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Proteasi

e Enzimi che scindono il legame peptidico
- Rimozione della metionina N-terminale nella sintesi
proteica.

- Rimozione del peptide segnale dopo il loro trasporto
attraverso la membrana.

— Separazione di proteine virali tradotte da mRNA
policistronico.

- Digestione di proteine da cibo come sorgente di AA.

- Conversione di pro-proteine (proenzimi, zimogeno,
preormoni) enlle loro strutture finali.

- Degradazione delle cicline nei differenti stadi del ciclo
cellulare.

- Gestione del turnover delle proteine.
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Proteasi

e Enzimi che scindono il legame peptidico

- Digestione di proteine da cibo come sorgente di AA.

e Proteasi a serina
e Tripsina
e Chimotripsina
e Metallo-proteasi
e Aminopeptidasi
e Carbossipeptidasi
e Proteasi ad aspartato
* Pepsina
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Proteasi

e Proteasi a serina
- Tripsina
— Chimotripsina
e Proteasi ad aspartato
- Pepsina
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- Aminopeptidasi
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Proteolisi: meccanismo generale
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Attivazione delle proteasi

e Attivazione delle proteasi:

e La maggior parte delle protesi sono sintetizzate come
proenzimi di maggiori dimensioni.

e |'attivazione consiste nella rimozione di un segmento
inibitorio nel proenzima.

e |’attivazione pud avvenire dopo che la proteasi & stata
secreta nell’apposito compartimento cellulare o nella
matrice extracellulare.

e In alcuni casi (attivazione dell’apoptosi) I'attivazione
puo essere a cascata e portare all’attivazione di proteasi
specifiche.
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Enzimi proteolici

e Classi di enzimi proteolitici:

- Proteasi a serina: enzimi digestivi come tripsina,
chimotripsina, elastasi...

- Differiscono nella specificita del substrato:

e Chimotripsina: privilegia il taglio del legame peptidico nel
quale I'AA che impegna il C=0 ha una catena laterale.

e Tripsina: preferisce un AA carico positivamente (Lys o
Arg) nella stessa posizione.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Enzimi proteolici: proteasi a serina

o Il sito attivo (tripsina bovina

3BTK) é fatto da un residuo di
serina (Ser195), uno di istidina
(His57)-e uno di aspartato
e Durante la catalisi vie
attacco nucleofilo del OHde
serina sul carbonio del
carbonile del legame peptidico
che deve essere tagliato.
¢ Durante la reazione un H* & b
trasferito dalla serina all’anello -
imidazolico dell’istidina, %
)

I'aspartato forma un legame H
con l'istidina.
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Chimotripsina e tripsina
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Centro catalitico

His57
Asp102

Ser195
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina

Asp102
/\;‘/ His57
TH- N \ /)\Ser195

o ZGIy193

/N_*
H

Sito
Specifico

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine -22-

11



Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo delle proteasi a serina
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Proteasi a serina (1HAX)
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Proteasi a serina (1HAX)
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Proteasi a serina

e Enzimi digestivi come tripsina, chimotripsina,

elastasi...

- Differiscono nella specificita del substrato:

e Chimotripsina: privilegia il taglio del legame peptidico nel
quale I'AA che impegna il C=0 ha una catena laterale.

e Tripsina: preferisce un AA carico positivamente (Lys o
Arg) nella stessa posizione.
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Enzimi proteolici: proteasi a aspartato

e Le proteasi ad aspartato comprendono:
La pepsina (enzima digestivo).
Alcune proteasi lisosomiali.
L’'enzima renale renina.

Le proteasi dell’HIV.

e Due residui di aspartato sembra partecipino alla catalisi
acido/base nel sito attivo.

e Un aspartato accetta H* da una molecola di H,0 nel sito
attivo che attacca il carbonio carbonilico del legame
peptidico.

e Simultaneamente l'altro aspartato cede I’'H* all’'ossigeno
del carbonile del legame peptidico.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Pepsina

e Secreta dalle cellule della mucosa gastrica (che
secernono anche HCI) come pepsinogeno inattivo (40

kD): )
Pepsinogeno

pH acido l 4)
Pepsina -42AA

AA + AA-AA + AA-AA-AA

..-AA-AA-AA-AA-...
e Taglia con maggior frequenza legami tra aminoacidi

aromatici, Met, Leu e produce peptidi e pochi aminoacidi
liberi.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Meccanismo delle proteasi ad aspartato
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Peptidasi intestinali

Procarbossipeptidasi A e B

|

Carbossipeptidasi Leucina aminopetidasi
A B |
\ ) \ Lys
H 0 Arg _ leu H
| H O |
N | N *
x 0 N NH,+ X
* 0]
0 H R 0] H R
e} H R
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Enzimi proteolici: metallo proteasi

e Appartengono alla classe delle proteasi a Zinco
(metalloproteasi):
- La carbossipeptidasi (enzima digestivo).
- Le metalloproteasi della matrice (collagenasi),
coinvolte nella degradazione della matrice extra
cellulare durante la crescita dei tessuti.

- Una proteasi lisosomiale.

¢ Nel sito attivo & presente uno zinc binding motif, con
due residui di istidina il cui imidazolo complessa lo ione
Zntt,

e Nella catalisi lo Zn** interagisce con l'‘ossigeno del C=0

promuovendo |'attacco nucleofilo dell’ossigeno di una
molecola di acqua nel sito attivo al carbonio del C=0.

¢ Nella carbossipeptidasi un residuo di glutamato facilita
la reazione estraendo un H* dall’acqua.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Metallo (zinco) proteasi

Uno ione Zn** & coordinato
con due atomi di azoto di due
His, il carbonile di un Glu e
H,O

Lo ione Zn** promuove
I'attacco nucleofilo sul
carbonio carbonilico da parte
dell’atomo di ossigeno
dell’'acqua legata nel sito
attivo

Il residuo di Glu agisce come
base facilita la reazione
estraendo un H* dall’'H,0.

Zn++

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Enzimi proteolici: proteasi a cisteina

e Appartengono alla classe delle proteasi a Cisteine:

- La papaina (della Carica Papaya).

- Alcune protesi lisosomiali (catepsine).

- Le caspasi che si occupano della degradazione delle
proteine dell’apoptosi (morte cellulare
programmata).

e Le proteasi lisosomiali a cisteina sono omologhe alla
papaina. Sono una famiglia molto grande con svariata
specificita di substrato.

e Le caspasi tagliano il lato carbossilico di un aspartato.

e Il meccanismo delle proteasi a cisteina si pensa che
coinvolga la deprotonazione del SH di una cisteina da
parte di un residuo vicino di istidina seguito da un
attacco nucleofilo dello zolfo al carbonio carbonilico.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011
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Degradazione degli aminoacidi

¢ Gli aminoacidi in eccesso hon possono
né essere immagazzinati in
macromolecole di deposito né essere
escreti come tali, vengono quindi

demoliti. Proteine
1Proteo|isi
Aminoacidi
. - ™
Catena Liasi NH
(deaminasi) +
ycarboniosa “E=D. Urea
¢ Acetil-CoA e NH,
o Acetoacetil- o ) o Altri
CoA AC|d|_graSS| - composti
e Piruvato Corpi chetonici azotati
e Intermedi ciclo Glucoso semplici
di Krebs
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e Aminoacidi essenziali
-Vengono forniti dall’esterno (cibo,
simbiosi),
—Non possono essere sintetizzati:

¢ Fenilalanina, valina, treonina, triptofano,
isoleucina, metionina, leucina e lisina

e Aminoacidi non essenziali

- Derivano da a-chetoacidi o dal
metabolismo di altri aminoacidi.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine -40 -
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Ossidazione degli aminoacidi

e La degradazione degli

aminoacidi € un processo Ser

complesso che coinvolge P e
un numero molto grande ™ The
di intermedi: Pirvvato )P

co,

e Catena Carboniosa Glucoso Acetil-CoAg— Acetoaceta;\o
\ /KA Lys
Tyr

o AZOtO ammon Iacale . Asn —>» Ossalacetato Citrato
- Urea Asp
- NH3 Asp — Fumarato KREBS  Isocitrato
T
phe ©
L4 AZOtO baSI aZOtate . 4 Succinil-CoA a-chetoglutarato '2\
- . |
- Acido urico Met
Vval
- Urea :
co,
- NH,
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Leu
Phe

Arg
GIn
Glu
Pro
His
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V.1.2.1

Eliminazione dell’azoto

AA NH,+
La forma molecolare con la quale T
viene eliminato da un organismo a-chetoacido L
dipende dalla disponibilita di acqua: py

H,N o

Ammonio: Ammoniotelici
- Invertebrati acquatici

NHzoi/[o NH,
Urea: Ureotelici o)\n‘: w*o

- Pesci, anfibi, bivalvi di acqua dolce " T "

Acido allantoico N o
NH,
- Alcuni teleostei 0:< f /J%
N
. o l\‘l [}
Allantoina "
- Molluschi, insetti, mammferi (non TO
primati) ”\N n
N
Acido Urico: Uricotelici o= I 1
N N0
- Insetti, vermi, rettili, uccelli, primati. H H
© gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine

Ammonio

Urea

Acido allantoico

Allantoina

Acido urico

\ PURINE
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Eliminazione dell’azoto

La forma molecolare con la quale
viene eliminato da un organismo
dipende dalla disponibilita di ac

Ammonio

Ammonio: Ammoniotelici
- Invertebrati acquatici

Urea: Ureotelici
- Pesci, anfibi, bivalvi di acqua dolce
Acido allantoico

- Alcuni teleostei

N [e]
Allantoina W
- Molluschi, insetti, mammferi (non TO
primati) A "
N N/
Acido Urico: Uricotelici °:<N | A
/ N
H |

- Insetti, vermi, rettili, uccelli, primati.

Disponibilita di acqua

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine

Orea

Acido allantoico

Allantoina

Acido urico

\ PURINE

- 44 -

22



Eliminazione dell’azoto

AA » NH,+ Ammonio
e La forma molecolare con la quale D
viene eliminato da un organismo a-chetodcido LH ‘)
dipende dalla disponibilita di acqua: ’
p . p. o q sz/go Urea
¢ Ammonio: Ammoniotelici A

—_Invertebrati acguatici

¢ Urea: Ureotelici
- Pesci, anfibi, bivalvi di acqua dolce

e Acido allantoico
- Alcuni teleostei

N ¢ NH, -
0:<Nf/g Allantoina

N o]
e Allantoina W
- Molluschi, insetti, mammferi (non TO

primati) A "

N N Acido urico

 Acido Urico: Uricotelici °:<N | A
/ N
H |

- Insetti, vermi, rettili, uccelli, primati.

\ PURINE

Disponibilita di acqua
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NH, ° NH,
)\ /g Acido allantoico
|

- 45 -

) ) Proteolisi
Proteine cellulari ; Proteine dal cibo

Aminoacidi

¢ Crescita

Ritezione

Glutamina Cegradazione

dell'eccesso

HCO%

»
Ritezione-(— Urea acido Urico
+ + &) Escrezione

Escrezione Escrezione MWA\
. =L

— .

s e - % l<_;* %’5’“— F

i "y //_ﬁ

)’\\ e e
D S ‘7’ J

\..n - |"
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+
NHB/NH4 _-}Ritezione :_(%
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Eliminazione dell’azoto

Urea Marsupiali %;D
i Placentati

[ Guanina Acido urico o Monotremi
i Ammonio Polmonati T
Urea \ Pesci polmonati Anuri -
Sk £ / Mammiferi X
Scorpioni q;m Rettili Serpenti
corpioni  1sopodi Granchi Insetti i i Polmonati ini
\ P f ! Ollgoc\heh Y Salamandre / Testuggini
) Granchi N . ' \
Policheti Oligocheti Pnlmn\nati Salam\andre Tartarughe Serpenti
m % a Coccodrilli
A4
i S
Crostacei i
Gasteropodi pogci polmonati
Artropodi idi
Anellidi @ Elasmobranchi Pesci @4
esci ossei
Bivalvi >
Cefalopodi Urea Lamprede e,
s Ege——
®
K
g
< Molluschi = Cordati
Emicordati /'
Ammonio Vermi piatti
Echinodermi
Metazoo \%,‘/
ancestrale
- 47 -
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Carbamilfosfato

Destino di NH,*

NH,*

sintasi I
EC 6.3.4.16
2ATP + HCO5"
2ADP + Pi + 2H* B
/O 0]
Glutamato °©
deidrogenasi a-chetoglutarato
EC1.4.1.2 NADH
H,N EC 1.4.1.3 NAD(P)H
%o\ _0 EC 1.4.1.4 NADPH
o '\)7\07 (GDH)
o H,0 NAD*
Carbamilfosfato NAD(P)* Glutamina
NADP* sintasi
— EC6.3.1.2
0 ? (GS) ATP
O’WO
NH,+ \\
Glutamato ADP + Pi
A,
LHN o
NH,+
Glutamina

LO2 - Le proteine
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Tre enzimi

NH,*

Carbamilfosfato
sintasi I

2ATP + HCO5"

a-chetoglutarato
NADH
NAD(P)H
NADPH

H,N
%O\P//Oi
o )
o

Carbamilfosfato

NAD+
NAD(P)* Glutami
NADP* sinta:

ATP

NH,+

Glutamato ADP + Pi

NH,+

Glutamina

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Carbamilfosfato sintasi I (EC 6.3.4.16)

Carbamilfosfato NH,*
sintasi I

EC 6.3.4.16

2ATP + HCO;
2ADP + Pi + 2H*

e (atalizza una delle tappe del ciclo dell’urea
- Una molecola di ATP attiva il bicarbonato

HZN%O 0 - Una molecola di ATP fosforila il carbammato
~pL -
°© §° HN
Carbamilfosfato %O
o]
¢ N-acetiglutamato & un attivatore allosterico
essenziale o] o]
(o} o}
0 H
CH,
V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine

-50 -

25



Carbamilfosfa

to sintasi I (EC 6.3.4.16)

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011
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Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

« E un esamero

e Tre diversi enzimi
che usano NADH o

NH,*

//\\

" Ciclo di
/o’ o Krebs
NADPH o uno dei Glutamato 0 .
Acetil-CoA

due deidrogenasi a-chetoglutarato /
* EC1.4.1.2 NADH
CEC1412 - NADH 11T |
e EC 1.4.1.3 —~ NAD(P)H (GDH)
NAD+
¢ EC1.4.1.4 . NADPH 0 NAD(P)*
N . NADP*
¢ Puo operare sia nella o
via biosintetica che o o
degradativa. NH, +
Glutamato

NADPH NADP*

°
a-chetoglutarato Glutamato

NADH NAD+
GTP ° O ADP

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011

Nel secondo caso ¢ attivata
allostericamente da ADP e inibita da
GTP.
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Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine -53-

Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)

e Dodecamero
e Meccanismo:

H H
+
H/l\{\H P E— H/;\l.
H H
(0]
? - 0 - 0
O ATp ADP o~ ¢ Pi NH,
H NH,+ H NH,+ H NH;+
(0] o o
(0] g IS
Glutamato Glutamina
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Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011

LO2 - Le proteine
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Correlazione e competizione tra GDH e GS

e La K, perloione
ammonio & diversa:

K. (GDH) > K (GS)

e |la conseguenza € che
Ci si trova in carenza
di glutamato che
viene consumato pil
in fretta di quanto la
GDH riesca a
produrlo.

e Vi & un sistema di
ripristino del
glutamato a spese
dell’a-chetoglutarato
e della glutamina.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011

NH,*

Glutamato
deidrogenasi
EC1.4.1.2
EC1.4.1.3
EC1.4.1.4
(GDH)

H,0

4/\ NAD+
NAD(P)* Glutamina

GDH\

K O’WO

(0]
a-chetoglutarato
NADH

NAD(P)H
NADPH

GS

NADP* sintasi

= EC6.3.1.2

(GS) ATP
[e]
NH,+
Glutamato ADP + Pi
JHN o}
NH,+
Glutamina

LO2 - Le proteine
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e L’enzima coinvolto &
la Glutamato
Ossoglutarato
Amino Trasnsferasi
(GOGAT).

¢ Gli equivalanti
riducenti sono
diversi:
* NADH nel lievito
¢ NADPH nei batteri
e Ferredossina

ridotta nelle
piante.

Glutamato Ossoglutarato
Amino Transferasi
EC1.4.7.1
(GOGAT)

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011

a-chetoglutarato

NADH
NAD(P)H
Ferredossina
ridotta

Riducente  Glutamina

ossidato

o o EC6.3.1.2

Glutamato

LO2 - Le proteine

sintasi

(GS)

”wﬁo’\

ATP

\* ADP + Pi

Glutamina

-57-
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Regolazione allosterica della GS

e La glutamina € un componente centrale nella
biosintesi degli aminoacidi e dei nucleotidi,
e La sua sintesi & estremamente regolata:

- In modo allosterico, da prodotti che provengono
dalla glutamina,

- In modo covalente,
- Attraverso la regolazione genica.

e L'inibizione allosterica, da prodotti, &
cumulativa,

- mediamente ogni inibitore presente a concentrazione
saturante satura 1I'11% dell’attivita.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011
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Regolazione allosterica della GS

; I Glutamato

Glicina %/M - -

o 0 Carbamilfosfato
NH. =
, . ﬁv\(&o o o
Q NH,+ Pagm
Alanina ”Acﬁ)k _ 3 Nt o°
o

NH, \ Qo (=) -
@ © mmms——— /i\ AMP
) 0" o —N
. /o (=] o o, Nﬁ NH
Serina o o (-] < 2
NH sz N
: © “ o " '\
Istidina Q
e e
4 I I
<N ‘ NH, o /T\\o/'\)\\o/?\\o =N NH
/ ATP + NH,* o © oy
H 7]/'\‘
Triptofano 9 A
HO  OH
o \\> ADP + Pi
| v\ v
N -
/ o
H

Glucosamina-6-fosfato
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Azoto

e Il primo stadio della degradazione degli
aminoacidi € la rimozione del gruppo
amminico attraverso le aminotransferasi:

AA, + a-chetoacido, - a-chetoacido; + AA,

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine -61-
o Azoto
) Z .
o
Asp NH.+ Ossalacetato
3
o= o
[0} 0"
o
H,C
H,C
NH;+ 3
Ala 3 0 s o) Piruvato
o o= o _
o o
> o
H,G + «— +
CH, o NH,+ HyG
o o= CH,
Leu \
NH,+ fo) o a-chetoisocaproato
o- {0}
o a-chetoglutarato Glu o-
o
OH
OH
Tyr NH,+ p-idrossifenilpiruvato
o- {0}
o o
o
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Transaminazione

e Le reazione di transaminazione usano come coenzima il
piridossal fosfato.

o Il piridossal fosfato forma una base di Shiff con un

residuo di Lys della transaminasi (EC 2.6.1.X, uno per
ogni aminoacido e oltre).

Piridossina Piridossal fosfato Piridossamina fosfato
(Vit Bg) (PLP) (PMP)
V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Meccanismo della transaminazione

| [ | |
o
fCHZ)“ Rﬂ Aminoacido ?CHZ)A fCH;)‘.
ﬂ Ho=N NH;+ O NH,+ W NH,+
_ OH 3 :
oo X \ RH 2 R
[¢) ‘ «— 0 ) o
E —
N om, HoN Ho N
" 9 i |
! OH —P— OH
Base di Shiff con o f~o X Base di Shiff con 0o ]
renzima o | Faminoacido
N e, N oH,
‘ H
H\, o
‘ |
o, o
NH,+ N
H,0 R
0 HA-NH,+ ? ﬁ/to
HAN
B OH ‘Jv o
oo S i on
> o >0 A
N ° »
H o O "V CH,
M achetoacido H
R o
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Meccanismo deIIa transaminazione

Aminoacido, NH \& T

[ % Aldlmlna\m&
_ ’Lcnl) \ i
\& PLP-enzima A \‘(i

-enzi HAN
.
& ~
B Chetimina (|
o N
NH, ¢ O
Aminoacido,
va/i
~
fV.I
¥ N
H |
Chetlmma H
" Aldimina
o o
u N D
|

()
] a-chetoacido
—_— '\“

b H
H
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Meccanismo della transaminazione

PLP legato
alla Lys

> aKG,

PLP legato allo
ione ammonio
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Meccanismo della transaminazione

Tasca
idrofobica

Asp,,,

a-elica
dipolo

e Il PLP e legato alla Lys come base di Shiff
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Meccanismo della transaminazione

H
N
HZN/< Arg
NH,+
o
LyS,ss
(\A) Intermedio
H 4—; tetraedrico
‘O Tyraas
Oy \@v
Tasca
idrofobica

a-elica | & Asp,,,
dipolo

e Silega I’AA, la molecola é tenuta in sede da due Arg che
danno la specificita
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Meccanismo della transaminazione

H
N
o HZN’< Arg
NH,+

a-chetoacido \J’\I ‘0
(0]

o LyS,sg
NH,+
NH,+ TN
N\( 2
//// NH, NH; £ H / Piridossamina
Arg /? E Tyras
o—PF o -
nHe Lo SH \©v
2 (6]
HN NH, 5t ,‘\‘ CH,
H. Tasca
Arg,ee - idrofobica
(o}
O
a-elica | & Aspy,,
dipolo
¢ Siforma l'a-chetoacido e la piridossamina.
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Meccanismo della transaminazione
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PLP

e Il PLP & un sistema molto
versatile per trasformare
aminoacidi:

- Il legame C-H (A) &
reso piu labile nelle
transaminasi

- Il legame C-COO- (B) &
reso piu labile nelle
decarbossilasi

- Il legame C-R (C) & reso o—
piu labile nelle aldolasi

- Gli enzimi con PLP
catalizzano anche
reazioni al CB e Cy.
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Metabolismo dell’azoto

Ciclo dell’'urea
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Ciclo dell’urea

2ATP 24D + Pi Carbamilfosfato Citruiina

Q
ynul
H

€O, + NH,

Carba

-fosfato

sintasi
EC6.3.4.16
NH,+

Ornitina
(IN)

Trasportatore
della citrullina

NH,+ "
o
Citrullina OW”Y
(our) o NH, 2P
HN
Trasportatore ATP / <n
dell'ornitina N
Argininosuccinato PPi R\ />
ntasi LA
., Ornitina EC6.3.4.5
L+
(ouT) 0 Non
HA Aspartato 0 “on
© Urea o NH,+ o=k -
: NG
HaN 0= DW” o
Arginasi ~ m .
EC3.5.3.1 NH,+ o N
o Citrullil-AMP
H0 o
Fumarato
Argininosuccinato
s+ sintasi
Mn NH, o EC 6.3.4.5
NH,+ o~ AMP e
Arginina o
NH,+ ;
0. N___O
Argininosuccinato o
iasi - N+ L
EC4.3.2.1 ° N
Argininosuccinato
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24T 240P+P  Carbamilfosfato Citruiina
Q
o, + NH, 0ZP—0_nm, Nnw,
o "
o
Ornitina Trasportatore
(IN) o della citrullina
NH, +
NH,+ W
Citrullina  © Y
(oun) o NH, 2P
TP / M
o =
dell'ornitina N
Argininosuccinato PPi i \ )
sintasi & N
Ornitina Ossalacetato EC6.3.4.5
(ouT)
o HN, Aspartato
>=o Urea Malato ° NH,+ 0=P -
_ NG
HN o 0. Lo
Arginasi ~ m .
EC3.5.3.1 NH,+ o N
o Citrullil-AMP
HO o
Fumarato
_ Argininosuccinato
i+ o sintasi
DMNYNHZ o EC6.3.4.5
o NHg+ 0% AMP e
Arginina o
NH,+ ;
0. N___O
Argininosuccinato o
iasi - N+ L
EC4.3.2.1 © N
inosuccinato
- 74 -
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Ciclo dell’urea

2ATP  2ADP + Pi _ Carbamilfosfato

A
€O, + NH, =P—0,
Carbamil-fosfato ~ ©. Y""’
sintasi o
EC 6.3.4.16

e |a carbamil-fosfato sintasi catalizza la reazione di
formazione di carbamil-fosfato da CO, e NH,.

e Intervengono due molecole di ATP,

¢ L’enzima deve essere attivato da un effettore allosterico, il
N-Acetilglutamato.

e Questo derivato proviene da acetil-CoA e glutamato
guando la concentrazione dei quest’ultimo & alta, segnale
di un eccesso di aminoacidi liberi.

V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine

- 75 -

Ciclo dell’urea

ATP ADP ATP ADP
0 o - o
\ Z \ D O _NH, \ 2 \
HO 05P O »/oH m/ o0=P—0.

7 7 NH,
o o i o Y

o o

Bicarbonato Carbonil-fosfato Carbammato Carbamilfosfato

e Le due molecole di ATP operano in questo modo:
- la prima attiva in carbonato (CO,) per formare il carbonil-

fosfato,
- L’'ammoniaca si lega e forma il carbammato liberando il
fosfato,
- La seconda molecola di ATP lega il carbammato
attivandolo.
V.1.2.1 © gsartor 2001-2011 LO2 - Le proteine
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Ciclo dell’urea

24P 2ADP + Pi Carbamilfosfato Citruiina
o o
€O, + NH, 0ZPO__nH, yNN,
o H

Trasportatore
della citrullina

NH,+ ;
o
Citrullina °W”Y
(oum o NH, 260
TP Ha
dellorniti |
ell'ornitina
Argininosuccinato PPi =\ )
ntasi N
., Ornitina Ossalacetato EC6.3.4.5
-
(oun q e
HN Aspartato o on
>:° Urea Malato NH+ 0=t -

5.3.1 NH, +

0 5 =
Arginasi _ T
EC3.
o

Citrullil-AMP

Fumarato
inosuccinato

A 3 sintasi

s
MNYNNZ o EC6.3.4.5
NH,+ o~ AMP e
Arginina o
NH,+ "
o N__o
Argininosuccinato o
liasi o N+ ©

iasi
EC4.3.2.1

Argininosuccinato
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Ciclo dell’ NO
24P 2ADP +Pi Carbamilfosfato Citrullina
o (IN)
A
€O, + NH, _p—o0,
Carbamil-fosfato © 97 YNNX N
ntas o H
EC 6.3.4.16 °
NH+
Ornitina - NH Trasportatore
an) Ornitina  Nb™ o della citrullina
trans carbamilasi
NH,+ EC2.1.3.3
Citrullina
8
.. N H
o N0
Trasportatore YW Y .
dell'ornitina o NH, ! .
0, NO: ATP z
Ornitina NH,+ o 0.5 NADPH K i ﬁ
- i
(oum NO sintasi O N Argininosuccinato UM 7
NH+ EC 1.14.13.39 N sintasi ]
o NH o ) O EC6.3.4.5
N-w-idrossi-L-arginina  OH
Ossalacetato Aspartato “on
/ 4
H,0+ Malato o
Arginasi NADP* N+
EC3.5.3.1 a-chetoacido o
0, + . o
NADPH  Fumarato Aminoacido
H,0 _ Argininosuc
sintas
MH EC 6.3.4.5
o Y AMP o
Arginina o=
NHy+
N o
Argininosuccinato o g o
liasi IS Nt
EC4.3.2.1 °
nosuccinato
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Come riutilizzare gli avanazi

CO,, NH;5 e Urea

Urea, CO, e NH;

e La CO, puo essere utilizzata per formare il
CaCO; con Ca?* disciolto nell’lambiente.

e Il CaCO; si forma dal HCO;5™ e dal Cat+

e Lo ione HCO;5 si forma spontaneamente da
CO, e H,0 per azione dell’/Anidrasi Carbonica
(EC 4.2.1.1)

e L'ambiente basico dovuto alla presenza di NH;
favorisce la precipitazione del carbonato.

e La NH; proviene dalla scissione dell’urea
catalizzata dall’ureasi (EC 3.5.1.5)
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Emolinfa | Conchiglia E

...............

rcatt

Anidrasi carbonica (EC 4.2.1.1)
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Anidrasi carbonica (EC 4.2.1.1)
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Anidrasi carbonica (EC 4.2.1.1)

H
Thr199 r N Thr199 r .
o.. .
. o

o.
— - “H /‘0
o O o~
5 \m/\;\ o >04<
H/ W —» H | \0
‘ Znt.
WIS ” Gros” M0 ST
Glu106 " N N N ; H-~ N N H
; ! /
o— THe-o
, H g H/ o\
H \ ‘ ’
H
* N N\
\ H
H Thr199
Thr199
o
LN N v o
° H-_ . /0 o -H H\ /
oM " Teon ° o
| H ‘ N
o o +— / \ _.--0
H \ H—O0 Zn++3]
Zni+3] . ? RARN
* RO H | o N
N N Glu106 \ N A H
Glu106 NN H N
H B AN
AN n 0- H—Q
o-- N / A
s H—o H
H \ H
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Urea, CO, e NH;

2ATP  2ADP + Pi Carbamilfosfato
°\
€O, + NH, Mo
Carbamil-fosfato o=/ NH,
sintasi o
EC6.3.4.16 o

Ciclo dell'Urea
Ca2* = Ca?* + CO,2 Anidrasi

Carbonica
ﬁ EC4.2.1.1

Q

)k Ureasi

N NH

B ,

Urea EC3.515 y (o, +2NH, ———P NH,
H,CO, A

H,0 . - 7
HCO,” ==——P HCO, *" Anidrasi HCO; —=—P HCO;' —p NH,* % —>

caco,

AN T TS
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Urea ed ammonica
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H R Peso Molecolare

Ureasi EC 3.5.1.15 i (ea)
Helicobacter pylori 600

" o~ Helicobacter pylori 484

Organlsmo Subunita Helicobacter mustelae 484
Ureaplasma urealyticun ? Helicobacter _ 484
Helicobacter felis 484

Gchine maXx ? Glycine max 480
H : 2 Staphylococcus 420
Brevibacterium - Staphylococcus xylosus 410
Canavalia ensiformis ? Ureaplasma urealyticum 380
X - Lactobacillus animalis 350
Helicobacter pylori ? Glycine max 380
Mycobacterium ? Arthrobacter oxydans 242
- Spirulina_maxima 232
Klebsiella aerogenes 10 Bacillus pasteuri 230
Morus alba 2 Klebsiella .aerogenes 224

illus fer u

St hvl 12 Lactobacillus fermentum 220
apnylococcus Lactobacillus reuteri 220

f Brevibacterium 215

Ur?a plla sma u_rea |ytICUI’T 6 Streptococcus mitior 200
Spirulina maxima 6 Methylophilus 190
. Rhodobacter capsulatus 185
MEthybph”us 6 Mycobacterium 185
Helicobacter pylori 6 ;hodoba}ster capsulatus igg

- X orus alba
bacterium strain SL100 6 Lactobacillus ruminis 150
Ureaplasma urealyticun 5 Streptococcus salivarius 140
- — Bos taurus 135
Bacillus pasteurii 4 Bos taurus 130
Brevibacterium 3 Bos taurus 125
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Ureasi EC 3.5.1.15 (1EF2)
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Ureasi EC 3.5.1.15 (1EJW)

Ureasi (EC 3.5.1.15 1EJW)
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Crediti e autorizzazioni all’utilizzo

e Questo materiale & stato assemblato da informazioni raccolte dai seguenti testi di Biochimica:

CHAMPE Pamela , HARVEY Richard , FERRIER Denise R. LE BASI DELLA BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-17030-9] - Zanichelli

NELSON David L. , COX Michael M. I PRINCIPI DI BIOCHIMICA DI LEHNINGER - Zanichelli
GARRETT Reginald H., GRISHAM Charles M. BIOCHIMICA con aspetti molecolari della Biologia
cellulare - Zanichelli

VOET Donald , VOET Judith G , PRATT Charlotte W FONDAMENTI DI BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-06879-8] - Zanichelli

* E dalla consultazione di svariate risorse in rete, tra le quali:

Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes http://www.genome.ad.jp/kegg/
Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de/
Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb/

Rensselaer Polytechnic Institute:
http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/MB1lindex.html

Questo ed altro materiale puo essere reperito a partire da:
http://www.ambra.unibo.it/giorgio.sartor/ oppure da http://www. gsartor.org/

Il materiale di questa presentazione ¢ di libero uso per didattica e ricerca e puo essere usato senza
limitazione, purché venga riconosciuto I'autore usando questa frase:

Materiale ottenuto dal Prof. Giorgio Sartor
Universita di Bologna a Ravenna

Giorgio Sartor - giorgio.sartor@unibo.it
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