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Ciclo dell’azoto

AEROBIOSI

Assimilazione del nitrato
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Metabolismo dell’azoto

e |L'azoto € presente nei composti organici in
forma ridotta (-3). K
Ny
H \H

¢ Nell'ambiente I'azoto € presente in forma

ossidata (0 e +5)
N=N Osp O
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Metabolismo dell’azoto

Le specie ossidate vengono convertite
nella specie ridotta da due diversi
processi:

- Assimilazione del nitrato (avviene negli
eucarioti fototrofi, piante verdi)

Oy O +8e H
[\

+
6 HGH

- Fissazione dell’azoto (avviene nei procarioti
sia autonomi che simbionti di eucarioti)
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Assimilazione del nitrato

Nelle piante verdi (eucarioti) I'assimilazione

del nitrato avviene in due successivi passaggi:

0" 0"
_No_ + 2H* + 2e- > N +H0
e} Nitrato reduttasi ~0
Respiratoria - EC 1.7.99.4
NADH - EC 1.7.1.1
NAD(P)H - EC 1.7.1.2
NADPH - EC 1.7.1.3
Ferredossina - EC 1.7.7.2
Cytc-EC1.9.6.1
0" H
Ny~ T 8H* + 6e H/Nj + 2H,0
0 Nitrito reduttasi ' H
NAD(P)H - EC 1.7.1.4
Ferredossina - EC 1.7.7.1
Cytc- EC1.7.2.2

)
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Nitrato reduttasi

e La nitrato reduttasi citosolica trasferisce due
elettroni dal NADH al nitrato.

e Contiene come cofattori:
- FAD o ﬁ' \ //O
H N | /M%
- Cofattore molibdeno =———) N | 0
- Citocromo bs,, HZN)\\N N
|
H
Q" Q"
+ 2H* + 2e > + H,0
O//N\\O / \ N\\O 2
2NADH 2NAD+
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Nitrato reduttasi
1 ’ :.(.
. S'_-" Cofattore molibdeno
Dominio catalitico
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Nitrato reduttasi

e La nitrato reduttasi citosolica trasferisce due
elettroni dal NADH al nitrato.

¢ La catena di trasferimento elettronico:

@ o

2Cyt b, {
NADH X 0 X FADH, X (Fe+++) X MO“X oo
o-
NAD+ H\ FAD 2Cyt b577 M 7
—0 "o

6
(Fe+) oo
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Nitrito reduttasi
@ H
Ne. + 8H* + 6e- > LN+ 2H0

~0 Nitrito reduttasi H H
NAD(P)H - EC 1.7.1.4
Ferredossina - EC 1.7.7.1
Cytc- EC1.7.2.2
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Nitrito reduttasi EC 1.7.1.4

- . O\N//O
e La nitrito reduttasi O 0 R
presente nei cloroplasti \i : S
agisce attraverso la oG e
g ) A N Y

ferredossina ridotta
dalla fotosintesi,

¢ Il trasferimento di
elettroni coinvolge un
gruppo siroeme nel

quale il ferro complessa 0o o
lo ione nitrito che viene 4, %
ridotto a ione

a m m O n | 0 . Ferredossina Fe,S,
(Fet+) (Fe+)
(oo
Ferredossina Fe,S H*NﬁL
(Fer) (Fer) g H
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -13 -
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Fissazione dell’azoto
e Avviene nei procarioti che possono
essere sia simbionti di piante superiori
che avere vita autonoma
e Requisiti essenziali per la fissazione
dell’azoto:
- Un riducente
e ferredossina, EC 1.18.6.1
¢ flavodossina, EC 1.19.6.1
- ATP
- Anaerobiosi
- Meccanismi di regolazione
14
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi

e Il complesso enzimatico della nitrogenasi &

composta di due proteine entrambe richieste
per |'attivita:

- La nitrogenasi reduttasi e

- La nitrogenasi

e La nitrogenasi reduttasi € una proteina 4Fe-4S

che, legando due molecole di ATP e una
ferredossina, genera un elettrone che viene
trasferito alla nitrogenasi.

e La nitrogenasi, catalizza la reazione:

NEN — 2 Nt

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi

e La nitrogenasi riduce I'azoto a ione ammonio attraverso
tre riduzioni successive nella quale utilizza due elettroni
per volta.

e La riduzione avviene come:
N, + 2e- + 2H* - NH=NH + 2e" + 2H*

- NH,-NH, + 2e- + 2H* - 2NH,* + H,
e La riduzione porta alla formazione di H,.

e Lo stesso enzima porta alla produzione di etilene (e
etano) da acetilene, di azoto e ammonio da azide e
metano e ammonio dal cianuro. In assenza di un
substrato disponibile si ha la lenta produzione di H,

¢ La ferredossina pud essere rimpiazzata dalla flavodossina
(EC 1.19.6.1).

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi

e Richiede la presenza di Mg*+*
e Richiede ATP nonostante che la reazione:
N, + 8e + 10H* - 2NH,*+ H,

e sia termodinamicamente favorita, (AG << 0), &
invece elevata I'energia di attivazione (AG* > 0)

¢ Il sistema e fortemente inibito dall’'O,, ma
richiede ATP, formato da O,,

e gli organismi simbionti che usano la nitrogenasi
operano al limite tra il poco ossigeno per evitare
I'inibizione e I'ossigeno necessario a formare
ATP, sfruttando I'emoglobina dell’ospite.

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -17 -
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi
e Nitrogenasi reduttasi: un enzima che opera in
anaerobiosi (sensibile all O,), peso molecolare 60KD,
contiene un centro Fe,S,.
NADH
piruvato
hu
Ferredossina Nitrogenasi
(Fe+++) reduttasi
(Fe*+)
Ferredossina Nitrogenasi o
(Fet+) reduttasi
(Fe+++)
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -18 -
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi
e Nitrogenasi EC 1.18.6.1 : un enzima Ferro-Molibdeno
Acido 3-idrossi-3-carbossi adipico
2H* + 2e°
L e N=N
H
Ze-lzw
H /H 4e- H == 2H* .
N=N  — 2 H’:N — 2 H=N-H +H,
H H o 2n+ H H
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -19 -
19
Nitrogenasi
Fet+
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Analogo

Nitrogenasi

) Acido 3-idrossi-3-carbossi adipico
Metabolismo dell'azoto
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Asp125,

—0
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Nitrogenasi

w, ® Il legame dell’/ATP e la
sua l'idrolisi interrompe il
ponte salino tra Asp125 e
Lys15.

e Il ponte salino impedisce
il passaggio di elettroni
dal centro FeS della
nitrogenasi-reduttasi al
centro FeMo della
nitrogenasi.

e Si abbassa quindi il
potenziale per la
riduzione dei metalli nel
centro FeMo
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Regolazione della nitrogenasi

¢ I geni per la nitrogenasi e la nitrogenasi
reduttasi fanno parte di un complesso
genico chiamato regulone nif.

¢ Il regulone nif comprende:

- i geni strutturali per il complesso della
nitrogenasi,

- i geni per il complesso FeMo,

- i geni che controllano le proteine implicate
nel trasporto di elettroni,

- diversi geni regolatori.

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -23-
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Regolazione della nitrogenasi

e La nitrogenasi € sottoposta a una
regolazione molto rigorosa.

— La fissazione dell'azoto ¢ inibita da 0,

- dalla presenza di azoto combinato, NH;, NO5
e alcuni aminoacidi.

e La regolazione avviene soprattutto a
livello della trascrizione:

- La trascrizione dei geni nif strutturali &
e attivata dalla proteina NifA (regolazione positiva)

e repressa dalla proteina NifL, (regolazione
negativa)

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -24 -
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Regolazione della nitrogenasi

e Il sistema della nitrogenasi € regolato sia a livello
dell’attivita enzimatica (feedback negativo da prodotto)
che a livello dell’espressione genica della nitrogenasi:

Espressione di
nif

|
@

Nitrogenasi H

N==N + 10H* + 8e- ﬁ» /N\iH +H,
H

16 ATP 16 Pi + 16 ADP

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto
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Nitrogenasi reduttasi

¢ Il sistema della nitrogenasi € regolato anche a livello
della reduttasi attraverso la formazione di un derivato

ADP-ribosilato:

° Nicotinamide °

Nitrogenafsi NH2 Nitrogenasi
reduttasi X Yo reduttasi
ATTIVA I P INATTIVA

N
NAD* NAD+*-dinitrogeno-
H reduttasi ADP-D-ribosil iy
N transferasi
EC 2.4.2.37 0]
o
Argtot Arg NH
NH
HN= ADP-ribosil-[dinitrogeno HN NH
NH, N reduttasi] idrolasi H,0
HNn— N EC 3.2.2.24 o OH
- O_ .OH NS
N%/N"j z Gruppo [~ NN OH
ADP-ribosile| AN »
HO OH N
H,N
ADP-ribosio
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AMMONIO

NH; + H* - NH,*

27
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Destino di NH,*

i
e
Carbamilfosfato H hH
sintasi I
EC 6.3.4.16
2ATP + HCOs-
. (0] o~
2ADP + Pi + 2H*
Ko o
Gl ©
deidurtsg:nt:si a-chetoglutarato
H EC1.4.1.2 NADH
H-\N EC1.4.1.3 NAD(P)H
V0,0 EC 1.4.1.4 NADPH
¢ o (GDH)
© H,0 NAD*
Carbamilfosfato . NAD(P)* Glutamina
NADP+ sintasi
- EC6.3.1.2
2 Q (GS) ATP
—OW%O
+ \
H”Nh\H
Glutamato
(o] [0}

Glutamina

Metabolismo dell'azoto

» ADP + Pi

-28 -

28

(c) gsartor.org 2001-2020

26/05/2020

14



Metabolismo dell'Azoto

sintasi I

Carbamilfosfato

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

Carbamilfosfato H” h

2ADP + Pi + 2H*

Tre enzimi

2ATP + HCO,-

lo]
O
7,

~0 [0}

Glutamat
deidroge a-chetoglutarato

EC 1.4. NADH

EC 1.4.1 NAD(P)H

EC1.4.1 NADPH

(GDH)
H,0 < NAD+
NAD(P)* Glutamin

NADP+

o] (0] P
e [0}
+
woH
H » ADP + Pi
Glutamato _
0] o
HfNWO
I
H +
H’%IH
Glutamina

Metabolismo dell'azoto
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Carbamilfosfato sintasi I (EC 6.3.4.16)
w
Carbamilfosfato H/’\{H\H
sintasi I
EC6.3.4.16
2ATP + HCO;-
2ADP + Pi + 2H*
e Catalizza una delle tappe del ciclo
,H dell’'urea
; N%O\P//o - Una molecola di ATP attiva il bicarbonato
° 6° - Una molecola di ATP fosforila il
Carbamilfosfato carbammato H,N
o
(0]
¢ N-acetilglutamato € un attivatore
allosterico essenziale o o
(¢) (el
0 H
CH,

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -30-
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Carbamilfosfato sintasi I (EC 6.3.4.16)

ADP

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -31-
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Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

 E un esamero

—
¢ Tre diversi enzimi che / \
0

usano NADH o

. Q" Ciclo di
NADPH o uno dei KOWO Krebs
due. Glutamato ©

deidrogenasi a-chetoglutarato Acetil-CoA

e EC1.4.1.2 - NADH EC1.4.1.2 NADH
« EC1.4.1.3 - NAD(P)H Ecrans | NADRS S
+ EC1.4.1.4 . NADPH (iD:’J\ o
e Pud operare sia nella v
via biosintetica che o 0"
degradativa. ’OWO
NADPH NADP* H/N‘H\H

e Nel secondo caso ¢ attivata
allostericamente da ADP e inibita da
NADH NAD* GTP.

GTP g °ADP

a-chetoglutarato Glutamato

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -32-
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Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -33-
Destino di NH,*
H
L+
) HN~H
Carbamilfosfato H
sintasi I
EC 6.3.4.16
2ATP + HCO;-
' o] o~
2ADP + Pi + 2H* §
/‘O (0]
Glut: t ©
dei;rs;neie?si a-chetoglutarato
H EC1.4.1.2 NADH
H—N EC1.4.1.3 NAD(P)H
0 ° EC 1.4.1.4 NADPH
J 7~o" (GDH)
H,0 ,J NAD*
Carbamilfosfato . NAD(P)* Glutamina
NADP+ sintasi
o EC6.3.1.2
(GS) ATP
,OWO
Ny \
HY
H \. ADP + Pi
Glutamato B
(o} [0}
oo
¥
H H”NH\H
Glutamina
-34 -
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Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)
e Dodecamero
e Meccanismo:
H
| H_ s H
H/I\\IHiH P — I-FN
[¢]
N o I o h
© atp ADP o/P\SQ' Pi Ny
H E+ A_é, |i| J‘ III
~ +
g H LA N
o n- 0"
(¢] g o
Glutamato Glutamina
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -35-
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Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)
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Correlazione e competizione tra GDH e GS

H
|

e La K, perloione i
ammonio & diversa:
GDH
K., (GDH) > K, (GS)
 la conseguenza & che P ¢
ci si trova in carenza fowo
di glutamato che Sluamato | a-cheoglutarate S
viene consumato pil a2 NABCH
H H 4.1, NADPH
in fretta di quanto la e
GDH riesca a H,0 NAD+
NAD(P)* i
produrio. wor S
V' R . d o o~ EC(6.3.)1.2 ATP
GS
e Vieun sistema di ,OWO -
ripristino del A \\
glutamato a spese Glutamate ADP + Pi

dell’a-chetoglutarato 0 0
e della glutamina. H/g)b\ﬁo
H” ;_'\H
Glutamina
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -37-
37
GOGAT
e L'enzima coinvolto & "
la Glutamato N
OssoGlutarato Amino
Transferasi (GOGAT).
e Gli equivalenti DY
riducenti sono diversi: KOWO
o NADH nel lievito o
. . NAD(P)H
 NADPH nei batteri Ferredossina
. ridotta
¢ Ferredossina nelle
piante. Riducente  Glutamina
ossidato sintasi
o o- EC6.3.1.2
Glutamato Ossoglutarato 2- (GS) ATP
Amino Transferasi o o ﬁ
EC1.4.7.1 N
(GOGAT) H/N‘QH \“ ADP + Pi
Glutamato
[0} o~
H H/N\H:H
Glutamina
Metabolismo dell'azoto -38-
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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 e estremamente regolata:

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

- In modo covalente,
- Attraverso la regolazione genica.

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

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

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto
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Regolazione allosterica della GS

o Glutamato

H
Glicina H%o— W Carbamilfosfato
; -0 0 o o
Alanina Hcﬁio\ NH1/ H;N)J\/’\Eo,
I \ ° B
(=) I
o] / °
Serina Ho/\Hko' (=]
NH3

Istidina 2
N. -
¢ ] °
N NH,
/
H

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

= NH,
Cr
Triptofano o B Z]/
o
/1
N NH3
/ o
H
H,N
H,N
Glutamina Glucosamina-6-fosfato
Metabolismo dell'azoto -41 -
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Regolazione covalente della GS

Ognuna delle dodici subunita della glutamina sintasi pud
essere adenilata in Tyrsg,

La GS adenilata & pil sensibile all'inibizione cumulativa e al
feeback.

e E un meccanismo finemente regolato, non on-off.
O\P//o
Tyrsy, ) /\o fN NH,
5 12 ATP . °7 N\/)\(
“H 12 PPi N
: “OH
OH
L — 12
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -42 -
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- Il complesso 12 ATP
adenililtransferasi, un
tetramero di 11kD che viene
regolato covalentemente
attraverso il legame con il
gruppo uridile:

‘uridiltransferasi che
catalizza la formazione di
Uridil-Pyp

e Lo stato di P;; controlla la

direzione in cui
I'adenilitransferasi agisce.

- L

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

Regolazione covalente della GS

e Nella regolazione covalente
sono coinvolti due enzimi:

a-KG GIn

12 PPi

Adenilil
transferasi:Py,

c Gin
GS ATTIVA Uridil .
Tyrsg, deadenilata transferasi
a-KG Gin @)

GS meno ATTIV/
Tyr3g,-O-AMP

Pua — Uridil-Pyp

Adenilil
transferasi:uridil-Py,

e

12 Pi
e L'adenililtransferasi (nelle due 12 ADP GIn a-KG
forme) e l'uridiltransferasi
sono regolate in modo
allosterico da a-
chetoglutarato e glutamina.
Metabolismo dell'azoto -43 -
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Regolazione genica della GS

Il gene che codifica per GS (GInA) ¢ attivato solo se uno
specifico attivatore della trascrizione NR; e fosforilato
(NR-PO5™)

ATP NR, Pi
NRy; NR,~P,;,
ADP NR;-PO;- H,0
Glutamina
GluA sintasi
Metabolismo dell'azoto -44 -
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Biosintesi degli aminoacidi

e Non tutti gli organismi viventi riescono a
sintetizzare gli aminoacidi a partire dallo ione
NH,*:

e Piante, batteri e lieviti:

NO5; - NH,* - glutamato - Aminoacidi
¢ Nei mammiferi:

e Aminoacidi essenziali:
- Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val.

e Aminoacidi non essenziali:
- Ala, Asp, Asn, Cys, Glu, GIn, Gly, Pro, Ser, Tyr.

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -45-
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Biosintesi degli aminoacidi

¢ Gli aminoacidi vengono, nella maggior parte dei
casi, sintetizzati a partire dall’‘a-chetoacido
corrispondente attraverso una specifica
aminotransferasi (transaminasi):

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

e Le transaminasi trasferiscono un gruppo aminico
da un AA ad un a-chetoacido

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -46 -
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Transaminazione

Le reazione di transaminazione usano come coenzima il
piridossal fosfato.

Il piridossal fosfato forma una base di Shiff con un
residuo di Lys della transaminasi

H
H 0 \ ,H
= N—p
(¢}
OH ‘p‘. OH
N O~ -0 N
| 0 |
w* CH, w* CH,
H H
Piridossina Piridossal Piridossamina
(Vit Bg) fosfato fosfato
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N* T CH; N TCHs
i H
H/ i
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0 H
I oH H N
o~ —_— 0
07\ 0 A I
0 | ,; \ Lo OH
P 07y 20 =
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H,0 ;
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a-chetoacido,
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Meccanismo della transaminazione

o Ho N NH, NH,
'o/u\o S H 0 R 7
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H " o
0 I oH
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I'enzima HN O o I I'aminoacido
Nt T CHS ’\“ CH3
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a-chetoacido,
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R
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Meccanismo deIIa transaminazione
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)
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AA, i

PLP-enzima
\& PLP legato

alla Lys

Chetimina 2
aldimina || | _— u
: |
H

Meccanismo deIIa transaminazione

gﬁ% 08

N

=

B Chetimina
1o !
2% i
Aminoacido, ﬂr(h&naado,
AA, B }_{, aKA,;
rat!
i PLP legato allo
i ione ammonio .
e iridossamina
[ i
\ o
a-chetoacido,

aKA,

H
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o o /- a- chetr_:glutarato deidrenae 1
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Biosintesi degli aminoacidi

e Gli aminoacidi possono essere raggruppati in base agli
intermedi dai quali provengono:

- Famiglia dell’a-ketoglutarato:
e Glu, GIn, Pro, Arg, Lys.

Famiglia dell’aspartato:
e Asp, Asn, Met, Thr, Ile, Lys.

Famiglia del fosfoenolpiruvato e dell’eritrosio-4-fosfato:
e Tyr, Phe, Trp

Famiglia del piruvato:
e Ala, Val, Leu

Famiglia del 3-fosfoglicerato:
e Ser, Gly, Cys

Dal fosforibosilpirofosfato:
e His
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Degradazione degli aminoacidi

e A differenza degli acidi e grassi e dei glucidi gli
aminoacidi in eccesso non possono né essere
immagazzinati in macromolecole di deposito
né essere escreti come tali, vengono quindi

demoliti. Proteine
lProteoIisi
Aminoacidi
. —- ™
Catena Liasi NH,*
. (deaminasi)
ycarbonlosa ! :>. Urea
e Acetil-CoA e NH;
¢ Acetoacetil- o ] o Altri
CoA AC|d|_graSS| o composti
e Piruvato Corpi chetonici azotati
e Intermedi ciclo Glucoso semplici
di Krebs
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Proteolisi

¢ Idrolisi del legame peptidico
- Nell'intestino dell'uomo sono presenti
diverse proteasi secrete da diversi organi
digestivi:
¢ Dallo stomaco: pepsina
¢ Dal pancreas: chimotripsina e tripsina

¢ Dall’intestino tenue: peptidasi intestinali (leucina
aminopeptidasi.

-55-
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[ PROTEIN DIGESTION AND ABSORPTION
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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

...mAA-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.
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Chimotripsina e tripsina

Chimotripsinogeno Tripsinogeno
14— Enterochinasi

/‘ Tripsina + peptide 6 AA N-terminale

Chimotripsina + 2 peptidi

|

Trp
Arg Tyr
Lys Phe
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Peptidasi intestinali

Procarbossipeptidasi A e B

|

Carbossipeptidasi Leucina aminopetidasi
A B
Lys
B Ar - L H
TI (0] g T 0 eu |
N N
u S S AN
H R
o H R Q Y 0
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Ossidazione degli aminoacidi
e La degradazione degli Ala
aminoacidi e un processo v
complesso che coinvolge Thr Leu
un numero molto grande ™~ Thr
di intermedi: "'"‘"a‘°
¢ Catena Carboniosa Gucoso Ace“' m% Aceweta\m
4\ Leu
. Lys
° Azoto ammornaca'e: 2::—» OSSalacetato Cltrato ?‘1’?
- Urea
- NH3 $§Z’>Fumarato KREBS Isomtrato
Tyr
\ ) . co,
e Azoto basi azotate: pe iR a 20" arq
. . e Gin
- Acido urico Vai ‘\(—/ o
- Urea o, His
- NH3
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Azoto

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

AA, + a-chetoacido, - a-chetoacido, + AA,
e Oppure attraverso le deaminasi:

AA - a-chetoacido + NH;
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o Transaminazione
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Ossalacetato

H3C

42:0 Piruvato
o=

. o]
Hs H

3C
CHs
o a-chetoisocaproato
0=
o
OH
p-idrossifenilpiruvato
O
o
o
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Transaminazione

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

e Il piridossal fosfato forma una base di Shiff con un
residuo di Lys della transaminasi (EC 2.6.1.X, uno per
ognhi aminoacido).

H
H. O %
OH P N
o T i ™
OH _ p OH p OH
HO N o) N (e 0] N
| o | o |
* CH, | * CH;, | * CH,
Piridossina Piridossal Piridossamina fosfato
(Vit Bg) fosfato (PMP)
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o) H .
i on
’O/(\),O ‘ ~
V}l' CH
H

Base di Shiff con
I'enzima
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H
NH,
H,
o]
_ AP
o o ‘

i
OH AP, OH
Base di Shiff con 0/(\),0 ‘ ‘
I'aminoacido
CH3

Meccanismo della transaminazione

N
oH —_— I H
i OH
oo X
CHy o ¥ o I
M H,0 N> CH
R o ,.‘|

a-chetoacido,
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Meccanismo della transaminazione
—_—

\
H
" \& Chetimina
| <°-
R27™
H,N O
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0" o,
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Meccanismo della transaminazione
AA, YT’“

Aminoacido, N

% B \& Aldimina
i
PLP-enzima \ o o
\g{ PLP legato A m/ko

H

w alla Lys 1/1[
W [“, Chetimina
ey % !

Aminoacido, a-chetoaci do
AA; - KA1
H,
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I N

|
H
o R2Z.
"~

H
H. N e 0, 0
h I B R2 o
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o ,ﬁ i
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Meccanismo della transaminazione

LyS;sg
o H
I[/ \ Tyras
oO— |\
wH 4O m
H
N">Snh, n8*
2
Tasca
Arg,ee idrofobica
M
a-elica
dipolo

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

H
N

H2N/< Arg
NH

o)
o
o Lys;sg
H NH H M
\<V H> ° 1" NH
Arg 0 H H
/] ! Tyrass
- "O

Intermedio
tetraedrico

o0—F o
NH ,O/ 0 H
HA
N NH, 5+ NT CHs
\
H, Tasca
Argyee o idrofobica
(e}
a-elica | & Asp,,,
dipolo

Si lega I’AA, la molecola € tenuta in sede da due Arg che
danno la specificita
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Meccanismo della transaminazione

"
Nﬂ/\
a-chetoacido O o HzNJ\\ Ara
\ M NH
"0 0 LyS,ss

X Tasca
Arg,ee R idrofobica

O
a-elica | & Aspy,;
dipolo

e Siforma l'o-chetoacido e la piridossamina.
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Meccanismo della transaminazione

Asp,,,
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PLP

e Il PLP & un sistema molto
versatile per trasformare R B
aminoacidi: (9] 0

- Il legame C-H (A) e H
reso piu labile nelle 0
transaminasi (A)

- Il legame C-COO- (B) & H N
reso piu labile nelle
decarbossilasi ) // o

-1 !egame C-R (C) é reso O/, ~0 AN SH
pit labile nelle aldolasi 0 |

- Gli enzimi con PLP ¥
catalizzano anche N CH;
reazioni al CB e Cy. |
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Eliminazione dell’azoto (purinico)

|
La formg n_10|eco|are con la quale N,  Ammonio
viene eliminato da un organismo WA
dipende dalla disponibilita di acqua: f
NH,
Ammonio: Ammoniotelici H,N)%o Urea
- Invertebrati acquatici T
Urea: Ureotelici NH'?KOJ:
Acido allantoico
- Pesci, anfibi, bivalvi di acqua dolce o” Voo
H R
Acido allantoico f
H
- i i \
Alcuni teleostei o%NfO M antol
Allantoina b ,‘V)%O antofna
H
— Molluschi, insetti, mammferi (non T "
primati) o9
. . . . . \ /H
Acido Urico: Uricotelici O#Nﬂ Acido urico
- Insetti, vermi, rettili, uccelli, primati. AN
H

Disponibilita di acqua \pumz
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Eliminazione dell’azoto

Marsupiali 5_9

Urea
E . ‘Eﬂh’ Placentati
g, ‘avaniks Acido urico Monotremi
K Ammonio um Pulml\mzti < |
i i Anuri
| Pesci polmonati An! i
Ragn ﬂ % Serpenti
Rettili
S:nlvinnl Isonodl Grinchi Tnsett o,,g“,m., Polmenati l P Sﬁm\ F vestuogin \ -5
Granthl
Pnllzhe[l Ollsﬂhﬂl Pnlmn\naﬁ A}uri Sahm‘andre Taﬂﬂrllillw Serpenll
Coccodrilli
\
e~ vrea
C t
rostacei Gasteropodi po it imonat Celacanto
Aﬂmvﬂﬂl Anellmi i
@ Elasmobranchi pem“ﬂi@:‘
Cefalopodi Ties Lamprede e
z T
B
s
g .
< Molluschi Cordati
Emicordati
Ammonio Vermi piatti
Echinodermi
Metazoo %
ancestrale
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Ciclo dell’'urea

2ATP 28DP+Pi Carbamilfosfato
o

3 Ca"bﬂs"i"rilt'af:ffato ?:’P-OerHI HN)—NH2 cit(r:’:l)ina
EC6.3.4.16 ,,
o'ai;i)"a Ornitina . ::I:p::’ll:r:tll‘l’:
HN trans carbamilasi
o EC 2.1.3.3
Tamonatos T
(ouT)
Arglmnosucclnat ( \
oﬁ)\'/\/m Ormitina Eélgtsa:ls \)5
Urea » (ouT)
H,N
(o] Aspartatoo Wo=
i Arginasi T
EC 3.5.3.1
. Citrulli-AMP
"o 70\)\’/\/n - Q Arglmnosucclnato
Arginina .
Argininosuccinato Oj,)\/\/ \ﬂ: 5
EC IAI:;.Iz.l Argininosuccinato
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H 4
Ciclo dell’urea
2ATP 2ADP + Pi o Carbamilfosfato
Carbasr:'\rilt-af:isfato ’o’ T 2
EC 6.3.4.16
Trasportatore
della citrullina
e La carbamil-fosfato sintasi catalizza la reazione di
formazione di carbamil-fosfato da CO, e NH;.
e Intervengono due molecole di ATP,
e L'enzima deve essere attivato da un effettore allosterico, il
N-Acetilglutamato.
e Questo derivato proviene da acetil-CoA e glutamato
quando la concentrazione dei quest’ultimo ¢ alta, segnale
di un eccesso di aminoacidi liberi.
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Ciclo dell’'urea

H
H '
N Pi
W

ATP ADP ATP ADP
0o -0 - -0
HO % \pQ 4‘ ° NH, A_L, \
: A Y TN
° 1 o <4

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. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -79 -
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H 14
Ciclo dell’'urea
o Carbamilfosfato
9:"P—0YNH} ”:,—NN} Cit(r:’:l)ina
°'(';i':i)": trans carbamilasi °
B EC2.13.3 °
e Il carbamil-fosfato si lega all’ornitina per formare la
citrullina.
e Queste due reazioni avvengono nella matrice mitocondriale
dove l'ornitina & stata trasportata da un trasportatore
specifico
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80
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Ciclo dell’'urea

La citrullina viene
trasportata al di fuori
dalla matrice
mitocondriale da un

trasportatore specifico e,

nel citoplasma, si
combina con |'aspartato
per dare
I'argininosuccinato.

L'enzima responsabile &
I'argininosuccinato
sintasi che catalizza
prima la formazione del
Citrullil-AMP a spese di

o
$-nH. cCitrullina
(IN)

Trasportatore
della citrullina

NH,

Citrullina W
o

(ouT)

H

Argininosuccinat

n
4
sintasi
EC 6.3.4.5 \)5

Aspartatoo ‘: O=',- o
nTo
P NH
Citrullil-AMP

Argininosuccinato
sintasi
EC 6.3.4.5

ATP e quindi il legame j%:

con l'aspartato. w

o NH -

Argininosuccinato
Metabolismo dell'azoto
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Ciclo dell’'urea

e Una liasi (Argininosuccinato liasi) promuove la scissione
dell’arginino succinato in fumarato e arginina.

e l’arginina & anche precursore dell’ossido di azoto (NO).

Y

NH, 0"

- H
0\)\/\/N NH, 0
H Y {:/L o
NH -

Arginina o °

NH, -

o NN

w \n/ °
: "o

Argininosuccinato

Argininosuccinato
liasi
EC4.3.2.1
Metabolismo dell'azoto
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Ciclo dell’'urea

Il fumarato pud venire riciclato ad aspartato attraverso la
formazione di malato e ossalacetato,

queste trasformazioni sono catalizzate da isoenzimi citosolici
di analoghi enzimi del ciclo di Krebs (mitocondriali).

Le transaminasi si occupano poi di convertire I'ossalacetato in
aspartato che viene riutilizzato nella tappa precedente.

Ossalacetato Aspartato

Malato

a-KA
Fumarato

Arglmnosuccmato
EC 4 3 2.1

Metabolismo dell'azoto

MNT

Suce
o
Arainina o
H i
Y o
NH

Argininosuccinato
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Ciclo dell’urea e NO

Ormnitina
(IN)
HoN

Trasportatore
dell'ornitina

NH,

i “" e L’arginina viene infine

e, convertita in ornitina
. (OUT) e Urea da una
- i~  arginasi.

Arginina
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Arginasi
EC3.5.3.

~

sintasi
OW\/”“Z EC6.3.4.5
o

R o
- H sintasi
°\.)\/\/"\'r""’ __/~o EC6.3.4.5
o o

Ciclo dell’'urea

2ATP  2ADP + Pi Citrullina

Carbamilfosfato

o
Carbamil-fosfato 9 pails

y HI
sintasi
EC 6.3.4.1§,
Ornitlnié
o

Ornitina
IN
¢ H)" trans carbamilasi
o EC2.1.33

Citrullina
(ouT)
: H
Wrcportatore Oﬁ)\/\/" °
dell'ornitina o NH, 2P0
ATP
Ornitina PPI
(t:)uT)NMZ Argininosuccinat

Ossalaeetato Aspartato
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Catena carboniosa
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nucleotidi;

Nucleoside + P,

Nucleotidasi

NMP + H,O0 —» Nucleoside + P,

Catabolismo dei nucleotidi purinici

PNP
—» Base + Ribosio-1-P

¢ I nucleotidi provenienti dalla degradazione del mRNA sono
convertiti in nucleosidi da nucleotidasi intracellulari che sono
sotto stretto controllo metabolico per evitare la deplezione di

¢ I nucleosidi sono scissi in base purinica e ribosio-1-P da purina
nucleoside fosforilasi (PNP) ma né I’Adenosina né la
Deossiadenosina sono substrati di PNP, questi due nucleosidi sono
convertiti in Inosina da Adenosina deaminasi,
processata;

e I prodotti di PNP vengono convertiti in Xantina da Guanina
deaminasi e Xantina ossidasi la quale converte anche la
Xantina in Acido Urico.

I'Inosina viene
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9 o
AMP deaminasi N
EC3.5.4.6 HN
3\ 3 N\ HN
G > L N Sy
o> NN HoN SN
o o o N o Hy
‘Fl H0 NH,+ E E ‘Fl
Qg0 9% ° “ogto ° @50 ©
HO R HO oM HO oM HO R
o AMP GMP
R=OH:H  jamp IMP dGMP
H,0 H,0 H,0
Nucleotidasi Nucleotidasi Nucleotldas\ Nucleotidasi
EC3.1.3.5 . EC3.1.3.5 EC3.1.3.5
Adenosina
PO;- deaminasi PO PO,
Adenosina _ EC354.2 . .
T
deossiAdenosina m Inosina Xantosina Guanosina
PO3--_ | Purina Purina PO5--_ | Purina
M0 NHe+ nucleoside nucleoside nucleoside
N fosforilasi fosfonlas\ fosforilasi
HO ¢ o (PNP) (PN (PNP)
\Q,O\ 70 Riboso-1-p EC2.4.2.1 Riboso-1-P EC 2 4 2.1 Riboso-1-P EC2.4.2.1
— g Xantina 9 Guanina Q
N ossidasi deaminasi
Hoon Ay N\> EC1.17.3.2 Y] N\> EC3.5.4.3
KN N / i O)\N N m J\
H NoH
) HO+0; ) N+ HO .
Ipoxantina Xantina Guanina
H,0 + 0,
Xantina
ossidasi
EC 1.17.3.2
H,0,
o
R
HN
J =
oY
Acido Urico
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -92 -

92

(c) gsartor.org 2001-2020

26/05/2020

46



Metabolismo dell'Azoto

Deaminasi
O TR S
J 3 £y ;j
:j\N 'N\> foanas HZN,lN N\>
93
Deaminasi
e Tre deaminasi:
- AMP deaminasi (EC 3.5.4.6),
- Adenosina deaminasi (EC 3.5.4.2) e
— Guanina deaminasi (EC 3.5.4.3).
e Intervengono, a diverso livello, per
produrre xantina.
94
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R = -OH; -H

Nucleotide; deossiNucleotide

AMP deaminasi (EC 3.5.4.6)
Adenosina deaminasi (EC 3.5.4.2)
Guanosina deaminasi (EC 3.5.4.3)

Nucleoside; Nucleotide R N i
R' = H -PO5” . H:0  nH,+
Adenosina; Guanosina o) O
R" = -H; -NH, R'-
HO R HO R
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SCID

¢ Sindrome da ImmunoDeficienza Combinata

- Mancata capacita proliferativa di linfociti B e T a causa
della aumentata sintesi di dATP che inibisce la sintesi dei
deossinucleotidi.

Nucleoside - O/ ~0

Lo P L

HO
# EC 3.5.4.6 \

AMP deaminasi o] 0 0 \

! I I
_P__P
08 o \O/O/P\O

—N
OH —N =
[ —
B HO H
H

N\/N

ADP c dADP dATP
GDP dGDP dGTP
CDP ~—  * dCcDP —  * dCTP
UDP dupP dTTP
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Fermentazione e acidosi

e Il passaggio attraverso la via anaerobica genera
un’acidosi dalla quale gli organismi acquatici che
vivono nella zona intertidale si difendono
utilizzando diversi meccanismi:

- Eliminazione durante I'alta marea

Effetto tampone dei pigmenti respiratori

Conversione in specie meno pericolose (etanolo)

Utilizzo della conchiglia per tamponare

Trasporto in un altro distretto

Conversione di AMP in IMP e NH; che viene usata
per tamponare il pH acido.
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Acidosi

e Minimizzare |'acidificazione utilizzando vie di consumo di H*

¢ A basso O, nel muscolo: N
A

o
o A@W Xk ”%Y

AMP deaminasi N SY% NH
EC 3.5.4.6 S
HO

e AMP e convertito in IMP e NH; il quale & protonato a NH,*
e La concentrazione di IMP puo crescere finoa 5 mM a pH 7
- Aspetto positivo: buon sistema di protezione
- Aspetto negativo: deplezione del pool dell’adenilato

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -99 -

99

5'-nucleotidasi (EC 3.1.3. 5)
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5’-nucleotidasi (EC 3.1.3.5)

e Le 5'-Nucleotidasi appartengono ad una famiglia di metallo
(Zn*+) proteine dinucleari;

e Il passaggio tra la forma aperta (inattiva) e la forma chiusa
(attiva) dell’enzima & dovuto ad una rotazione del dominio
catalitico di 96°;

e |'adenosina lega una specifica tasca nel dominio C-terminale
formando una struttura “stacked” tra la Phe429 e Phe498;

¢ Il dominio N-terminale contiene il centro bimetallico e un
residuo conservato (His117) i quali formano il centro catalitico;

¢ Anche tre residui di Ala (375, 379 e 410) sono coinvolti nel
legame del substrato e probabilmente stabilizzano lo stato di
transizione;

¢ Uno ione metallico coordina anche una molecola d’acqua
posizionata opportunamente per effettuare |'attacco nucleofilo
sull’atomo di fosforo.
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5’-nucleotidasi (EC 3.1.3.5)

1HPU

é J
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5’-nucleotidasi (EC 3.1.3.5)
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5’-nucleotidasi (EC 3.1.3.5)
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Nucleotidasi (EC 3.1.3.5)

Figure 3. Structure of the dimetal center and the coordination sphere.
Only the B-methylene-phosphate group and the a-phosphorus atom of
AMPCP are shown for clarity.

Knoéfel T, Strater N.
Mechanism of hydrolysis of phosphate esters by the dimetal center of 5'-nucleotidase based on crystal structures.
J Mol Biol. 2001 May 25;309(1):239-54.
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Catabolismo delle purine
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Purina nucleoside fosforilasi (EC 2.4.2.1)

Purina nucleoside fosforilasi (PNP) € un enzima chiave nel
meccanismo di riciclo delle basi azotate come alternativa
alla sintesi de-novo delle purine;

Catalizza, in modo reversibile, la fosforolisi dei 2'-
deossiopurina ribonucleosidi a base purinica e 2-
deossiriboso 1-fosfato.

i
OH OH _P=0
HO  “OH HO  “OH
PO  BASE
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Purina nucleoside fosforilasi (EC 2.4.2.1)

1A9T
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Xantina ossidasi (EC 1.17.3.2)
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Xantina ossidasi (EC 1.17.3.2 - EC 1.17.1.4)

L'enzima agisce su diversi substrati purini e aldeidici

Nei mammiferi converte anche il retinolo (all-trans) in acido
retinoico (all-trans) con il substrato legato alla retinoid-binding
protein (RBP);

Negli eucarioti contiene due centri Ferro Zolfo [2Fe-2S], FAD e un
centro molibdeno;

Nei mammiferi & predominante la forma deidrogenasi NAD-
dipendente (EC 1.17.1.4)

Nella purificazione viene convertito nella forma O,-dipendente,
xantina ossidasi (EC 1.17.3.2).

La conversione puo essere innescata dalla ossidazione di gruppi
tiolici di Cys per formare ponte disolfuro, questa reazione puo
essere catalizzata da una tiolo-enzima transidrogenasi (EC
1.8.4.7) che usa glutatione ossidato oppure attraverso una
parziale proteolisi enzimatica che rende irreversibile la
conversione;

La conversione avviene anche in vivo.
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Xantina ossidasi (EC 1.17.3.2)
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Xantina ossidasi (EC 1.17.3.2)

e Il centro catalitico e il centro Mo
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Xantina ossidasi (EC 1.17.3.2)

3AMZ
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Xantina ossidasi e gotta

e Gli umani e gli altri primati eliminano acido urico con le urine ma
la maggior parte dell’azoto viene eliminato come urea;

e Uccelli, rettili e insetti usano I'acido urico come mezzo principale
per |'eliminazione dell’azoto;

e La gotta € una patologia provocata dall’accumulo di urati nelle
articolazioni delle estremita;

e Lallopurinolo, un inibitore della xantina ossidasi, € utilizzato nel

trattamento della gotta.
0]
H{ N
N)ﬁi \>
N
NN
H

Allopurinolo Xantina
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Destino acido urico

e Negli umani e negli altri primati:

- L’acido urico & il prodotto finale del metabolismo delle
basi puriniche e viene escreto con le urine;

- L'azoto amminico proveniente dal metabolismo
aminoacidico viene eliminato come urea.

e Negli uccelli, nei rettili terrestri e in molti insetti
I'acido urico € l'unica via di escrezione dell’azoto
anche quello proveniente dagli aminoacidi e
I'acido urico viene escreto come solido per
mantenere 'acqua;

e La conversione dell’acido urico nei suoi derivati e

funzione della disponibilita di acqua per
I'organismo.
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Ureasi (EC 3.5.1.15)
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Ureasi (EC 3.5.1.15)
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Recupero delle purine

e Una quota delle purine derivate dal metabolismo degli acidi
nucleici viene recuperata per la formazione di nucleotidi
attraverso le fosforibosiltranferasi:

- Adenina fosforibosiltransferasi (EC 2.4.2.7)
- Ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (EC 2.4.2.8)

AMP IMP GMP
PP, \ / PP, \
i Inosina Guanosina
EC 2.4.2.7 Adenosina EC2.4.2.8
oPRPP / \ oPRPP
Adenina Ipoxantina Guanina
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Interconversione delle purine

NH, NH, NH,
N N N N
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o T I ox
NN NN HoN NN NN
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HO  OH HG  OH HO  OH HO  OH
Trasferimento Trasf:,r’.l;mento
NTP dATP ATP NH, 2 GTP dGTP
NDP dADP ~—— ADP GDP —*dGDP
NMP dAMP AMP=—+—IMPy ——» XMP——————>GMP dGMP
. " aPRPP, ‘ﬂ " Il . n
Nucleoside dAdenosina Adenosina — Inosina aPRPP aPRPP Guanosina dGuanosina
BASE Adenina Ipoxantina Guanina
Traut TW. Enzymes of nucleotide metabolism: the significance of subunit size and
polymer size for biological function and regulatory properties. CRC Crit Rev Biochem. 1988;23(2):121-69.
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Interconversione delle purine

e Il turnover degli acidi nucleici (soprattutto mRNA) porta al
rilascio di basi puriniche per formare adenina, guanina e
ipoxantina.

¢ Visto il costo metabolico per la loro sintesi vengono
riutilizzate per risintetizzare i nucleotidi attraverso le
fosforibosil trasferasi (HGPRT):

BASE + aPRPP . NMP + PPi

e L'idrolisi di PPi rende la reazione irreversibile

e L'assenza, o la sintesi ridotta, di HGPRT € causa della
sindrome di Lesch-Nyhan nella quale la sintesi di purine &
circa 200 volte maggiore e la concentrazione di acido urico
nel sangue ¢ elevata

¢ Questo aumento & dovuto all’attivazione allosterica da
oPRPP della biosintesi de-novo delle purine.
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Patologie legate al metabolismo purinico

e Xantinuria

e Sindrome di Lesch-Nyhan

¢ Adenina fosforibosiltransferasi deficienza

e Superattivita Fosforibosilpirofosfato sintetasi I
¢ Adenilosuccinato liasi deficienza

e Sindrome da deplezione di DNA Mitocondriale (MDS)
¢ Distrofia dei Coni e dei Bastoncelli

¢ Sindrome di Desbuquois

e Anemia

¢ Calcificazione delle articolazioni e delle arterie
e Sindrome di Arts

e AICA-ribosiduria

e Calcificazione arteriale infantile generalizzata
e Piruvato chinasi (PK) deficienza

e Oftalmoplegia progressiva estrena
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CATADbolismo delle
pirimidine

0 NH, (o)
HN | NZ | HN | CHs
A A, A
Uracile Citosina Timina
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Catabolismo delle pirimidine

e Catabolismo riduttivo
- NADH + H* - NAD*
— Animali, pianti e alcuni batteri.

e Catabolismo ossidativo
— Accettore ossidato — Accettore ridotto
— Esclusivamente batterico.

e Rut (Pyrimidine utilization) pathway
—in Escherichia coli K-12

—usa le pirimidine come unica sorgente di
azoto (NH3).
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Catabolismo delle pirimidine

i)
ey

5
i
T
RNA g ¢
:
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ri743) (121
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3
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Catabolismo riduttivo delle pirimidine

1311
o« ‘oq—igszzi—ro—mslﬂ—ro— & p-Alanine metsbolisra
1313 Klanios

Uraell L2222 I pygpsironmacil

pmmhe
[11799.4] .—m—b (35195} <@ Malonate

3-Oxo-3-ureido-
propanoate

4

@ Urea

Utreidoac:
ryia 351 110

Carbamate Ivalonate-
sexualdehyde vais
\{uap%l—bl—{asmc O—{ RuC_}—#O—{ RuD |—#»0— >0

(B3 Uiyt (B3 Permy ™ Aminoacryt RitE 3 Hylozy
5-Iethylharbiturate
L1794 —»O%—{ 3521 |-»@
IMethylmalonate
1311 3-Ureidoisobutyrate Ve, 1 ol
o e B T
Thymine ﬂ«.ymm lsobuhnoate
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Catabolismo riduttivo delle pirimidine
UMP CMP/dCMP dTMP
N H, [o]
Jj )j HNchm
Uracile Citosina | L
Timina

2\ A 0P

H

l [6) l

[o]
+ CO,+ NH3* ~+ CO,+ NH;*
HZN/\)J\o‘ 2 y HzN/\)LO 2 y
B-Ala 3-amino-isobutanoato
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HN ‘

(o) N
H

Catabolismo riduttivo delle pirimidine

3-Ureidopropionato; R = H

NADH + H* 3-Ureidoisobutirrato; R = CH3;
NAD* o]
R
" K et HaN HWO‘
EE—

EC 1.3.1.1 )\ \ﬂ/

Pirimidina EC 3.5.2.2 (o] (e]

reduttasi Diidodropirimidinasi

Uracile; R = H
Timina; R = CH;

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

5,6- diidrouracile; R = H
5,6~ diidrotimina; R = CH;

EC3.5.1.6
B-ureidopropionasi

B-Alanina; R = H
3-Aminoisobutirrato; R = CH;
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-131-
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1311

Catabolismo ossidativo delle pirimidine

it o et EFTTI SO S sy
Unracil | 13.1.2 Alanine

Dihydrouracil W‘DPJDMU&
[11799.4] o—@—» (35195} <@ Malonate
3-Ox0-3- gmldn—
FRPee @ Urea
Ureidoacrylate
9

Carbaraate Malonate-
sexualdehyte 00
L9451 351110 O—{ RuC_-»O— RuD |#»0— ———>o
3P oE | 3 Hyroxy-
(Z)3Umzdnacz;daee (Z)- eme Arminoacrylate mﬁyglr&hy
5 Msthylbarbiturate
11799.4—»O%—{ 3521 |-»@

13.1.1

G-
o%

Methylmalonate

3-Ureidoisobutyrate

1312

Thyroine
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)5/ EC 1.17.99.4

Uracile;
Timina; R = -CH;
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Catabolismo ossidativo delle pirimidine

3-0Osso-3-ureidopropanoato; R = - H
3 Osso-3-ureidoisobitirrato; R = - CH;

(¢} (0] (0]
HOMNAN H,
EC 35.2.1 r - H

Uracile-timina Barbiturasi

ossidasi

R =-H Barbiturato; R = -H H,0 EC3.5.1.95

2 N-malonilurea

idrolasi

5-metilbarbiturato; R = -CH;

o o0 0
HOMOH HZNLN Ho
R Urea

Malonato; R = -H
Metilmalonato; R = -CH3
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Barbiturasi (EC 3.5.2.1)

Omotetramero;
Contiene uno ione zinco;
Ha come substrato specifico il barbiturato;

Catalizza la reazione di apertura dell’anello
ma non la formazione di malonato
(metilmalonato) e urea;

Sembra coinvolto nella regolazione del
metabolismo delle pirimidine con uracile
fosforibosiltransferasi (EC 2.4.2.9);

Coinvolto anche nella degradazione
dell’atrazina.
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Proposed pathway for oxidative pyrimidine metabolism (A) and catabolic pathway for atrazine
degradation (B).

— COOH /—coou
(A) o NH ——p O NH —_— O NH, —— HOOC . NHa
HN—< HN —( HN —(
o

HoN
o o 2

Uracil Barbituric acid Ureidomalonic acid Malonate Urea

Cyanuric acid
amidohydrolase
NHC,H5

N— HN ° HoN °
(B) o —<\_/(N ——>—> 0 =< _‘<NH — _<NH + cop
N HN —(O H,N—‘o

NHC3H7
Atrazine Cyanuric acid Biuret
(keto form)
Soong C et al. J. Biol. Chem. 2002;277:7051-7058 a
92002 by American Society for Biochemistry and Molecular Biology JACJ
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Degradazione dell’atrazina

Hydroxyatrazine N- Cyanuric scid

o—] 3,5,99.3}—W:o—{ 3599 d—w0—{352.15}—=0

ArB Arc AwD Biuret TzE Urea
TreD

Amazine

35184}—w0o—{3515 =0 coz
I
v

2 4-Dihydroxy-6-(Nethyl)
Deisopropylatiaz ine amino-1,3 5-tiazing

38.1.- |-»0—{3599.-|-»0—{3599 -]
TrzA  Deisopropyl
hydroxyatrazine

O

; - Deisopropyl 2-Chloro-4-hydroxy-6-aming-
Deethylatrazine dvehylamwazine 13 5-tiszine
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Cl

acetone )\
~

N N

HsC N
H,0
idrolasi
EC 3.8.1.-
HCI 1
H,0
Ny

HsC N N NH,

deisoproplidrossiatrazina

)‘\ )\ deisopropilatrazina
Pz
<N N NH,

H deisopropilidrossi
atrazina aminoidrolasi

2,4-diidrossi-8—(N'-etil)amino
—1,3,5—triazina

OH H;C NH, H
)\ H,0 etilamina
N‘ SN XN
AN )\ )\ idrossi

H3C

" Sy
WP

Formazione di acido cianurico

4~(etilamino)-2-idrossi

. H,0 HCI OH -6—(isopropiylamino)
atrazina )\ h -1,3,5-triazina
N7 N CH3 )\
H;C/\N N/ N CH; atrazina cloroidrolasi P )‘\ )\ )\
H H EC 3.8.1.8 H3C N N N CH3
H H
H,0
1720, idrossidecloroatrazina 2
atrazina monossigenasi etilaminoidrolasi otilamina
EC 1.14.15.- EC 3.5.99.3
)‘L Hyc” SNH,
HsC CH; OH
Cl

N-isopropilammelide

N-isopropilammelide
OH isopropilaminoidrolasi
EC 3.5.99.4
H,0
NH,

HsC.
\risopropillminl
CH

3

-1,3,5-triazina
aminoidrolasi

acid cianurico

- EC 3.5.99.-
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Destino dell’acido cianurico
OH H,0 co, H,0 CO, NH;
J\ NH, NH, o
s\ S N
\ > 2
= EC 3.5.2.15 o“ ™S o EC354.84 H,N NH,
HO N OH Acido cianurico Biureto
aminoidrolasi Do :
acid cianurico biureto aminoidrolasi area
H,0
EC 3.5.1.84 H,0
Biureto EC3515
aminoidrolasi Ureasi
NH, (1EF2 1EIW)
2NH,
NH, OH EC 3.5.1.54
. Allofanato
urea—-3—carbossilato )\ /k LoE .
(allofanato) o N \0 aminoidrolasi -
H > Co,
H,0 2NH,
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Rut (Pyrimidine utilization) pathway

13.11

g o P S T S S ey
Uracil | 13.1.2

Dik il
yrirourac pmpmm

O— 3521 F-»0—{35.195}<»® Malonate
3-Oxo-3-wreido-

PptesN @ Urea

Ureidoacrylate
351110
Malonate-
senualdehyde v
1149045 -0—{ 351110 RuC_|—#»O—{ RuD |—#0— —
- 3-Perox & 3-Hydroxy-
(Z}SUmdmcr}ﬂMe (Z) { Aminoscrylate e pjyg;-;wy
5-Methylbabiturate
11794 »0%— 3521 |-»@
IMethylmalonate
1311 3-Ureidoisobutyrate Valie, I -
od = » ucine
ST ros T ro—{ia}—re-—o{ Linit.
Thymine &.m lsohuhmate
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Comparison of Rut pathway products (E. coli K-12) to those of other pyrimidine catabolic

pathways.
A Rut Pathway
o
OB A
HNF43, - Ho~iN©
2.4 e B
OJ\'{‘ > 2NH3 + CO, + 6
H o]
Uracil 3-Hydroxypropionic acid
(Thymine) (2-Methyl-3-hydroxypropionic acid)
B Reductive pathway
.Q  Dihydro- Q  Ureido- 5 o
HN N pyrimidinase 1O propionase o HOTN
—» H:N o e 2
ob\& OJ\N MN NH.
S N TN 5
&ocb-&@
@\“"9@ Dihydroxy Ureido- B-Alanine
uracil propionate (B-Aminoisobutyric acid)
N
o
¥
o} N o
H .
O
Uracil e Oxidative pathway
(Thymine) o
0 JY
HO~ N\
J\ S H;N —> Urea +
Ho O
Barbituric Un.lduma]umc Malonic acid
acid acid (Methylmalonic acid)

Kim K et al. J. Bacteriol. 2010;192:4089-4102

Journal of Bacteriology
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In vitro reactions catalyzed by RutA/F, RutB, and the short-chain dehydrogenase YdfG.

° o
RuA  hHo_,
RutF o— +o—
0
HN N (o) J s
7 LT e R
L) koo 2 o — 5 B
| 2P NADH < H NADH + H 1
°© N N o

N
H N

H
uracil ureidoacrylate ureidoacrylate
peracid
B o
Ho
* HN__, _OH
HND | RuB 3
) off —
N o
o H
ureidoacrylate carbamate aminoacrylate
Spont. Spont
H,0 Ho0
3 2
NHz + CO,
malonic
semialdehyde
C o
HO.
YdIG
NADPH + H

Ho'

malonic
semialdehyde

Kim K et al. J. Bacteriol. 2010;192:4089-4102

3-hydroxypropionic acid

Journal of Bacteriology
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Interconversione delle pirimidine

NH,
o
N7 o

‘ HN CH5
" A

HN
0 .0 0
0802 .0% 0, o 0 o o JJ
PSR R “0.1.03.03.0, O 9 o o 9N
0™ 0" o b . N T0-J}.03.08.0_ 0O
S \ |/ Riduzione A

o) o) o) !
HO H NH; Sk 0" 0" o
\ HO  OH \ O S
Riduzione N)) / HN Ho M
o A
-0-2.02.0%.0. o e -0 9 59 % o N Metilazi
g, g, g, Trasferimento -390 ° etilazione
i NH, 0~ 0 0o
HO OH HO:' Y
NTP dCTP CﬂTP‘— UHTP duTpP dTTP
NDP dCDP «— CDP UDP — > duDP dTDP
NMP dCMP Cl\ﬁP UM dUMP——— dTMP
Nucleoside | dCitidina Citidina—— > Uridina dTimidina
BASE Citosina Uracile Timina
Traut TW. Enzymes of ide ism: the signifi of subunit size and

polymer size for biological function and regulatory properties. CRC Crit Rev Biochem. 1988;23(2):121-69.
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Biosintesi dei

HO H HO W ©
dCDP dubDP
o~ o- o~ o~
b ) 1
g/ =N “oY S0 0 =N
Lo Py T Py
\
R N s . NH
Ho WY wo  HNY
NH,
dADP dGDP

143
e Per mantenere costante il pool di deossinucleotidi trifosfati,
necessari per la formazione del DNA, I'enzima di riferimento
e Ribonucleotide-difosfato reduttasi (EC 1.17.4.1) che
catalizza la reazione redox:
e ¢ 0
_.P\ P R —'P\ P
O/l S0/ ~0 BASE H 0O // 07 ™0
o) o) o / o 0 o /BASE
(0] (0]
H H H H
HO OH HO H
H,O
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Deossiribonucleotidi

e [ substrati sono:

o (‘J’

GDP

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto

*/P\ /P\O _—
R e B O
T T
|
AP~ P o 7/ >™o77"0 =N
R e s e O g ¢

N o~ OH NY

- 145 -
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Deossiribonucleotidi

e I prodotti sono:
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Deossiribonucleotidi

e Per la sintesi del DNA vengono usati i
nucleotidi trifosfati:

o 0_ _ o O ? H
| | | 3
o /7\0/// \0//P ? 0 /7\0// > od E°
; Kr I o
HOS eH °
_ dCTP - - - dTTP
799 P!
N~ (o] =N
o(/)/ o/// o // LQ,N/?);\(NHZ oé/ oé/ o(/)/ LQ‘N?\(O
dATP dGTP i
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Deossiribonucleotidi
e dUTP non & un nucleotide del DNA ma ¢ il
precursore di dTTP

CDP —» dCDP » dCTP
UDP ——» dUDP — —>dUMP —» dTMP —dTTP
ADP —» dADP » dATP
GDP —» dGDP » dGTP
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148
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Deossiribonucleotidi

e Meccanismo:

-

NADPH + H*
iH SH
NADP+
Ribonucleotide- Tioredossina Tioredossina
difosfato reduttasi reduttasi
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Ribonucleotide-difosfato reduttasi (EC 1.17.4.1)

e Meccanismo:

FAD NADPH + H*
G—9
- FADH, NADP+
Ribonucleotide-  Tioredossina Tioredossina
difosfato reduttasi reduttasi
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Ribonucleotide-difosfato reduttasi (EC 1.17.4.1)

ADP GDP

UDP CDP
\ e
C

ADP GDP
UDP CDP

OH
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H+
(2 B Wag
2
Hig ’/l
| OH
NH
o
H H,0 v H R
2 _ %
Daa\F/ 0.0 &
e '
H '
. o’ \o N A0
115
o.
~ //H20 5
F (o] 3 237 Ve
Eod \ E .
H241 *

Via di trasporto di elettroni accoppiata al trasferimento protonico (35 &)
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Trasferimento di e e H*

o
HN. -
a, -
Caso
o-H*  HS
oH HO,
i Y30
N
Y731 o
o
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ACS Publications
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Tioredossina

Tioredossina
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Model for E. coli NrdB and NrdF biosynthesis, maintenance, and regulation.

Biosynthetic pathway

classla: 0,/ 1€
Fe?* delivery class Ib: O,/ 1€ or?

active p2
in vitro: | 1 in vivo: small
HU ' molecule(s)

eSSy st orptanis
! Regulatory
¥ pathway

reductases?

Nrdl:FMNH" (class Ib)
[2Fe2S]"*-YfaE (class la)

Maintenance pathway
met-p2

Cotruvo J A, and Stubbe J PNAS 2008;105:14383-14388

02008 by National Academy of Sciences
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Shanmugam M, Doan PE, Lees NS, Stubbe J, Hoffman BM.
Identification of protonated oxygenic ligands of ribonucleotide reductase intermediate X.
J Am Chem Soc. 2009 Mar 11;131(9):3370-6.
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effector

substrate
B2 peptide
(375)
B2 peptide B2 peptide
(360) (360)
B2 (340) B2 (340)
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Ribonucleotide-difosfato reduttasi (EC 1.17.4.1)
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Regolazione della
biosintesi dei
deossiribonu:leotidi

1 oy
NH, I
oY >0 Y9 ~ B AN/ AP
¢ d L@’q oy °c§/°LC7,N(\N(
iz [o} o \n/
HO H HO H O
dCDP -_— duDP
T 79
-_—
o1 o0 —N 077 o770 =N
é/ ° é/ L@/N/\%\(NHZ (4/ ° é/ L(OJAN/\%\(O
|
§ = N R NH
Ho B no WY
NH,
dADP dGDP

161

Regolazione

e Per mantenere costante il pool di
deossinucleotidi necessari per la
formazione del DNA l'enzima e
estremamente regolato;

e I| meccanismo e allosterico e
coinvolge:

- ATP e dATP come segnali di attivazione
e disattivazione dell’'enzima;

- ATP, dATP, dTTP e dGTP come segnali
per la selezione dei substrati.
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Attivazione mmmm) A

Catalisi

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

Selettivita \
S

Regolazione

Metabolismo dell'azoto

ADP GDP

ATP dATP

/ dGTP dTTP

A 4mmmm ATP dATP

- 163 -
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Siti su ribonucleotide reduttasi
Stato . .
dell’enzima Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
- ATP ] ]
CDP/UDP - dCDP/dUDP -
ON ATP ATP CDP/UDP T GUMP . dTMP . aTTP
ON ATP dTTP GDP/ADP dGDP - dGTP
ON ATP dGTP ADP dADP _ dATP
- dATP ] ) )
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Regolazione

Stato Siti su ribonucleotide reduttasi
R Eventi e prodotti
Il
dell’enzima Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
CDP/UDP - dCDP/dUDP
CDP/UDP ~ dUMP _ dTMP - dTTP
GDP/ADP dGDP - dGTP
ADP dADP - dATP
OFF dATP - - -
165
Regolazione

Siti su ribonucleotide reduttasi
Stato

dell’enzima

Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi

- ATP ] ]

~ dCDP/dUDP -
ON ATP ATP CDP/UDP | \vb . 4TMP - dTTP
ON ATP dTTP GDP/ADP . dGDP - dGTP
ON ATP dGTp ADP ~ dADP -, dATP
OFF dATP -

166
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Regolazione

Stato Siti su ribonucleotide reduttasi
[ Eventi e prodotti
Il

dell’enzima Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -

- dCDP/dUDP - dump
ON ATP dTTP GDP/ADP ., dGDP - dGTP
ON ATP dGTP ADP ., dADP _ dATP
OFF dATP -
167
Regolazione
Siti su ribonucleotide reduttasi
dells’éfltz?ma Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
R dCDP/dUﬁE ~dump
ON ATP dTTP|<————+ - dGDP - dGTP
ON ATP dGTP ADP ~ dADP _ dATP
OFF dATP -
168
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Regolazione
Stato Siti su ribonucleotide reduttasi Eventi e prodotti
dell'enzima Attivazione | Selezione | Catalisi
ON ATP - -
on = e Cop ~ dCDP/dUDP -
~ dump - dTvP - dTTP

- ATP dTTP GDP/ADP - dGDP - dGTP

ON ATP dGTP ADP ~ dADP _ dATP
OFF dATP -
169
Regolazione
Siti su ribonucleotide reduttasi
Stato . .
dell’enzima Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
ON ATP ATP CDP/UDP - dcbp/aupe -
/ . dump ~ dTvpP - ATTP

- ATP dTTP GDP/ADP —eteBF— dGTP
ON ATP IdGTPI: i ., dADP _ dATP

OFF dATP -
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Regolazione
Stato Siti su ribonucleotide reduttasi
L Eventi e prodotti
Il
dell’enzima Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
., dCDP/dUDP -
ON ATP ATP CDP/UDP CdUMP . dTMP . dTTP
ON ATP dTTP GDP/ADP _, dcpp . dGTP
- ATP dGTP ADP - dADP - dATP
OFF dATP -
171
Regolazione
s Siti su ribonucleotide reduttasi
deII’é?ltz?ma Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
~ dCDP/dUDP -
ON ATP ATP CDP/UDP _. dUMP - dTMP - dTTP
ON ATP dTTP GDP/ADP - dcpp . dGTP
- ATP dGTP = ——tbicP=— dATP
OFF IdATPI:

172
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Regolazione

Stat Siti su ribonucleotide reduttasi
deII’e?\z(i)ma Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
ON ATP - -
CDP/UDP - dCDP/dUDP —
ON ATP ATP CDP/UDP CAUMP . dTMP . TR
ON ATP dTTP GDP/ADP dGDP - dGTP
ON ATP dGTP ADP dADP - dATP
- dATP ] ] ]

173
Siti su ribonucleotide reduttasi
Stato : .
dell’enzima Eventi e prodotti
Attivazione Selezione Catalisi
- ATP ) )
~ dCDP/dUDP -
ON ATP ATP CDP/UDP T T ——
ON ATP dTTP GDP/ADP ~ dGDP - dGTP
ON ATP dGTP ADP ~ dADP _ dATP
OFF dATP - - -
174
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SCID

¢ Sindrome da ImmunoDeficienza Combinata

- Mancata capacita proliferativa di linfociti B e T a causa
della aumentata sintesi di dATP che inibisce la sintesi dei
deossinucleotidi.

ﬁ’
Nucleoside -

OH o N/:N NH, chlna5| O
72 ) / \
s NN
HO H ~

EC 3.5.4.6
AMP deaminasi

ADP c dADP dATP
GDP dGDP dGTP
CcbP dCDP dCTP
UDP duDP dTTP

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto - 175 -
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Tioredossina

e Meccanismo:

SH SH SH SH

NDP NADPH + H*
H,O

dND FADH, NADP+

Ribonucleotide- ~ Tioredossina Tioredossina
difosfato reduttasi reduttasi
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Tioredossina

e Proteina redox che contiene il motivo CXXC

EC 1.17.4.1
Ribonucleotide-difosfato reduttasi

NDP dNDP

R« N N 0 R N N 0
’ I Rf " ];Rf
0] " 0 L,
NADPH K

‘R
+
NADP + H+
EC 1.8.1.9
Tioredossina reduttasi

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -177 -
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Tioredossina reduttasi (EC 1.8.1.9)
e Meccanismo:
SH SH S—S
NDP NADPH + H*
S—S SH iH
dNDP™ H,0 - NADP+
Ribonucleotide- ~ Tioredossina Tioredossina
difosfato reduttasi reduttasi
V. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -178 -
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Tioredossina reduttasi (EC 1.8.1.9)

NADP*
NADPH
i NADP*
FAD s s FADH" s——s FAD----s s)
S Se- S BH+

4 |

T

«——2FAD s

S S
- - |
Se SH B Se 54)/“9”4.

s +——= D s
s—Se s~ B ;
Trx< — s
s N/ el

Trx

FAD S

Ridisegnato da:

T.Sandalova, L.Zhong, Y.Lindqvist, A.Holmgren, G.Schneider.

Three-dimensional structure of a mammalian thioredoxin reductase: implications for mechanism and evolution of a selenocysteine-
dependent enzyme.

Proc Natl Acad Sci U S A 98:9533-9538 (2001)

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -179 -

179

Tioredossina reduttasi (EC 1.8.1.9)
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Tioredossina reduttasi (EC 1.8.1.9)

NADPH
E NADP*

FAD s S FADH" s S FAD- - - -5~ s)
S BH+
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dNTP per la replicazione del DNA

e I deossinucletidi difosfati
- Purinici: dADP, dGDP
— Pirimidinici: dUDP, dCDP

e vengono convertiti nei rispettivi
deossinucletidi trifosfati usati per la
replicazione del DNA:
- Purinici: dATP, dGTP
— Pirimidinici: dUTP, dCTP

o II dTTP viene prodotto da dTMP a sua volta
proveniente da dUTP (dCTP).
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dTTP

%,

HO

v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto 183
183
¢ I nucleotidi della timina sono i meno abbondanti, servono
solo per la sintesi del DNA (dTTP)
o- B
0 ; o 7
o ‘ 07~ dcMP g dcT NH,
=P HN =F HN o |
79 | °7 o [ ] o N)) o=~ N))
=F = =P = I g |
(’)o/ So 07N ?o/ So 07N oé/r\o 0PN oé/r‘\o o¢kw
o o .
d o EC 3.6.1.12 d o
dCTP difosfatasi
daue < aut g EC 3.5.4.12
HO HO 4CMP deaminasi $ $
HO HO
EC 3.6.1.23
dUTP pirofosfatasi /(\HZO PRI
o PPi o NH; oH NH2
HN CHs HN f‘ NZ
o o- 0% >0
e e AR
05, © EC21145 =P 07 Dy 05 ~, 07N
7 o Timidilato sintasi /O 7 ™o
& Metilene-THF S S
HO DHF HO HO
dTMP dumMpP dcbpP
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Sintesi di dTTP

e La formazione di dTMP da dUMP
avviene attraverso la metilazione
assistita da >N-19N-metilene-THF

e La sintesi di °N-19N-metilene-THF &
un bersaglio degli inbitori della
duplicazione del DNA attraverso
analoghi del folato (metotrexato) che
analoghi inattivi dei nucleotidi (5-

fluoro-uracile).
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto - 185 -
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°N-Metilene-THF 5N-1°N-Metilene-THF
(Tautomero reattivo)
I-‘| IV H* r‘| r‘i dUMP dTMP
H
H,N. N N, H5N N N H
Y H \( \(
I | \ | WH
N 4 N N N EC 2.1.1.45
II\JI R ‘ N Timidilato sintasi
o} CH> HY (0] LN\
R EC1.5.1.3
Io) EC 2.1.2.1 Diidrofolato reduttasi
Serina
Gly HJ\O- + H,0 idrossimetiltransferasi NADPH + H*
NH,
Q "" "" H NADP*
- H,N N N H
Ser HO/\HkO ’ \(
NH, N‘ ‘ H
N R
|
(o] H
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186

(c) gsartor.org 2001-2020 93



Metabolismo dell'Azoto

Serina idrossimetiltransferasi (EC 2.1.2.1)

Piridossale

Glicina
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Timidilato sintasi (EC 2.1.1.45)

5N-Metilene-THF H
(Tautomero reattwo)

HegoUul -

DHF
OOHQC
oCO CH,
HN
HN \ * o’}’\o YNH
ut H* /k —Enzima
o= s—Enzima

= ||dump HS—Enzima dTmp
0
-
o ° OH ”\o-
INo- ©
[e]
H
H | H
H,N N N H
— N‘ ‘ H
N
o Ly
\
R

5N-1°N-Metilene-THF
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Timidilato sintasi (EC 2.1.1.45)

4IW5
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Timidilato sintasi (EC 2.1.1.45)
Metilene-THF w Y v / “
HZNWH i N --
uco,juz
i)

N S—Enzima

dumMP \;b
o N “oH

-
9 o©

4IW5
v. 3.0 © gsartor 2001-2020 Metabolismo dell'azoto -190 -

190

(c) gsartor.org 2001-2020 95



Metabolismo dell'Azoto

T|m|d|Iato sintasi (EC 2.1.1.45)

Metilene-THF
(Tautomero reattivo)

dUMP o
0,0 “oH
IMo-
o ¢}
4IW5
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T|m|d|Iato sintasi (EC 2.1.1.45)
' l

Metilene-THF
(Tautomero reattivo)

Q
’o\P/o OH
INo-
o (o)
4IW5
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D j\/’l‘

—

— N. N.
s R

v. 3.0 © gsartor 2001-2020

Timidilato sintasi (EC 2.1.1.45)

5N-Metilene-THF
(Tautomero reattivo)

H
N, N H
H H \r
HoOH
HaNo N N HzN\(N N | /j\/ﬂ
N‘ | j\/H § h
N
I ROC

DHF
J ~
0 OH,C j

HN |
— > —P NH
N ﬁ oI~
H )j\ 07" N7 “S—Enzima o $ Zr

= . ~
07" > “s—Enzima HO
o
dUMP o / HS—Enzima dTMP
/ -0 P “oH
- (0] ", P
0/ OH //\0’
I ©
g0

THF
mav N R
TWI T e
NH SR
0

R
5N-1°N-Metilene-THF
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Inibizione

Un inibitore della timidilato sintasi € il 5-fluorouracile:

(|3| 0
I
HN - HN F
)
H
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Timidilato sintasi (EC 2.1.1.45)

5N-Metilene-THF
(Tautomero reattivo)

e g aul *gw \pv

o DHF
oOHc
535 %f
F o=P
\ X 2\ o=P~¢ YNH
Ht Ht S—Enzima o s o
0 N7 “S—Enzima HO
Q
dUMP o / HS—Enzima dTMP
- o) “
: O~p o
[N OH (/)/ o

THF
N, N N th H H
2\( H,N N N
S W G T ]
<
N NH R
0

oy
\

R
5N-1°N-Metilene-THF
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DHF reduttasi (EC 1.5.1.3)

DHF THF

H
HZNYN N mN. N N
| | j\/H T | j\/H
N N N
VNN / N\ NH ~R
(o] (o]

NADPH + H*  nNaDP+

e I| diidrofolato viene ridotto a tetraidrofolato dalla
diidrofolato reduttasi (EC 1.5.1.3).

e DHF reduttasi € un enzima chiave nella sintesi del
DNA e quindi bersaglio di farmaci e altri inibitori
della duplicazione cellulare.
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Inibizione DHFR

e Antagonisti dell’acido folico

H
N.__N
Y ‘ (|:|-|3
Naw N
T Q{ j\/\/L Metopteridina

Y/N\

N

NH2 Q{ j\/\/L Metotrexato

H5N

H5N

z—n

H5N N
2 \(/ ‘
Nx
N
H
NH, Amminopteridina
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n | Dolutockh Tckiboig.

. | edu/dant/s e MBWeb bl /MBlindesxhimt
httpt/ Pt S e 7 =
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