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Obecny metabolismus.
Biosyntéza aminokyselin (11).
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Zdkladni schéma vstupu dusiku do metabolismu.
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Fixace dusiku.

Dusik aminokyselin, purind, pyrimidint a véech dal$ich biomolekul
ma plvod ve vzdudném dusiku.

Fixace dusiku spocivd v redukci N, na HH; - fixace dusiku.
Vazba mezi atomy dusiku je extrémné silnd, vazebnad energie je
940 kJ/mol.

Vy3si organismy nejsou schopné fixovat dusik. Schopnost fixace
maji nekteré bakterie a archaea.

Symbioticka Rhizobia na korenech bobovitych rostlin fixuji dusik
a zdsobuji NH; bakterie i rostliny.

Podstatné pro véechny vyssi eukaryotni organismy jsou
diazotrofni (dusik vazici) mikroorganismy, které ro¢né vazi

10t kg, coz je 60% nové fixovaného dusiku na Zemi.

Blesky a UV svétlo poskytuji dalSich 15% a zbylych 25% je

primyslova vyroba (Haberova metoda, smés N, a H, za katalyzy
Fe, pri teploté 500°C a tlaku 300 atm). ).



Fixace dusiku.

Tvorba NH; z N, u mikroorganismi probihd na nitrogenasovém
komplexu.

Nitrogenasovy komplex je sloZzen ze dvou ¢asti.
Reduktasa - zdroj elektront s vysokym redukénim potencidlem.
Nitrogenasa - vyuziva tyto elektrony k redukci N, na NH.

Nitrogenasovy komplex musi byt chrdnén pred O,. Bobovité
rostliny maji velmi nizkou koncentraci kysliku v nodulech, protoze
kyslik vdzi na leghemoglobin, analog hemoglobinu. Redukce N, na
NH; je Sestielektronovy proces.

Biologickd redukce produkuje 1 mol H, vedle dvou molt NH; z
jednoho molu N, a proto spotrebuje 8 elektront:

N2+8e_+8H+—) 2NH3+H2
Osm potrebnych elektront ma ptivod z redukovaného
ferredoxinu (fotosyntéza) nebo z oxidativni fosforylace.



Fixace dusiku.

Pro prenos kazdého elektronu jsou nutné 2 molekuly ATP:
N, +8e +8H +16 ATP +16 H,O0 - 2 NH; + H, + 16 ADP + 16 P,

Hydrolyza ATP je vyuZita k prekonani aktivacnich bariér
(kineticka pruchodnost) spise nez k termodynamické schidnosti
reakce. Obé komponenty - reduktasa i nitrogenasa jsou proteiny
Zelezo-sira (klastry - transfer elektroni).

Reduktasa je homo dimer dvou identickych jednotek (30 kD)
vazanych 4Fe - 4S klastrem.

Nitrogenasa je a,B, tetramer (240 kD), obsahuje Mo a proto
MoFe protein + 3Fe - 3S klastr.



Fixace dusiku.
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Asimilace amoniaku do aminokyselin.

Aminokyseliny glutamdt a glutamin hraji hlavni roli v prenosu
dusiku na dalsi aminokyseliny.

Biosyntéza glutamatu - katalyza glutamdtdehydrogenasa:

NH,* + a-oxoglutarat + NADPH + H* == glutamdat + NADP* +
H,O

Reakce probihad ve dvou stupnich. Nejdrive se vytvdri Schiffova

bdze mezi aminem a karbonylem, kterd je posléze redukovdna
hydridovym iontem z NADPH:
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Asimilace amoniaku do aminokyselin.

Redukce Schiffovy baze NADPH vede k stereochemické
konfiguraci na a uhliku S (absolutni konfigurace) a L isomer !

Glutamdt mlze prijimat daldi amoniak za katalyzy
glutaminsynthetasou a tvorby glutaminu.

N
/\3’/< A Wo N o 5 ;_l NH,
O
Glutamat acylfosfatovy meZ|produkt glutamin

Glutamatdehydrogenasa a glutaminsynthtasa jsou enzymy
pritomné ve vsech organismech.



Asimilace amoniaku do aminokyselin.

Vétsina prokaryot ma enzym glutamdtsynthasu, ktery katalyzuje
redukéni aminaci oxoglutardtu na glutamdt:

a - Oxoglutardt + glutamin + NADPH + H* == 2 glutamat +
NADP*

Za nedostatku NH,* je vétsina glutamdtu syntetizovdna za
katalyzy glutaminsynthtasy a glutamatsynthasy:

NH,* + a-oxoglutarat + NADPH + ATP — glutamat + NADP+ +
ADP + P,

Tato cesta je ndrocnéjsi na energii, ale prokaryota ji vyuzivaji,
protoZe K glutamatdehydrogenasy pro NH,*je vysoké (1 mM) a
enzym neni pri nizkych hladindch NH,* saturovan.

Glutaminsynthasa mad naopak vysokou afinitu k NH,*. Potrebnd je
viak hydrolyza ATP.



Uhlikaty skelet aminokyselin.

Biosyntéza uhlikaté kostry aminokyselin ma sest spolecnych
metabolickych drah:

Uhlikaty skelet mad ptivod v meziproduktech glykolyzy,
pentosafosfatové drahy nebo citrdtového cyklu.

— Alanin Valin Leucin
Asparagin Methionin — Lysin 1

l Histidin
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Uhlikaty skelet aminokyselin.
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Esencidlni a neesencidlni aminokyseliny.

Vétsina mlkroorgamsmu syntetizuje vSech 20 proteinogenich
aminokyselin. Clovék jen 9.

Aminokyseliny, které musi byt prijimany v potravé se nazyvaji
esencidlni. Ostatni neesencidlni.

Arginin syntetizovany v mocovinovém cyklu je dostateény pro
dospélého ¢lovéka, ale ne pro dité.

Deficit, dokonce jen jedné aminokyseliny, md za vysledek
negativni dusikovou bilanci.

Syntéza neesencidlnich aminokyselin je jednoduchd, kdezto
biosyntéza esencidlnich je slozitd. V priméru je treba deseti
stuphid.



Aminokyseliny esencidlni a neesencialni.

Neesencidlni

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glutamin
Glycin
Prolin
Serin
Tyrosin

AMINOKYSELINY

Esencidlni

Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Fenylalanin
Threonin
Tryptofan
Valin



Biosyntéza aminokyselin transaminaci.

Tri oxokyseliny - a-oxoglutardt (glutamat), oxaloacetat
(aspartadt) a pyruvat (alanin) Ize prevést na aminokyseliny
transaminaci.

Donorem aminoskupiny je glutamadt.

Prosthetickou skupinou aminotransferas je pyridoxalfosfat
(PLP).

Asparagin:

Aspartat + NH,* + ATP — asparagin + AMP + PP, + H*

U savcl je donorem aminoskupiny asparaginu spise glutamin nez
NH,*, coz je typické pro bakterie.

Motiv hydrolyzy glutaminu ma obecnéjsi platnost pri
biosyntézach.

Glutamat je prekurzorem glutaminu, prolinu a argininu.



Mechanismus transaminace pri biosyntéze.
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Chiralita véech aminokyselin.

Nejdulezitéjsim krokem pri transaminaci je protonizace
chinoidniho meziproduktu za vzniku externiho aldiminu.

U vSech aminotransferas jsou zakonzervovana dvé rezidua. Lys
tvorici Schiffovu bdzi s PLP a arginin, ktery vstupuje do
interakce s a-karboxyldtovou skupinou ketokyseliny.

Chiralita tvorenych aminokyselin je dana smérem odkud je tento
proton priddn na chinoidni formu.

Interakce mezi stabilnim (konzervovanym) Arg a a-
karboxyldtovou skupinou napomdhad orientaci substratu tak, ze
proton z lysinového zbytku vstupuje na chinoidni meziprodukt ze
spodni strany za tvorby aldiminu s L-konfiguraci na C, miste.



Glutamat - prekurzor prolinu a argininu.

v-Karboxyl Glu reaguje s ATP za tvorby acylfosfatu (smésny
anhydrid), ktery je redukovdn NADPH na semialdehyd.
Semialdehyd se cyklizuje (ztrdta H,0) na Al-pyrrolin-5-
karboxylat, ktery poskytne po redukci prolin.
Semialdehyd miZe byt podroben transaminaci za tvorby
ornithinu a ten v nékolika stupnich preveden na arginin.
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3-Fosfoglycerdt - prekurzor serinu, cysteinu a glycinu.

3- Fosfoglycerdt, meziprodukt glykolyzy, je prekurzorem serinu,
cysteinu a glycinu. Serin je prekurzorem cysteinu a glycinu.
Konverze serinu na cystein vyZzaduje substituci atomu kysliku za
atom siry. Donorem je methionin. PFi tvorbé glycinu je
methylenova skupina serinu prenesena na tetrahydrofolat.

Serin + tetrahydrofoldt —
glycin + N3 N10-methylentetrahydrofoldt + H,O

O— FI’ ONAD NADH + H" P O Gy 2- oxoglutar i HO
0
H~g|OH o_? Lg HN—{1+ H
coo eele) ——

3 - Fosfoglycerat 3 - Fosfoserin Serin



Tetrahydrofolat (THF).
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Jednouhlikaté skupiny.

Tetrahydrofolat (THF), také tetrahydropteroylglutamdt, je
nositelem aktivovanych jednouhlikatych skupin.

Savci syntetizuji pteridinovy kruh, ale nespoji ho s ostatnimi
dvéma v THF. Ziskdavani THF z potravy nebo ho produkuji strevni
mikroorganismy.

Jednouhlikatd jednotka je vazdna v poloze N-5 nebo N-10
(oznaceno N3 a N19) nebo na obé.

Nejvice redukovanou jednouhlikatou skupinou je methyl. Vyssi
oxidacni stav maji formyl, formimino nebo methenyl.

PIné oxidovanad jednouhlikata skupina je karboxyl, ktery je
prendsen biotinem.

Jednouhlikaté skupiny prendsené THF jsou mezi sebou vzdjemné
prevoditelné.



Premény jednouhlikaté skupiny navdzané
na tetrahydrofolat (THF).
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Jednouhlikaté skupiny.

Alternativni syntéza glycinu z CO, a NH,* za katalyzy

v v /7 7/

CO, + NH,* + N5 N1O-THF + NADH —= glycin + THF + NAD"

Hlavnim zdrojem jednouhlikatych jednotek je preména serinu na
glycin. Produktem je N> N10-methylenTHF.

Prekurzorem serinu je 3-fosfoglycerat (meziprodukt glykolyzy).
Jednouhlikaté skupiny jsou tak produkty sacharidi.



S-Adenosylmethionin (SAM).

THF mad methylskupinu navdzanou v poloze N-5 jeji potencidl
prenosu neni dosti vysoky pro vétsinu biosyntéz.

Funkci aktivovaného methylu plni S-adenosylmethionin (SAM).
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S-Adenosylmethionin (SAM).

Po transferu methylu na substrdt prejde SAM na
S-adenosylhomocystein, ktery je hydrolyzovdn na homocystein
a adenosin.

Regenerace methioninu je realizovdna transferem methylu

z N° - methyl THF na homocystein.

Enzym homocysteinmethyltransferasa ma jako koenzym
methylkobalamin (derivat vitaminu B;,).
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Cyklus aktivovaného methylu.
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Biosyntéza ethylenu.

NH,
NNOA th ACCoxidasa
CCsynthasa HpC—CHo
N/ —_ s H,C——CH,
HaN+ COO
OH OH
SAM 1 - Aminocyklopropan - Ethylen
1 - karboxylva kyselina
(ACC)

SAM je prekurzorem ethylenu, ktery ma funkci plynného
rostlinného hormonu. Ethylen indukuje zrdni.



Biosyntéza cysteinu.

Cystein je syntetizovdn ze serinu a homocysteinu. Serin se
kondenzuje s homocysteinem za tvorby cystathioninu.

Enzym cystathionin-pB-synthasa.
Cystathionin je deaminovdn a $tépen na cystein a 2-oxobutyrat.

Enzym cystathionin-y-lyasa. Oba enzymy maji prosthetickou
skupinu PLP.
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Homocystein a srde¢ni onemocnéni.

Lidé se zvySenou hladinou homocysteinu nebo jeho disulfidového
dimeru homocystinu maji vysoké riziko arteriosklerosy a
srdecnich onemocnéni. Dlvod je v mutovaném genu pro
cystathionin--synthasu.

U nékterych pacientl se dari onemocnéni zmirnit poddvanim
vitamind.

Poddvdnim vitamint se sleduje rychlejsi degradace homocysteinu.
Vitamin B, a jeho derivaty (PLP) zvysuje aktivitu cystathionin-p-
synthasy (preména homocysteinu na cystathionin) a vitamin B,
ktery podporuje methylaci homocysteinu na methionin.



Biosyntéza aromatickych aminokyselin.

Fenylalanin, ’ryr'osm a tryptofan jsou esencidlni aminokyseliny
syntetizované spole¢nou drahou u £, co/i. Clovék ziskdvd vétdinu
esencnalnlch amlnokyselm Z rostlinné potravy. Blosyn’reza

VVVVV

biosyntéza neesencidlnich.

Prekurzory jsou fosfoenolpyruvat (meziprodukt glykolyzy) a
erythrosa-4-fosfat (meziprodukt pentosafosfatové drdhy).
Chorismat je klicovym produktem na kterém se dalsi drdhy déli na
prefendtovou (produkty fenylalanin a tyrosin) a anthranildtovou
(tryptofan).



Chorismadtovad biosyntetickd drdha.
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Herbicid glyfosat -inhibice biosyntézy aromatickych
aminokyselin.

Biosyntéza aromatickych aminokyselin je inhibovana
sirokospetrdlnim herbicidem glyfosatem (Roundup). Pro zvifata
a hmyz netoxicky.

Glyfosat je akompetitivnim inhibitorem enzym, ktery katalyzuje
tvorbu 5-enoylpyruvylsikimat-3-fosfatu. Prefendtova drdha:
Mutasa prevddi chorismat na prefenat, prekurzor aromatického

kruhu fenylalaninu a tyrosinu. Reakce analogickad v organické
chemii znamé Diels-Alderové kondenzaci.
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Prefendtova drdha biosyntézy Phe a Tyr.
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Biosyntéza tryptofanu chorismatovou drahou pres
anthranilat.

PRPP =5 - Fosforibosyl -1 - pyrofosfat
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Biosyntéza tryptofanu.

Tryptofansynthasa v £. coli je a,f, heterotetramer. Podjednotka
a katalyzuje tvorbu indol-3-glycerolfosfatu. Kazda
podjednotka mad PLP v aktivnim misté. Katalyzuje kondenzaci
idolu se serinem za vzniku tryptofanu. Indol difunduje od
jednoho aktivniho mista ke druhému. Prochdzi specifickym
kandlkem a nemuze difundovat mimo drdhu kondenzace se
serinem. Obé reakce jsou koordinovdny. Indol ¢eka na serin.

Serin vytvari s PLP Schiffovu bazi, kterd je dehydratovdna za
tvorby Schiffovy bdze aminoakrylatu coz je reaktivni
intermedidt reagujici s indolem. Enzym je odlisny od zndmych
aminotransferas.



Schiffova bdze aminoakrylatu ze serinu.
Nukleofilni reakce s aminoakryldatem.
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Regulace biosyntézy aminokyselin.

Rychlost biosyntézy aminokyselin zdvisi prvni Fadé na mnozstvi a
aktivité biosyntetickych enzymi.
Regulace aktivity enzymd.

V biosyntetické drdze se vyskytuje tak zvany kli¢ovy krok,
prakticky ireverzibiloni reakce.

Takovy krok obvykle inhibuje vysledny produkt drdhy - inhibice
koneénym produktem.

Zustavaji zachovany véechny meziprodukty.

Tak napr. serin (produkt drdhy) pri jehoZ biosyntéza je klicovym
krokem oxidace 3-fosfoglycerdtu katalyzovand
3-fosfoglycerdtdehydrogenasou.

Enzym je homotetramer, kde kazda podjednotka ma aktivni a
regulacni misto. Vazba serinu vede k jeho inaktivaci.



Regulace biosyntézy aminokyselin.

Pri regulaci biosyntézy vétvenych aminokyselin hraje vyznamnou
roli spole¢ny meziprodukt hydroxyethylthiaminpyrofosfat
(hydroxyethyl - TPP).

Pri syntéze isoleucinu reaguje s a-oxobutyrdtem, pri syntéze
valinu a leucinu reaguje s pyruvatem. Koncentrace a-oxobutyrdtu
a pyruvatu urcuji mnozstvi isoleucinu na jedné strané a leucinu a
valinu na strané druhé.

Threonindeaminasa (PLP) katalyzujici tvorbu a-oxobutyrdtu je
allostericky inhibovana valinem ! Valin je produkt kompetujici
dréhy.

Regulace vede k vyrovnanému mnozstvi vétvenych aminokyselin.

Mnohoéetnost enzymi. Klicovd reakce drdhy mize byt
katalyzovana vice enzymy. Enzymy reaguji riznou aktivitou na
substrdty a produkty.



Regulace biosyntézy aminokyselin.

Kumulativni zpétnovazebna inhibice.

Spolecny stupen drdhy je inhibovan kazdym findlnim produktem
nezdvisle.

Bakteridlni glutaminsynthetasa katalyzuje syntézu GIn z Glu,

NH,* a ATP. Amidoskupina GIn je zdrojem dusiku pro mnoho
sloucenin jako napr. karbamoylfosfat, Trp, CT, AMP atd.

Glutaminsynthetasa je kumulativné inhibovdna véemi témito
konecnymi produkty. Enzym je dplné inhibovan, kdyz se na néj
navazi vsechny koneéné produkty.

Glutaminsynthetasa je také regulovdna reversibilni kovalentni
modifikaci. AMP se vdZe na specificky Tyr kazdé podjednotky
(fosfodiesterova vazba).

Adenylovany enzym je méné aktivni a vice citlivy na inhibitory.
Kovalentné navazany AMP se odstépuje fosfatolytickou reakci.



Nékteré biomolekuly odvozené od aminokyselin.

Adenin Cytosin Histamin Adrenalm
o)
HO NH;" | o ,.
A\ Eﬁ/\NHZ < coo’
| - |
+
N N
H I
R HO l

Serotonin Nikotinamid Thyroxin

(tetraiodthyronin)
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Glutathion (GSH)

Glutathion je tripeptid obsahujici sulfhydrylovou skupinu

(y-Glutamylcysteinylglycin). Redukovand forma se oznacuje GSH,
oxidovani GSSG6.

Glutathion o bunééné koncentraci v zivoc¢isnych bunkdch, asi 5
mM, chrani erythrocyty pred oxidativni destrukci a chova se tak
jako sulfhydrylovy pufr.

2 6SH+RO - OH =—6556 + H,0 + ROH
GSSG6 je redukovdan na GSH glutathionreduktasou (flavoprotein s
koenzymem NADPH).
Pomér GSH / GSSG je ve vétsiné bunek 500.
Glutathion hraje vyznamnou roli pri detoxifikaci reakci s H,0,
nebo organickymi peroxidy.
Glutathionperoxidasa katalyzujici tuto reakci obsahuje v
aktivhim misté aminokyselinu se selenem (selenovy analog Cys).



Katalyticky cyklus glutathionperoxidasy.
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Tvorba NO oxidaci argininu.
NOsynthasa, NADPH a O,. NO se vdze na guanylatcyklasu (analog
adenylatcyklasy) - aktivace prenosu signdlu.
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Porfyriny.

Porfyrinovy skelet je zdkladem hemi a chlorofyld.

Prvnim krokem biosyntézy porfyrint u savct je kondenzace
glycinu se sukcinyl CoA za vzniku 8-aminolevulindtu katalyzovana

8-aminolevulinatsynthasou.

Zdkladem tvorby porfyrint je aminokyselina glycin a meziprodukt
citratového cyklu sukcinyl CoA (katapleroticka reakce).
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Biosyntéza porfyrind.
Tvorba porfobilinogenu (2 molekuly 3-aminolevulindtu kondenzuy na
porfobilinogen). Ctyri molekuly porfobilinogenu kondenzuji na linedrni

tetrapyrrol (katalyzuje porfobilinogendeaminasa)
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Uroporfobilinogen ITI je kli¢ovym meziproduktem pri syntéze
vitaminu By, v bakteriich a chlorofyllu, tak v bakteriich a rostlinach
(porfyrinovy skelet).
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Dalsi reakce modifikuji vedlejsi retézce a stupen saturace
porfyrinového kruhu. Koproporfyrinogen IIT (KoIIT) je tvoren
dekarboxylci acetdtl uroporfirinogenu III. Protoporfyrin IX je
tvoren desaturaci a prevoden dvou propiondtt KoIII na vinyly.
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Degradace hemu.

Vstupem Fe?* (chelataci, enzym ferrochelatasa) se vytvori hem,
coz je prosthetickd skupina proteint jako jsou myoglobin,
hemoglobin, katalasa, peroxidasa a cytochrom c.

Zelezo je transportovdno plasmou navazdno na transferrin, ktery
vdze 2 Fe3* a je skladovdno v tkdnich ve ferritinu.

Degradace hemu. Normdlni lidsky erythrocyt mad Zivotnost asi
120 dnd.

Prvnim krokem degradace hemu je $tépeni a-methinového mistku
za tvorby zeleného linedrniho tetrapyrrolu biliverdinu.

Prostredni methinovy mistek biliverdinu je poté redukovdn
biliverdinreduktasou za tvorby ¢erveného pigmentu bilirubinu



Degradace hemu.
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