Fiksacija dusSika
| biosinteza aminokiselina

Boris Mildner

Dusik u aminokiselinama, purinima, pirimidinima i drugim molekulama potjece
od atmosferskog dusika, N,. Biosintetski proces zapoc€inje redukcijom N, u
NHj, a taj proces nazivamo fiksacijom dusika.

Glutamate

Bakterije pretvaraju N, u amonijak koji
se prvo ugraduje u glutamat a zatim u
ostale aminokiseline.

Bakterije koje su u ¢vori¢ima korijena djetelina
pretvaraju atmosferski dusik u amonijak.
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Fiksacija duSika
(pretvorba N, u NHy)

U atmosferi se nalazi 80% N,, ali N, ne moze iskoristiti vecina
organizama.

Nekoliko organizama, kao npr. diazotrofne bakterije (bakterije koje
fiksiraju dusik) pretvaraju plinoviti N, u amonijak kojeg biokemijski
onda moze koristiti ve€ina organizama.

Haber-Boschovim postupkom industrijski se dobiva amonijak.

Munjama se dobiva amonijak.

Kruzenje dusika (ciklus dusika)

. . Denitrifying
Nitrogen:fixing 1 bacteria, archaea,
bacteria and Atmosphere and fungi
archaea
Amino acids
and other = =
reduced ———>| NH; NO3
nitrogen-carbon | Ammonia Anammox Nitrate
compounds bacteria
Nitrifying = Nitrifying
bacteria NO; bacteria
and archaea Nitrite
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Nitrogen oxidation state
Figure 22-1‘
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Vecina zivih bi¢a korisiti amonijak. U tlu postoje nitrificirajuce bakterije koje pretvaraju amonijak
(oksidiraju) u nitrite i nitrate. VVe¢ina biljaka koristi nitrite i nitrate jer posjeduju nitrit- i nitrat-reduktaze.
U tlu postoje i denitrificiraju¢e bakterije koje nitrite i nitrate pretvaraju u N,. Samo odredene vrste
bakterija i arheje direktno fiksiraju N, i reduciraju ga u amonijak. U te vrste spadaju cijanobakterije,
metanogene arheje i druge bakterije koje Zive u tlu. Postoje i simbiotske bakterije, Rhizobium
bakterije, koje fiksiraju dusik, a Zive u nodulima (¢vori¢ima) korijena leguminoza.
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Redukcija dusika u amonijak

N = N veza je jako stabilna, energija veze je 930 kJ-mol-2.
lako je redukcija duSika u amonijak egzergoni proces,
N, + 3 H, — 2 NH,4 AG'™ = - 33,5 kI'mol?

reakcija se mora provesti pri 400 — 500 °C i nekoliko desetaka tisu¢a kPa
(300 atm) Haber — Boschov postupak.

U osnovi, za redukciju N, u NH; potrebno je 6 elektrona:
N, + 6e + 6 H* — 2 NH,

Kako se u bioloskim reakcijama uvijek stvara i 1 mol H, uz 2 NH; u postupku
redukcije N = N, to je jednadzba reakcije:

N, + 8e + 8 H* — 2 NH, + H,

U vecini mikroorganizama koji fiksiraju dusik, 8 elektrona koje donira
feredoksin, potjecu ili od fotosinteze ili od oksidacijskih procesa. Ujedno za
svaki elektron hidrolizira se 2 ATP, pa je ukupna reakcija:

N, + 8¢+ 16 ATP + 10 H* — 2NH,* + H, + 16 ADP + 16 P,

Kompleks nitrogenaze fiksira N, (reducira N, u
amonijak)

U diazotrofnim organizmima kompleks nitrogenaze fiksira N, u NHj.

Kompleks se sastoji od dva enzima:

1. Reduktaze koja donira energijom bogate elektrone nitrogenazi —
feredoksin je protein koji dovodi elektrone reduktazi.

2. Nitrogenaze koja koristi elektrone za redukciju N, u NH; prema
jednadzbi:
N, + 8e" + 16 ATP + 10 H* — 2NH,* + H, + 16 ADP + 16 P,

U vodenim otopinama NH; veZze H* te nastaje NH,".

ATP je potreban kako bi se egzergona redukcija odvijala dovoljno
brzo.
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Fiksacija dusSika u kompleksu
nitrogenaze.

N, + 8e +16 ATP + 10 H* — 2NH,* +

H, + 16 ADP + 16 P;
Hidroliza ATP se ne koristi za

termodinamicke potrebe reakcije. Ona

je potrebna za smanjenje energije
aktivacije enzima.

Electrons from

reduced ADP
ferredoxin ATP +P;
Reductase Nitrogenase
(Fe protein) (MoFe protein)

Tok elektrona je od feredoksina na reduktazu,
Fe-S protein, te na nitrogenazu, Fe-Mo protein,
kako bi se reducirao dusik u amonijak. Hidroliza
ATP potpomaze potrebne konformacijske
promjene reduktaze i nitrogenaze kako bi protok

elektrona bio efikasan.

4CoA + 4C0;, +
4 pyruvate 4 acetyl-CoA

8 Ferredoxin or
8 flavodoxin
(oxidized)

8 Ferredoxin or
8 flavodoxin
(reduced)

8 Dinitrogenase
reductase
(oxidized)

8 Dinitrogenase
reductase
(reduced)

Dinitrogenase Dinitrogenase
(oxidized) (reduced)

2H*

+
2nH, M2
Figure 22-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W. H.Freeman and Company

N2

Enzimi i kofaktori u kompleksu nitrogenaze.
Podjedinice nitrogenaze prikazane su sivo i ljubi¢asto, a podjedinice

reduktaze obojane su zeleno i plavo.

Vezani ADP je oznacen crveno, 4Fe-4S kompleks (Fe atomi su narancasti,

a S atomi su zuti), a u Fe-Mo kompleksu Mo je oznacen crno,
S atomi su zuti, Fe atomi naran¢asti a homocitrat je oznacen sivo.
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Kompleks nitrogenaze fiksira N,

Molibden-Zeljezo kofaktor u nitrogenazi veze i reducira atmosferski dusik.
Reduktaza i nitrogenaza su Zeljezo-sumpor proteini.

Reduktaza, naziva se i Zeljeznim proteinom, prenosi elektrone s feredoksina
na nitrogenazu.

Mjesto na reduktazi, zvano P-klaster, prihvaca elektrone s feredoksina.

Iz P-klastera elektroni putuju do Mo-Fe sredista gdje se N, reducira u NH;.
Mo-Fe srediste sadrzZi i molibden i Zeljezo i oba su potrebna za redukciju N.,.

Prikaz podjedinica reduktaze i nitrogenaze. Kompleks nitrogenaze

je heterodimer a,p, podjedinica
Elektoni s reduktaze dolaze na P-klastere koji su izmedu o i B podjedinica nitrogenaze.
Uloga P-klastera je da Cuva elektrone dok se oni ne mogu efikasno iskoristiti za redukciju
dusika na FeMo kofaktoru. FeMo kofaktor je mjesto fiksacije duSika.

P cluster FeMo cofactor
N 9
Cys 2 Cys His >
Cys @ 9 S\ 7 Cys
[~ o ¥ L Ze@ A\
Cys o ”e ¢ 2
== 3 g9 4 oMo
4 & Central
S 2 atom
e Cys Homocitrate ¥

P-klaster se sastoji od 8 atoma Fe i 7 sulfida

Prikaz podjedinice reduktaze s 4Fe-4S. povezanih na protein preko 6 cisteina.
Reduktaza spada u skupinu NTP-aza s FeMo kofaktor sastoji se od Mo, 7 Fe, 9 SH,
P-petljama koje vezu ATP sredidnjeg atoma, homocitrata, a na protein je

vezan preko jednog cisteina i jednog histidina.
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Karakteristika kompleksa
nitrogenaze je da je
nitrogenaza izuzetno osjetljiva
na kisik, pa se reakcija provodi
u striktno anaerobnim
uvjetima.

Simbioza bakterija u nodulima
korijena leguminoza korisna je
i za dobivanje energije ai za
uklanjanje kisika. Bakterije u
nodulima dobivaju energiju od
biljke u obliku ugljikohidrata i
meduprodukta citratnog
ciklusa. Za uklanjanje kisika,
bakterija je u otopini proteina
koji veze kisik —
leghemoglobina, kojeg
sintetizira biljka, a hem
proizvodi bakterija.
Leghemoglobin veze sav kisik
pa se fiksacija dusika
nesmetano provodi. Isto tako
leghemoglobin dovodi kisik do
bakterijskog sustava za
prijenos elektrona.

Elektronmikrogfija
koja je artificijelno
obojana. Bakterije su
¥ obojane crveno,

. okruzene su
peribakteriodnom
membranom, plavo,
a jezgra biljne
stanice je Zuto-
zelena.

Figure 22-4b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

£ 2008 W.H. Freeman and Company

Bakterije koje Zive aerobno, a mogu fiksirati dusik, uklanjaju kisik tako
da prekidaju tok elektrona koji se koristi za sintezu ATP. Na ovaj nacin
povisuje se temperatura, te kisik izgara €im ude u stanicu

Intermembrane
space (p side)

Alternative

NADH NADH NAD* /1o, Yo
dehydrogenase

Matrix (n side)
Box 19-1 figure 2

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H. Freeman and Company

NAD(P)H

NAD(P)* External NAD(P)H
dehydrogenase Cytc

Q oom 1Y

2

Alternative
oxidase

Ovim nacinom uklanjanja kisika bakterija
Azotobacter vinelandii.
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Amonijev ion asimilira se u stanicu putem glutamata i glutamina

Reakciju vezanja amonijaka na o-ketoglutarat katalizira glutamat
dehidrogenaza.

HO tH
| o i
C + NHt =—= C
-00c” "coo- -00c” " coo
a-Ketoglutarate
HQ
+
NAD(P)H NAD(P)*
HN
.
c
_——
-00c” >""coo-
Glutamate

Reakcija se provodi u dva koraka, U prvom koraku nastaje
Schiffova baza, koja se u drugom reakcijskom stupnju protonira.

R H R.
ﬁ N~ " \'lT*/ ]
—_— —_—
C + Ry—NH, —— ¢ + H0 C
R R, Re” O, T
Carbonyl Amino Schiff base Protonated
compound donor Schiff base

Schiffove baze izmedu karbonilne skupine i amina kljuéne su reakcije u
biosintezi aminokiselina.

Reakcija protoniranja Schiffove baze kljuéna je za stereokemiju a-C
atoma u glutamatu. Enzim, glutamat dehidrogenaza veze a-ketoglutarat
tako da se hidridni ion s NADPH veze tako da akiralna Schiffova baza postane

L-glutamat.

Protonated
a-ketoglutarate Schiff base 1-Glutamate

Hﬁ’ H.f -

e RS ¢

O

? ”
i\ _ o ; ‘b» 0
53 eI
O e N O d N

NAD(P)H NAD(P)*

Figure 244
Blochemistry Sixth Ediion
2007 W.H Froeman ot Comaay

Glutamat je prvi spoj u koji je ugraden NH,.
NH,* + a-ketoglutarat + NAD(P)H + H* — glutamat + NAD(P) + H,O
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Naredni amonijev ion ugraduje se u glutamat, te nastaje glutamin.
Reakciju katalizira glutamin sintetaza, a potrebna je i hidroliza ATP.

THN AP app  THsN H .
é ¢ 0
~ooc>\/\(‘_J LL* 'ooc>\/ﬁ]/(7 \'?{
o o é" ¢}

Glutamate Acyl-phosphate intermediate

N

NH; P
E Z 4 NH,
-00C

0
Glutamine

Unnumbered figure pg 684
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W. H.Freeman and Company

Glutamin je univerzalni donor dusika.

Regulacija glutamin sintetaze klju¢na je reakcija kojom se kontrolira metabolizam
dusika.

Vecina prokariota i biljaka imaju i glutamat sintazu koja
evolucijski nije srodna glutamin sintetazi

Glutamat sintaza katalizira reduktivnu aminaciju a-ketoglutarata u
glutamat:

a-ketoglutarat + glutamin + NADPH + H* « 2 glutamat + NADP*
Glutamin sintetaza:
glutamat + ATP + NH,* < glutamin + ADP + P,
Sumarna reakcija je:
NH,* + a-ketoglutarat + NADPH + ATP —

glutamat + NADP* + ADP + P,
Kada nema dovoljno NH,* veéina glutamata nastaje slijedom
reakcija glutamin sintetaze i glutamat sintaze. Prokarioti koriste ovaj
put jer je Ky, glutamat dehidrogenaze za NH,* velik (>> 1 mol dm-3)
pa enzim nije zasi¢en kada je nestaSica NH,*. Nasuprot tome,

glutamin sintetaza ima vrlo visoki afinitet za NH,*, ali da se iskoristi
NH,* mora se utrositi ATP.
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Glutamin sintetaza je prvi korak koji se kontrolira u
metabolizmu dusika

Glutamin sintetaza E. coli ima 12
podjedinica. Svih 12 podjedinica su
identi¢ne. Zbog lakSeg
raspoznavanja, podjedinice su

obojane. Mr = 50 000. / ‘ p .
Pogled sa strane (bokocrt) BTN

Pogled odozgora (nacrt) \

Enzim se regulirai
alostericki i kovalentnom
modifikacijom, kao i
transkripcijom gena.

Alostericka regulacija glutamin sintetaze

Alanin, glicin i barem 6

. Glutamate

produkata metabolizma

. ur NH3
glutamina alosteriCki su —_—
inhibitori glutamin sintetaze. St /-@‘
Svaki spoj zasebno izaziva
samo djelomi¢nu inhibiciju, \’ADP+P|
ali inhibicije su aditivne, tako ® «--- Glycine
da 8 inhibitora zajedno u & «--- Alanine
potpunosti inhibirgju 7T = g g =
aktivnost enzima. S o T y

Q| ® «---\:

1
1
1 1
Alanin i glicin vjerojatno P
sluze kao indikatori i AMP <= Glutamine == CTP
1
P!

. T .
koncentracija aminokiselina 5 tophan/ KA‘
1

u stanici.

Carbamoyl phosphate Glucosamine 6-phosphate

Figure 22-6
Lehninger Principles of Biocheistry, Fifth Edition
© 2008 W. H. Freeman and Company
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Glutamine- NH;-

Pretpostavlj en | blm}ng domain a((e;tor domain
mehanizam glutamin w00
amidotransferaza HH—o
CH,
— . NH;
V_|se_ od d_eset rea_kcu_a uo "y ﬂ"x/ﬂ. }m-""e'
biosintezi aminokiselina koriste <R e
glutamin kao izvor amino Glutamine
skupina. Sve te reakcije provode Giutamine
. . amidotran: rase
glutamin amidotransferaze. SRR ’
. i . Lo glutamine (red) is released as R—OH or )c-o
u domgr?l koja veze glutamin je S et @ -
st koji je ngkleofll, pa pomaze bl iy
cijepanju amidne veze glutamina ThoUsn e Channgltoshe i
te radi kovalentni meduprodukt s /‘“‘”‘""
enzimom. Oslobodeni NH; u ovoj M;_E:“ Lt
reakciji se ne otpusta ve¢ odlazi u ’ L ot
drugu domenu enzima gdje oy N
. i / C=0
reagira sa supstratom. . o
Glutamyl-enzyme
intermediate H,0

NH; reacts with any of several ® Glutamate
acceptors, R'\
R—NH, + H—0X or /C-NH + H,0
RE
Figure 22-8
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W. H. Freeman and Company

Biosinteza aminokiselina

Aminokiseline se sintetiziraju iz
meduprodukata glavnih metabolickih
putova

27.5.2014.
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P | d Glucose
regle
m etab (0] I | Zma Glucose 6-phosphate
aminokiselina. asteps
Ugljikovi atomi ki
aminokiselina N
potjecu od puta
g likolize w =
(ruiiéasto), l H I "< 3-Phosphoglycerate + Serine
citratnog ciklusa
. . Glyci
(svjetlo plavo) i amrnem | cysceine
puta pentoza : Ao
fosfata (tamno phenpiianive | [IERNRIE—p Yo
p I avo ) Tyrosine Isoleucine
Citrate,
Oxaloacetate a-Ketoglutarate
Aspartate m
Aspataglie Glutamine
Methionine &
Thlret:nine :;’I:":E
ysine rginil
Flgure 229

ipl hemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Fveeman and Company

5-fosforibozil-1-pirofosfat

Riboza-5-fosfat + ATP — 5-fosforibozil-1-pirofosfat

Nastaje u pentoza fosfat metabolickom putu.

I Ovaj spoj je meduprodukt
“0—P—O0—CH, O_ H putova sinteze histidina i
- o 9 nukleotida.
o H H [ I
H 0—P—0—P—0

OH OH O 0~

27.5.2014.
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Metabolicke preteCe oznacene su plavo, aminokiselene koje su pretece
drugim amininokiselinama oznacene su zuto, a esencijalne
aminokiseline su oznacene masnim slovima

3-Phosphoglycerate |
| |
LY N
Asparagine  Methionine Threonine Lysine
I'4 ¥ Y ¥ N |
Glutamine Proline Arginine Cysteine Glycine Isoleucine

i, S i e

+
Erythrose 4-phosphate
i e Ribose 5-phosphate

4 A
Phenylalanine | Tyrosine Tryptophan ‘
$ f ‘ N o Histidine
Tyrosine Alanine Valine Leucine

Ljudi sintetiziraju neke aminokiseline, a druge
aminokiseline moraju se unositi hranom

Aminokiseline koje moze sintetizirati ljudski organizam nazivaju se
neesencijalnim aminokiselinama. Neesencijalne aminokiseline
sintetiziraju se jednostavnim reakcijama.

Aminokiseline koje dobivamo hranom nazivaju se esencijalnim
aminokiselinama. Za sintezu ovih aminokiselina potrebni su
kompleksni sintetski putovi i mi ih ne mozemo provoditi.

Nedostatak samo i jedne esencijalne aminokiseline dovodi do
ozbiljnih pato-fizioloSkih posljedica.
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Esencijalne i neesencijalne aminokiseline.

Neke aminokiseline su neesencijalne za ljude jer ih se moze sintetizirati u
malom broju reakcijskih koraka. One aminokiseline za Ciju biosintezu je
potreban velik broj reakcijskih koraka su esencijalne i potrebno ih je
uzimati hranom.

S
|

B Nonessential
H Essential

w
|

Number of amino acids
— N

12345678910NM1R21BMKU1516
Number of steps in pathway

Figure 24-6
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H_Freeman and Company

Neke aminokiseline nastaju jednostavnim
transaminacijskim reakcijama

Transaminacijske reakcije kataliziraju transaminaze
(aminotransferaze).

Za aktivnost transaminaza neophodan je piridoksalfosfat koji potjece
od piridoksamina (vitamina Bg).
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a-Ketoglutarate

Glutamate

Glutamine

Proline

Arginine

Unnumbered 22 p861b

9 Fifth Editi
2008 W.H.Freeman and Company

Biosinteza arginina - 1

Biosinteza 1 o
. . . CH;—C—S-CoA CoA-SH
prolina i o O i —cy
P ¢ CHy—CH;—CH—C00" Ne—CHy—CH,—CH—c00™
arginina u -0 acetylglutamate synthase -¢”
. Glutamate N-Acetylglutamate
bakterijama =
ATP
glutamate kinase [ N-acetylglutamate {~
kinase \_
ADP ADP
. [
o NH3 I
\, o HN—C—CH;
C—CHy—CH;—CH—C00™  y-Glutamyl N\ N
phosphate T CHa—CHa—CH—C00™ . pcetyl-y-glutamyl
phosphate
INAD(PIH) + H* NADIPIHD + H*
glutamate / N-acetylglutamate &
dehydrogenase [\ NaD(P)* dehydrogenase [\, NAD(P)*
\"Px \p‘
o [N ]
>c—cuz—cu;—cu—500’ o mlc—c—cm
C—CHy—CHy—CH—C00~
H Glutamate y-semialdehyde s/ R N-Acetylglutamate
nonenzymatic Gl y-semialdehyde
aminotransferase
:'(‘f _CC Z a-Ketoglutarate
H—C_, tH—C0O0" o
] A'-Pyrroline-5-carboxylate ]
(PSC) - L e
pyrroline carboxylate | — (NAD(P)H) + H* Hal—-CHo—CH—CHa—CH—C00™ g atylomithine
reductase
NAD(P)* l
HyC—CHy
"\c/ H—C00"
s
Hy

Figure 22-10 part 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Sinteza arginina - 2

27.5.2014.
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Biosinteza .
arginina - 2 ) Hrf—cl:—crl,
SIS - CH2—CH,—CH, —CH—C00" N -Acetylornithine
N-acetylornithinase / e
\> CH3C00~
NH3 Urea cycle

<+
H3N—CH;—CH;—CH,—CH—C00™ Qrnithine

ornithi Carb l.rL rL
carbamoyl-
transferase NP,

L-Citrulline

ATP + aspartate
argininosuccinate ‘ &

synthetase Ny, amp + PP,
Argininosuccinate

argininosuccinase
\* Fumarate

.
HaN, NH;

N\
C—N—CH;—CH;—CH;—CH—CO00"
+/TH 2 2 2

o

Figure 22-10 part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Sinteza prolina odnosno ornitina kod sisavaca

CIOO' a-Ketoglutarate [ CIOO'
+ +
H,N —CIH Glutamate |H;N —CIH
H,C —CH
CIHz J CI:HZ H,0 2/ 2
< == H—C CH —CO0O0"
CH, ornithine H, wo W
| 8-aminotransferase | H
CH, C
| VAR
+'NH3 ES H o
Ornithine Glutamate A'-Pyrroline-5-
vy-semialdehyde carboxylate
(P5C)
Figure 22-11

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W. H. Freeman and Company
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Serin, cistein i glicin nastaju iz 3-fosfoglicerata

3-Phosphoglycerate

Serine

[\

Glycine Cysteine

Unnumbered 22 p863
Lehninger Principles of Biochemistry ifth Edition
2008 W.H.Freeman and Company

Produkt glikolitickog puta, 3-
fosfoglicerat je preteca serina.

Serin se metabolicki pretvara u
cistein i glicin.

Za sintezu glicina neophodan je
kofaktor tetrahidrofolat.

Sinteza serinai glicina

C00~
H—CI—OH
H—(f—o _® 3-Phosphoglycerate
H
phosphoglycerate fNAD‘
dehydrogenase &NADH + HY
00~
c=0 3-Phosphohydroxypyruvate
\le—O—®
phosphoserine KGI"'“M‘
% 7 Kascicicas o
Coo0~
H;ﬁ— —H 3-Phosphoserine

Figure 22-12 part 1

coo-
Hgﬁ—T—H
CH,—0—(P)

phosphoserine ~ H20
phosphatase \’Pi

3-Phosphoserine

00~
+
H;N—I—H
(—H [Serine |
CH,OH
: H, folate
serine (P;.P 4

hydroxymethyl- Ny 5,N'°-Methylene H, folate
transferase \PH o
2

‘CIOO'
i

Figure 22-12 part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fith Edition
2008 V. H.Froeman and Company
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Sinteza cisteina u sisavaca

*
NH3
“00C—CH—CH,—CH,—SH + HOCH,—CH—CO00"
+NH3
Homocysteine Serine
P— PLP
cystathionine B-synthase H,0
+
NH3
“00C—CH—CH,; —CH, —S—CH, —CH—C00"~
*NH3
Cystathionine
H>0
cystathionine y-lyase [ PLP
NH};
+
NH,

“00C—C—CH;—CH3 + HS—CH,—CH—CO00"

a-Ketobutyrate

Figure 22-14
Lehninger Principle of Biochemistry. ifth Edition
20081

W, Freeman and Company

Iz piruvata i oksaloacetata sintetiziraju se tri
nesencijalne i Sest esencijalnih aminokiselina

Oxaloacetate

% .
ol

Alanine Valine Leucine

" ~ oy
Asparagine  Methionine Lysine

\

Isoleucine

27.5.2014.
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Sinteza asparagina

*H3N 0O 0”0

P
~00C O/ \0 o adenine

HO OH
Aspartate Acyl-adenylate intermediate
NH;  AMP HN o
A_L, !
-00C NH,
Asparagine

Unnumbered figure pg 687
Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W.H.Freeman and Company

Biosinteza lizina, metionina, treonina, valina, izoleucina i
leucina u bakterijama

o NH;
Aspartate /C—-CH,—(H—COO'
-0
ATP
aspartokinase
ADP
o NH3
Aspartyl- B-phosphate )C—CH;—CH—COO'
®-c
— & " preteca za sintezu
aspartate B-semialdehyde dehydrogenase P . . . .
5 VR \\:NAW lizina, metionina i treonina
P;

¢
NH —
) IHs NADPH) + H*

\(—CH;—CH —C00"~
Pyruvate /
H NADP
Aspartate g-semialdehyde R +
dihydropicolinate dehydrogenase T“i

synthase CHy—CHy—CH—C00~

= i P j! on Homoserine l
OOC—li—CHz—T—(Iﬁ—CH —Coo
o H l
Fi g q 0
i Sinteza metionina

‘ Sinteza lizina ‘
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Sinteza S-adenozilmetionina vaznog donora metilnih
skupina

SAM nastaje iz metionina i ATP

y NHy* ooc" N s u neuobicajenoj reakciji u kojoj
s N N)
2

~0ocC.

s

/

HyC

HO  OH
Methionine S-Adenosylmethionine (SAM)

Unnambered fiurep3 315
n._m

NH;*

U sisavcima, sinteza ?
cistena zapocinje

Nu,
</:\’/\ RH n{n, ? </N‘/\ ) H0 Adenos-ne-m§N"!'
D

\t
razgradnjom S- wil ‘\3_7

. . ( SH
adenozilmetionina b i b su
(S A M) S-Adenosylmethionine (SAM) S-Adenosylhomocysteine Homocysteine

Unnumbered figure pg 691b
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H Freeman and Company

Tijekom doniranja metilne skupine nastaje
homocistein, pretec¢a cisteina

Ciklus homocistein - metionin

I‘"’ ? 3o

/

CH; HN

Homocysteine N°-Methyl- Methioni Tetrahydrofol
tetrahydrofolate

Unnumbered figure pg 691¢
b S oo
poeerre e M ATP ’

Methionine S-Adenosyl-
homocysteine

H,0

@ Homo:ysteine/
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Visoke koncentracije homocisteina koreliraju s

vaskularnim bolestima

Pacijenti koji imaju visoke koncentracije homocisteina imaju veci

rizik za kardiovaskularne bolesti.

Najcesci uzrok povisenoj koncentraciji homocisteina u krvi je
nedostatak aktivnosti cistation sintaze, enzima koji pretvara

homocistein u cistein.

Sinteza aromatskih aminokiselina

Phosphoenolpyruvate

+

Erythrose 4-phosphate

s

N\

Phenylalanine Tyrosine

Tryptophan

l

Tyrosine

Unnumbered 22 p865b

g i
© 2008 W. . Freeman and Company
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Sinteza aromatskih aminokiselina - 1

2-0,4PO0. coo™
CH, g

Phosphoenol- 0, 200

pyruvate

+ CH,
oM
H,0 gy e
H——OH 5 Z H—1—OH
H——OH H—1—OH
2- 2- i
CH;0P0; CH,0PO;5 wo M

Erythrose 3-Deoxyarabino- 3-Dehydro- 3-Dehydro-

4-phosphate heptulosanate quinate shikimate
7-phosphate NADPH + H*
NADP*

[<elo g

Ho H
Shikimate
Figure 24-13 part 1

Biochemistry, Sixth Edition
) 2007 W.H. Freeman and Company

Sinteza aromatskih aminokiselina - 2

[<elopy

2 HO - oH
3 1 ; ; H H
" o", M § ? ADP ATP HO: H
5-Enolpyruvyl- Shikimate Shikimate
shikimate i " 3-phosphate
3-phosphate 03P Coo
Phosphoenol-
pyruvate
P
2-
'OOC/\N/\ /‘o
; [0 N o]
Ho H
Chorismate Glyphosule Glifozat

(Roundup) inhibira adiciju
PEP-a.

Figure 24-13 part 2
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W. H.Freeman and Company

Korizmat je kljucni meduprodukt u
biosintezi aromatskih aminokiselina.
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Sinteza fenilalanina i tirozina

coo~
0
co Gluta-
2 mate
&
CO0~ OH™
-00cC, H;C\.\(
o Phenylpyruvate
coo~
HO H NAD* 4
Chorismate Prephenate Gluta-
NADH mate
+
o,

OH

p-Hydroxyphenylpyruvate

Figure 24-14
Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W.H. Freeman and Company

coo™
o |
a-Keto- NH;*
glutarate
Phenylalanine
coo~
|
a-Keto- NH;*
glutarate
OH
Tyrosine

Sinteza triptofana

(<ol coo~

Co0 H;N.
Y 2 0,P0

; Glutamine Glutamate PRPP PP;
Ho H +
Chorismate Pyruvate  pnthranilate
2-0,P/

Glyceraldehyde
3-phosphate

~00C,

HO OH

N-(5'-Phosphoribosyl)-
anthranilate

OH™+ €0,
N
N H H
Indole Indole-3-glycerol 1-{o-Carboxyphenylamino)-
i phosphate 1-deoxyribulose 5-phosphate
erine
H,0
Dot
NH;* /
N
H
Tryptophan

Figure 24-15
Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W.H. Freeman and Company
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Ribose 5-phosphate

‘ Histidine ‘

Unnumbered 22 p869
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

2008 W.H.Freeman and Company

Sinteza histidina - 1
GNH;
(:)—o—cu o. H

e TR e

INI /12 HCY, N

H CI—CI 0 N

OH OH [rib HE-®—®
5-Phosphoribosyl- ATP
1-pyrophosphate (PRPP)
PP;

ATP phosphoribosyl transferase

i

HN N PP; HN N
Oogro b 2, ®ofue i
CCH HC pyrophosphohydrolase CH HC
- A
OH oM OH On

N '-5'-Phosphoribosyl-ATP

Figure 22-20 part 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
2008 W. H.Freeman and Company

N '-5'-Phosphoribosyl-AMP
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To purine biosynthesis

H—C—OH
H—I—OH
0@
Imidazole glycerol
3-phosphate
Figu_lve 22_»29 part Z

Fifth Editi

ng
© 2008 W.H. Freeman and Company

Sinteza histidina - 2

1o
B

A4

H H

N
z

o

—nt

|
—C
|
OH OH
N '-5'-Phosphoribosyl-AMP

phosphoribosyl-AMP Ha0
cyclohydrolase 2

Z= 2,
2~ N{rH® 7 N{re -
e INC) o o
o, )= HiN—C N HyN—C N
HaN—C NHy mf—c" Hen—
5-Aminoimidazole- (D—()—cn2 H
4-carboxamide glutamine gt phosphoribosyl- c|/0\c|
ribonucleotide (AICAR) amido- =0 formimino- I\’l‘ T/I
transferase —OH S-aminoimidazole- H CommC” H
4-carboxamide | 1
H—C—OH  ribonucleotide OH OH
H GlEaeing cH20(®) isomerase N -5"-Phosphoribosylformimino-
2 e
He —N, 5-aminoimidazole-4-
1 ;cu Glutamate N'-5"-Phosphoribulosyl- carboxamide ribonucleotide

~N formimino-5-amino-
imidazole-4-carboxamide
ribonucleotide

;

HE="
5
T

H—C—OH

H—C—OH

CH20()

Imidazole glycerol
3-phosphate

imidazole glycerol
3-phosphate [*H20

3-phosphate

Figure 22-20 part 3
L inciples of Bi istry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

phosphate

Sinteza histidina - 3

dehydratase

HE S\ HC\ o

l! /,CH Glutamate a-Ketoglutarate g ,/(H ﬂ //CH 2NAD* 2NADH + 2H*
I\ﬂ I\N P; I\"

CH, —_—_———— CIHz —2 , ch

L-histidinol phosphate + histidinol + histidinol
=0 aminotransferase TH—""' phosphate H—R dehydrogenase
CH0(P) CH,0(P) phosphatase  CHa0H
Imidazole acetol L-Histidinol L-Histidinol

Co0~
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SaZetak
sinteza neesencijalnih aminokiselina u sisavaca

N ATP
ﬁ H,0 i X/\("
. ~00C il
C NH* &— C i
“00c” TN E -00c” " co0- o
ulﬂoglullmu Glutamate Acyl-phosphate intermediate
H*
> *
NAD(P)H NAD(P)’ "N o i & m;N x
X NH,;
D L T _Ll.. -MCX/Y -
Glutamate o
Glutamine
oksaloacetat + glutamat < - Vs
ATP PP, A
aspartat + a-ketoglutarat '"M o e S Jlomina
-00c o
. W oM
piruvat + glutamat < alanin + a-ketoglutarat Aspartate Acyl-adenylate intermediate
N, AP
W
-00C NH,
Asparagine

Sazetak -2
sinteza neesencijalnih aminokiselina u sisavaca

oy

— arginin
P "
i | ]
u.m o
Ov-ltﬁu
Q i
e

- o, I :
sl N . R g
\ Proling
si.m.,m. "

Unnumbared fgure pg canb

serin + tetrahidrofolat < glicin +

metilentetrahidrofolat

Homocysteine Serine Cystathionine

TY (P

*HN €00~

a-Ketobutyrate Cysteine
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Regulacija biosinteze aminokiselina
Brzina sinteze aminokiselina ovisi o koli€ini biosintetskih enzima i o
njihovoj aktivnosti.

U biosintetskom putu prva ireverzibilna reakcija, koju nazivamo “odlucujuci
korak”, vazno je regulacijsko mjesto. U inhibiciji povratnom spregom, krajniji
produkt metabolickog puta Z inhibira enzime koji kataliziraju “odluc¢ujuci korak”
(A—B). Ovakva kontrola je bitna za o€uvanje metabolita koji su meduprodukti
za sintezu biomolekula, kao i za o€uvanje metaboli¢ke energije.

Inhibited
by Z

A ~||j=» B mp C =mp D =p E —p 7

Unnumbered figure pg 697
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W. H.Freeman and Company

Odluéujuéi korak je uobic¢ajeno regulacijsko mjesto za
inhibiciju povratnom spregom
3-fosfoglicerat dehidrogenaza katalizira “odlucujuci korak™ u
biosintezi serina iz 3-fosfoglicerata.

2= 2=
O 0
olp\/o T olp})
NAD*  NADH \ Serin, krajnji produkt,
it inhibira 3-fosfoglicerat
coo- dehidrogenazu.
H coo~ d
3-Phospho- 3-Phosphohydroxy-
glycerate pyruvate
o P

a-Keto- O—P
Glutamate glutarate

R e O

3-Phospho- Serine
serine
Unnumbered figure pg 688c

Biochemistry, Sixth Edition
2007 W. . Freeman and Company
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3-fosfoglicerat dehidrogenaza je “odlucujuci korak” u
biosintezi serina iz 3-fosfoglicerata.

Dimeric
E. coli enzim je tetramer izgraden regulatory domali
od &etiri identiéne podjedinice. Satalyde
Svaka podjedinica ima katalitiCku
domenu i regulatornu domenu
koja veze serin. Vezanje serina
za regulatornu domenu smanjuje
Vax €Nzima. Enzim na koji su
vezana Cetiri serina je neaktivan
te se 3-fosfoglicerat moze
iskoristiti za druge metablicke
pretvorbe.

Figure 2418
Biochemistry, Sixth Edition
02007 W.HFreeman and Company

Razgranani putovi podlijezu sofisticiranim
regulacijama

Razgranani putovi reguliraju se na nekoliko nacina:
1. Inhibicijom povratne sprege i aktivacijom: ako dva puta imaju

zajednicki poCetni korak, jedan put se inhibira vlastitim produktom,

a stimulira se produktom drugog puta. (Treonin deaminaza je
primjer ovog tipa regulacije).

2. Multiplikacijom enzima: odlu€ujuéi korak kataliziraju dva ili viSe
enzima a ovi enzimi imaju razli¢ita regulacijska svojstva. U E. coli,
tri razliCite aspartat kinaze kontroliraju sintezu treonina, metionina
i lizina.

3. Kumulativnom inhibicijom povratne sprege: zajednicki korak za

nekoliko metaboli¢kih putova djelomi¢no se inhibira sa svakim
krajnjim produktom ovih razli¢itih putova. Ovaj tip regulacije je
primjer glutamin sintetaze koju inhibiraju mnogi produkti.
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Kontrola razgrananih metabolickih puteva.
Kontrola razgrananih puteva je kompliciranija jer se mora voditi raCuna
o koncentracijama dva produkta.

Dva metaboli¢ka puta sa
zajednickim prvim
korakom (odlu¢ujuéim
korakom) mogu biti
ihnibirana s vlastitim
produktima, a aktivirana s
produktom drugog puta.

U biosintezi valina,
leucinai izoleucina
zajednicki prvi
meduprodukt je
hidroksietil-TPP koji vodi
do sinteze sve tri
aminokiseline. Za sintezu
izoleucina, hidroksietil-
TPP reagira s a-
ketobutiratom. Isto tako
hidroksietil-TPP reagira s
piruvatom u sintezama
valina i leucina.

Threonine
Threonine <€—
deaminase <
Hydroxyethyl-TPP
Pyruvate 7 a-Ketobutyrate
§| |¢
\ \ 2| |2
£| |2
- - -
Leucine Valine  Isoleucine
I e

Figure 2419
Biochemisary. Siath Edion

Prema tome koncentracije o-ketobutirata i piruvata
odreduju koliko ¢e se sintetizirati izoleucina u odnosu
na valin i leucin. Treonin deaminaza koja katalizira
nastajanje o-ketobutirata alosteri€ki je inhibirana
izoleucinom dok valin alosteriCki aktivira ovaj enzim,
pa dolazi do sinteze valina i leucina.

Regulacija treonin deaminaze. Treonin se pretvara u a-ketobutirat u
odluéuju¢em koraku te dolazi do sinteze izoleucina. Enzim koji katalizira ovaj
korak, treonin deaminazu, inhibira izoleucin, a aktivira je valin, produkt
paralelnog metaboli¢kog puta.

7
NH3

CH;—CIH —CH—C00"~

OH -\»cn,—cnz—ﬁ—cow

acetolactate synthase

Figure 22-15 part 7

Lehninger Principles of Biochemistry, Fi

2008W.H. Freeman and Company

CH3—C—CO00~
= i Pyruvate
o
TPP
acetolactate synthase o,
Treonin CH3—C—TPP
deaminaza AH

CH3—C—C00"~
Il
a-Ketobutyrate Pyruvate

acetolactate synthase

o
CH, CH3
cu,—ﬁ—%—cov cn,—ﬁ—él—cow
O OH O OH
a-Aceto-a- a-Acetolactate
hydroxybutyrate
izoleucin valin i leucin

} }
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Izoenzimi u regulaciji metaboliCkih puteva.
Odlucujuci korak mogu katalizirati dva ili viSe enzima s razli¢itim
regulacijskim svojstvima.

Fosforilacija aspartata je obvezni hCotac oy :
korak u biosintezi treonina, \ X
metioninai lizina. U E. coli tri Enzyme 1 > 4
razlicite aspartokinaze kataliziraju A ——

L e nzyme 2 o
ovu reakciju. Kataliticke domene 4
. . 0, . v . ‘ Y
imaju 30% identiCnost primarne |
strukture. lako su im mehanizmi Inhibited by Y
katalize gotovo identi¢ni, njihove et
aktivnosti su razlicito regulirane. Aspartokinase
Jedan enzim nije reguliran domain
poyrgtnom spregom,’drugog' . Wiicegulated
inhibira treonin, a tre¢eg inhibira
lizin. Slozen regulacijski _1

. ~ agn Threonine sensitive

mehanizam moze se razviti i
duplikacijom gena koji kodiraju B

Lysine sensitive

biosintetske enzime.

Biosinteza lizina, metionina, treonina, valina, izoleucina i leucina u
bakterijama. Biosintezu reguliraju razlicite aspartat kinaze - primjer
multiplikacije enzima. ViSe enzima katalizira identi¢nu ili sli¢nu reakciju,
ali svaki od njih ima drugacije alostericke karakteristike i zbog toga mogu
katalizirati odlu€ujuéi korak u odredenom metaboli¢kom putu.

o NH3

Aspartate /c— CHy—~CH—C00"
o

ATP
aspartokinase
\ADP
+
O\ NH3
A I- B-phosphat C—CH;—CH—C00"~ A H
s - P prete¢a za sintezu
| — WRoRR + v lizina, metionina i treonina
aspartate B-semialdehyde dehydrogenase
\»\NADP‘
)
fH
o 1 NADPH) + H*
C—CH,—CH—C00"~
Pyruvate /
/ H ) NADP
P B it +
“ " H
dibydropicolinate dehydrogensis "
1ddiiice clu,—cnz—cu—cow
o b
-ooc—i—cuz—ci—cnz—cu—cocr

Sinteza metionina

}

Sinteza lizina

|
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