TRIPTOFAN SINTAZA

e triptofan pomemben za
prezivetje

* bakterije, glive, rastline
* sesalcis prehrano

* sinteza triptofana v petih
stopnjah

* operonTrp

* encim triptofan sintaza
zadnji dve stopniji
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Triptofan sintaza- lastnosti

e 150 kDa
e tetramerni bifunkcionalni encim
* linearna ureditev podenot afBa

* prostetska skupina piridoksal fosfat-PLP ([3-

podenota)

* PLP se na Lys encima veze preko Schiffove baze

(interni aldimin)

indol 3-glicerol fosfat + Ser = triptofan + gliceraldehid 3-fosfat

IGP G3Pp

a-podenota katalizira
indol 3-glicerol fosfat = indol + gliceraldehid 3-fosfat

B-podenota katalizira

indol + Ser === triptofan

H H
| | N+
@—Lys—N=C NH
Q*. —

Schiff base
OH CH3

piridoksal 5-fosfat (PLP), Lys87



Triptofan sintaza - podenote

HO
““ -------- ."-.. OPO32_

* ainp podenote linearno " G3PY o,

organizirane s Kf | N
« aktivni center obeh i "

E IGP (indol 3-glicerol fosfat)
podenot povezan s JEPORCTTIITLR: S
tunelom Q

V\OPOZZ

OH

* encim lahko oddisocira v
a in BB = aktivnosti se
ohranijo, hitrost se |,

G3P (gliceraldenid 3-fosfat)

indol 3-glicerol fosfat = indol + gliceraldehid 3-fosfat

: tunel 27 A

e v a-podenoti nastali % P
indol se preko tunela s - Ser
[ N X
prenese v B-podenoto 7

* veiesena H o 1N OK’
aminoakrilatni : N \ \ /\V)\O
. . g =
intermediat E(A-A) % indol " W ©E\> NH,
0“ o) :
‘.’ -ZOBPO / :n N

* reakciji se izvajata v e Trp
. v |
fazah—->reciprocne .., o

. B, .
alosteri¢ne interakcije indol + Ser &= triptofan



Triptofan sintaza — mehanizem reakcije

FAZA 1
© Ser a podenota
. E(Ain) interni aldimin (PLP-Lys)
. { nukleofilni napad Ser
. E(GD,) gem diamin intermediat
o .. L-Ser
. J transaminacijska reakcija H7(0H 1(2
. E(Aex,) Ser eksterni aldimin CO0" \ao
H,N HN
. J deprotonacija ? Enz A+
N
. E(Q,) L-Ser quinonoidni intermediat (v |
HUN
. J eliminacija B-hidroksilne sk. ’ "’\F! A//y E(GD,)
. E(A-A) a-aminoakrilatni intermediat | \, 320 nm
N
E(Ain) H + H _NH;

FAZA 2 412 nm

. transfer indola @fg(

. J nukleofilni napad indola na E(A-A) lk\ 2 L-Trp
. E(Q,) L-Trp quinonoidni intermediat o

. { ekstrakcija protona %\ﬁ fnz
. E(Q;) L-Trp quinonoidni intermediat N- HN H “H

N H +HY 3 !
. J' protonacija 5
. E(Aex,) Trp eksterni aldimin \

. J transaminacija 320 nm H’N Il-l
. E(GD,) gem diamin intermediat

. { sprostitev Trp

*  E(Ain) interni aldimin E(Aex,)

415 nm

B podenota



Triptofan sintaza - tuneliranje

* Eksperimentalni B-subunit - C-domain
podatki so
pokazali, da v
raztopini ni
prostega indola

e struktura encima o-subunit PPNe2e0
Salmonelle tunnel
— E(Ain) oblike ot ofan <
riptoran sintaza a
_ IGP analog P 2Pz
— IPP (a-mEStO) IPP substratni analog (indol-3-propanol fosfat)
. . . PLP piridoksal fosfat
* prikaz tuneliranja a-podenota modra
C domena B-podenote rdece
* odprta

konformacija obeh,
a in B podenot

e katalitska mesta



Triptofan sintaza — eksperimentalno delo

o k ri S ta I n e S t ru k t u re A ligands Z:r invegt:)g.ating allosteric interactions at the a-site
— odprte oblike W‘) b=
— zaprte oblike (teZje) " Y of':'\;‘?' G
* tockovne mutageneze [N SR P ——
— katere ak so kataliti¢ne g B
— katere ak so regulatorne (alosterija) Q?/V; oo
B A —

. . APBP = 4-(2'-phenylthio)-butylphosphonic acid

. . : ko
* sinteza analogov S, P, % in meritve Q\’V\’

[+]
. . . o n |y
,0 “, SN\ L = " nzen nyl)-2-
hitre kinetike: & Ay R R
H
— spremljali konformacijske spremembe @-Nj\(‘oﬁ\: 2-HGP = 1-2"-hydroxyphenylamino)
H OH 3-glycerolphosphate

— a-podenota se z vezavo S preklaplja iz
odprte v zaprto obliko

— vezava analoga indola na E(A-A) na3- B oS o o 8
. v . oy e ! -0" P
mestu je mocno inhibirana z vezavo Q_NU'\K\O‘L\: = N Y 0o
analoga S na a-mestu -



Triptofan sintaza — konform. prehodi odprta/zaprta oblika

interni aldimin

PLSP8v76)zan na
‘” pr L-Ser
v, /

3 "'—>€
vstop «@indol 3-
glicerol fosfata
konf. sprememba
naa

nastanek intermediata
L—TI‘ aminoakrilata, ki sprozi
izomerizacijo a aktivnega

mesta v | aktivno stanje za
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,H/ gliceraldehid 3-fosfata iz 'H/

indol I y

4)6 ...ﬁ
vstop indola v -
reagira z AA do A
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I
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externi

aldimin

O

dalje do Aex2, ki «
aktivno mesto
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aktivno stanje
(=

X
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Triptofan sintaza — kataliticno kolo

e kataliticno kolo shematsko
povzema dogajanje:
— preplet vezave ligandov
— reakcije
— alosteri¢no signaliziranje B

* rumeniin rdeci trikotniki so ap-Catalytic Wheel
razlicna kemijska stanja B-

kataliticnega cikla

e zeleno inroza, po velikosti so
proporcionalni relativni w.site deactivated
aktivnosti o in B podenote za [ «siteactivated

.e o i te-det ini -]
vsako kemijsko stanje ' Srop activated 10x by a.sito \C
ligand binding.



