-

.
Strutture a dominio o

La prima struttura di una proteina globulare determinata & quella della mio-
zlobina, che appartiene alla classe delle strutture a dominio «. La struttura
illustrata nella Figura 2.9, detta ripiegamento della globina (globin fold),
costituisce un esempio rappresentativo di una classe di domini « nelle pro-
teine; brevi « eliche, gli elementi costitutivi, sono collegate da regioni loop e
impaccate insieme a produrre un core idrofobo. Le interazioni di impacca-
mento all'interno del core mantengono le eliche unite insieme a formare una
struttura globulare stabile, mentre i residui idrofili alla superficie rendono la
proteina solubile in acqua. In~questo capitolo saranno descritti alcuni dei
tipi di struttura a dominio o presenti in proteine solubili.

Le a eliche sono sufficientemente versatili da produrre molte differenti
classi di strutture. Nelle proteine di membrana, spesso le regioni alloggiate
zll'interno della membrana sono « eliche che presentano in superficie cate-
ne laterali idrofobe idonee a interagire con I'ambiente idrofobo interno alla
membrana. Le proteine di membrana sono descritte nel Capitolo 12. Alfa eli-
che sono frequentemente utilizzate anche per produrre proteine strutturali e
deputate al movimento dotate di proprieta e funzioni differenti. Queste pos-
sono essere tipiche proteine fibrose come la cheratina, presente nella cute,
nei peli e nelle penne degli uccelli, oppure parti dell’apparato molecolare
cellulare come il fibrinogeno o le proteine muscolari miosina e distrofina. Di
tali proteine ad « elica sara trattato nel Capitolo 14.

Le a eliche superavvolte presentano uno schema strutturale costituito
da ripetizioni di sette residui aminoacidici

Nonostante la frequente presenza delle a eliche nelle proteine, un’a elica
isolata presenta una ridotta stabilita in soluzione. Nelle proteine, le « eliche
sono stabilizzate dal reciproco impaccamento mediato dall’interazione delle
catene idrofobe. I1 modo piu semplice di realizzare tale stabilizzazione @
quello di associare due « eliche.

Gia nel 1953, Francis Crick dimostrd che le interazioni tra catene laterali
sono massimizzate quando due « eliche non assumono semplicemente la
forma di due bastoncini diritti ma si avvolgono I'una sull’altra formando una
struttura superavvolta (coiled coil) (Figura 3.1). Tali formazioni sono alla
base della struttura di alcune proteine fibrose di cui sara trattato nel Capito-
lo 14. Nelle proteine fibrose, le strutture superavvolte possono estendersi
per molte centinaia di residui aminoacidici producendo lunghi, flessibili

Figura 3.1 Disegno schematico della
struttura ad elica superavvolta. Due « eliche
sono intrecciate e si avvolgono
progressivamente una attorno all’altra.
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a b C d e f aq
NH, - Met - Lys - Gln - Leu - Glu - Asp - Lys -

Val - Glu - Glu - Leu - Leu - Ser - Lys -

Asn - Tyr - His - Leu - Glu - Ash - Glu -

Val - Ala - Arg - Leu - Lys - Lys - Leu - COOH

(a)

Figura 3.2 Schema della ripetitivita degli aminoacidi in un’a elica superavvolta.

(a) La sequenza aminoacidica del fattore di trascrizione GCN4 mostra uno schema
in cui un residuo di leucina si ripete ogni sette aminoacidi. In ogni sequenza di sette
residui, gli aminoacidi in successione vengono indicati con le lettere «a-g».

(b) Disegno schematico di una ripetizione di sette aminoacidi in una struttura
superavvolta mostrante lo scheletro della catena polipeptidica. Le « eliche della
struttura superavvolta sono leggermente distorte talché il periodo di ripetitivita
dell’elica risulta di 3,5 residui anziché 3,6, come in un'a elica regolare. Percio lungo
ognuna delle eliche superavvolte si verifica una ripetizione precisa di sette residui
ogni due giri. .

dimeri che forniscono lunghezza e flessibilita alle fibre stesse. Strutture
superavvolte molto pin brevi si trovano in alcuni fattori di trascrizione, in
cui promuovono o impediscono la formazione di omo- o eterodimeri, come
risultera evidente nel Capitolo 10.

Crick mostrd come una struttura superavvolta sinistrorsa formata da due
« eliche destrorse riduce il numerao di residui per giro in ognuna delle eliche
costitutive da 3,6 a 3,5, cosicché le modalita delle interazioni tra le catene
laterali delle due eliche vengono a ripetersi ogni sette residui, ciog ogni due
giri di elica.

Cio si riflette nelle sequenze aminoacidiche delle due catene polipeptidi-
che che formano la struttura elicoidale superavvolta; tali sequenze risultano
ripetitive, con un periodo di ripetitivita di sette residui (heptad repeat). I
residui aminoacidici in questa unita ripetitiva vengono di solito indicati
come «a-g» (Figura 3.2a) e uno di questi, il residuo «d», & idrofobo, di solito
una leucina o una isoleucina.

Quando due a eliche formano una struttura superavvolta, le catene late-
rali dei residni «d» si impaccano 1'una sull'altra~agni due giri dell'a elica
(Figura 3.2b). La regione idrofoba compresa tra le due « eliche & completata
dai residui «a», che spesso sono idrofobi e si impaccano I'uno sull’altro
(Figura 3.3). I residui «e» e «g» che orlano il core idrofobo (vedi Figura 3.2b)
spesso sono carichi e le loro catene forniscono interazioni ioniche (ponti
salini) tra le o eliche che definiscono I’allineamento e 'orientamento relati-
vo delle catene (Figura 3.4).

11 modello costituito dalla ripetizione della sequenza di sette aminoacidi
necessario per la formazione di una struttura superavvolta puo essere identi-
ficato mediante ricerche in banche dati di sequenze aminoacidiche di protei-
ne note. L'esistenza di queste ripetizioni nella sequenza aminoacidica & un
forte indizio della presenza di una struttura superavvolta e tali ripetizioni
sono effettivamente state trovate in numerose proteine differenti con funzio-
ni molto diverse.

4 Figura 3.3 Disegno schematico che mostra I'impaccamento delle catene laterali
idrofobe tra due « eliche in una struttura superavvolta. In entrambe le « eliche, ogni
settimo residuo & una leucina, indicata con «d». A causa del periodo di ripetitivita -
di sette residui, i residui «d» si impaccano 'uno sull'altro lungo la struttura
superavvolta. Anche i residui indicati con «a» di solito sono idrofobi e partecipano
alla formazione del core idrofobo lungo la struttura superavvolta. v
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" interazioni ioniche
interazioni N
idrofobo

interazioni ioniche

Il fibrinogeno, che svolge un ruolo essenziale nella coagulazione del san-
zue; certe proteine leganti il DNA e ’'RNA; la classe di proteine di riconosci-
mento poste alla superficie delle cellule note come collettine; spettrina e
distrofina, che legano molecole di actina; la proteina muscolare miosina,
rutte queste proteine contengono ripetizioni di sette aminoacidi e quindi
strutture ad a elica superavvolte.

Un esempio illustrativo di questo & fornito da GCN4, una proteina legan-
te il DNA. GCN4 contiene una regione ad o elica, la regione della cerniera a
leucina (leucine zipper), e la sua dimerizzazione prevede la formazione di
una struttura superavvolta ad o elica tra le regioni delle cerniere a leucina
delle due subunita. La struttura e la funzione di legame del DNA di questa
proteina sono descritte nel Capitolo 10.

La dettagliata descrizione della struttura di GCN4 e di altre proteine a
struttura superavvolta ha dimostrato che le « eliche si impaccano I'una sul-
l'altra secondo il modello «dei nodi nelle cavita» (knobs in holes) suggerito
per la prima volta da Francis Crick (Figura 3.5). Ogni catena laterale nella
regione idrofoba di una delle o eliche pud entrare in contatto con quattro
catene laterali della seconda o elica. La catena laterale di un residuo in posi-
zione «d» di un’elica & diretto nella cavita posta alla superficie della secon-
da a elica circondato da un residuo «d», due residui «a» e un residuo «e»
numerati, rispettivamente, come n, n—3, n+4 ed n+ 1. Le due « eliche sono
allineate in modo che i due residui «d», di solito leucine o isoleucine, si
fronteggino I'un 'altro (Figura 3.3).

(a) : (6)

Figura 3.4 Ponti salini possono stabilizzare
le strutture superavvolte e talvolta sono
importanti per la formazione di eterodimeri
costituiti da strutture superavvolte. I redidui
indicati come «e» e «g» nella sequenza
ripetuta di sette aminoacidi sono prossimi al
core idrofobo e possono formare ponti salini
tra le due « eliche della struttura
superavvolta, il residuo «e» di un’elica con
il residuo «g» dell’altra e viceversa. _

(a) Visione schematica dall’alto di una
ripetizione di sette aminoacidi. (b) Visione
schematica laterale di una struttura
superavvolta.

Figura 3.5 Disegno schematico
dell'impaccamento delle catene laterali nel
core idrofobo delle strutture superavvolte
secondo il modello dei «nodi nelle cavita».
Per entrambe le eliche della struttura
superavvalta, la posizione delle catene
laterali lungo la superficie del cilindro
dell’a elica @ stata proiettata su un piano
parallelo all'asse dell’elica. (a) Proiezione
delle posizioni delle catene laterali
dell’elica 1. (b) Proiezione delle posizioni
delle catene laterali dell’elica 2,

(c) Sovrapposizione di (a) su (b)
mantenendo |'orientamento relativo delle
eliche della struttura superavvolta.

Le posizioni delle catene laterali della
prima elica, i «nodi», vengono a cadere tra
le posizioni delle catene laterali della
seconda elica, le «cavita». L'ombreggiatura
verde evidenzia un residuo «d» (leucina)
dell’elica 1 circondato da quattro catene
laterali di residui dell’elica 2, mentre
I'ombreggiatura in marrone evidenzia un
residuo «a» (di solito idrofobo) dell’elica 1
circondato da qualtro catene laterali di
residui dell’elica 2.
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Figura 3.6 Fasci di quattro eliche spesso
compaiono nelle proteine con struttura a

a costituire domini. Le a eliche sono
disposte in modo tale che le eliche
consecutive nella sequenza aminoacidica
vengono ad essere adiacenti anche nella
struttura tridimensionale. Alcune delle
catene laterali provenienti dalle quattro
eliche sono ammassate al centro del fascio,
dove formano un core idrofobo.

(a) Rappresentazione schematica del
dispiegamento della catena polipeptidica in
un dominio costituito da un fascio di
quattzo eliche. Le a eliche sono
rappresentate da cilindri rossi. (b) Visione
schematica della proiezione di (a) su un
piano perpendicolare all’asse del fascio.

I cerchi pili grandi rappresentano la catena
principale delle « eliche; i cerchi piti piccoli
sono catene laterali; i cerchi verdi sono
catene laterali idrofobe ammassate, quelli
rossi sono catene laterali prevalentemente
idrofile che si trovano esposte alla superficie
del fascio. (Modificato da P.C. Weber e FR.
Salemme, Nature 287: 83, 1980.)

© 88-08-14936-6

1l fascio di quattro eliche e la struttura di un dominio
assai comune nelle proteine «

Due « eliche impaccate insieme in una struttura superavvolta sono gli ele-
menti costitutivi di un dominio o di una fibra ma non sono sufficienti a for-
mare un dominio completo. Il dominio ad « elica pit semplice e frequente
consiste di quattro « eliche disposte in un fascio con I'asse di ognuna pres-
soché parallelo a quelli delle altre. Una rappresentazione schematica della
struttura del fascio di quattro eliche  mostrata in Figura 3.6a. Nel fascio di
quattro eliche, le catene laterali di ciascuna elica sono disposte in modo tale
che le catene laterali idrofobe si trovano comprese nello spazio tra le eliche,
mentre le catene laterali idrofile vengono a trovarsi alla superficie del fascio
(Figura 3.6b). In conseguenza di questa disposizione, viene a crearsi nella
parte centrale del fascio e diretto secondo 1'asse maggiore di questo, un core
idrofobo in cui le catene laterali si trovano ammassate cosi fittamente da
escludere la presenza di molecole di acqua. ’

Tali domini si ritrovano in numerose proteine notevolmente diverse tra
loro; tra queste la mioemeritrina, una ferroproteina non eminica trasportatri-
ce di ossigeno presente in certi vermi marini; il citocromo ¢’ e il citocromo
bss, (Figura 3.7a), proteine eminiche trasportatrici di elettroni; la ferritina,
molecola presente nelle cellule eucariotiche col significato di forma di depo-
sito degli atomi di Fe; e infine la proteina di rivestimento del virus del
mosaico del tabacco. In questi esempi, le a eliche adiacenti in sequenza
sono sempre disposte in modo antiparallelo. Tuttavia, fasci di quattro eliche
possono anche formarsi con disposizioni topologiche differenti delle « eli-
che. Nell’ormone della crescita umano (Figura 3.7b) un fascio di quattro
a eliche si forma a partire da due coppie di « eliche parallele unite in modo
antiparallelo. L'interazione di questo ormone con il proprio recettore &
descritta nel Capitolo 13.

In molte strutture a fascio di quattro a eliche, tra cui quelle mostrate in
Figura 3.7, le « eliche sono impaccate le une sulle altre secondo il modello
dei «margini nei solchi» di cui tratteremo pin avanti in questo capitolo. Tut-

(a)
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tavia esistono anche esempi in cui dimeri con struttura superavvolta impac-
cati secondo il modello dei «nodi nelle cavita» partecipano alla formazione
della struttura a fascio di quattro eliche. Un esempio di cid particolarmente
semplice & rappresentato dalla struttura della proteina Rop, una piccola pro-
teina legante 'RNA codificata dal DNA presente in certi plasmidi e implica-
ta nella replicazione dei plasmidi stessi. La subunitd monomerica di Rop &
una catena polipeptidica di 63 residui aminoacidici formata da due o eliche
antiparallele unite da un breve loop di tre residui. La struttura di Rop @ stata
determinata da David Banner all'EMBL di Heidelberg, Germania.

Le due a eliche della subunita di Rop sono disposte a formare una strut-
tura superavvolta antiparallela in cui le catene laterali idrofobe sono impac-
cate 1'una sull’altra secondo il modello dei «nodi nelle cavita». Due di que-
ste subunita, ognuna con la propria struttura, formano la molecola dimera di
Rop in cui le subunita sono disposte come un fascio di quattro eliche con gli
assi maggiori allineati (Figura 3.8). I due dimeri si impaccano 1'uno sull’altro
secondo il modello dei «margini nei solchi». La famiglia dei fattori di tra-
scrizione con struttura elica-loop-elica (HLH), discussa nel Capitolo 10, & un
altro esempio di struttura a fascio di quattro eliche cui partecipano eliche
con struttura superavvolta.

I domini ad « elica talvolta sono complessi e di grandi dimensioni

Sono note le strutture di numerosi enzimi in cui una lunga catena polipepti-
dica di 300-400 residui aminoacidici & disposta a formare oltre 20 « eliche

Figura 3.7 Le catene polipeptidiche del
citocromo bsg, e dell'ormone della crescita
umano formano entrambe una struttura a
fascio di quattro eliche. Nel citocromo bsg,,
(a) eliche adiacenti sono antiparallele
mentre nell'ormone della crescita umano (b)
si trovano due coppie di « eliche parallele
unite in modo antiparallelo.

Figura 3.8 Disegno schematico della
molecola dimera di Rop. Ogni subunita

& formata da due « eliche disposte in una
struttura superavvolta con le catene laterali
impaccate nel core idrofobo secondo il
modello dei «nodi nelle cavita». A loro
volta, le due subunita sono disposte in
modo tale da formare un fascio di quattro
a eliche.
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Figura 3.9 Disegno schematico della
struttura di un dominio di una muramidasi
batterica comprendente 450 residui
aminoacidici. La struttura & formata da 27
a eliche disposte a formare un anello
bistratificato con un largo foro centrale,
con/:l‘e una ciambella, del diametro di circa
30 A.

Figura 3.10 Disegno schematico del dominio
della globina. Le otto « eliche sono indicate
con lettere dalla A alla H. Le eliche A-D
sono rosse, quelle E ed F verdi, laG e I'H
blu. (Modificato da disegni originali forniti
da A. Lesk.)

& 86-05-14936-4

impaccate tra loro in un modo complesso da cui risulta un dominio globula-
re. Uno di questi enzimi & una muramidasi batterica implicata nel metaboli-
smo dei peptidoglicani, che formano parte della parele cellulare batterica. La
struttura di questo enzima ¢ stata determinata da Bauke Dijkstra e colleghi a
Groningen, Olanda, come base per la progettazione di specifici inibitori del-
I'enzima che potrebbero servire allo sviluppo di nuovi tipi di farmaci anti-
batterici.

La catena polipeptidica di questo enzima monomero & costituita da 618
residui aminoacidici, di cui i 450 residui aminoterminali formano un domi-
nio ad « elica costituito da 27 eliche disposte a formare un anello bistratifi-
cato che presenta un ripiegamento a superelica destrorsa (Figura 3.9). L'anel-
lo presenta un grosso foro centrale, analogamente a una ciambella, del dia-
metro di circa 30 A. I restanti residui formano il dominio catalitico che giace
sul margine superiore dell’anello. La funzione del dominio a forma di ciam-
bella non & nota, ma la sua forma pud essere necessaria per la specificita
della reazione catalizzata in vivo.

Sia la mioglobina che I'emoglobina presentano il ripiegamento
della globina

Una delle pitt importanti strutture a & data dal ripiegamento della globina.
Questo tipo di ripiegamento & stato ritrovato in un ampio gruppo di proteine
tra loro correlate comprendente la mioglobina, le emoglobine e le ficociani-
ne, complessi molecolari fotorecettori presenti nelle alghe. Non discuteremo
in questa sede gli aspetti funzionali ed evoluzionistici di queste erut&
ma ci limiteremo semplicemente ad esaminare alcune caratteristiche che
sono di interesse generale dal punto di vista strutturale.

Le disposizioni a coppia delle o eliche poste in sequenza che si ritrovano
nel ripiegamento della globina sono diverse dall’organizzazione antiparalle-
la che si trova nelle strutture « a fascio di quattro eliche. La struttura della
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zlobina & un fascio di otto « eliche, A-H, collegate una all’altra attraverso
brevi regioni loop e disposte in modo tale da formaré una tasca in cui viene
2 trovarsi il sito attivo che, nella mioglobina e nell’'emoglobina, & deputato al

\Eeggme del gruppo eme (vedi Figura 3.1.0]. La lunghezza del.le a eliche pud
\variare considerevolmente, per esempio, nel caso della mioglobina, da 7
residui per elica pit breve (C) a 28 residui per l'elica pin lunga (H). Nel
ripiegamento della globina le o eliche si avviluppano attorno al core centrale
in direzioni diverse, si che di solito « eliche adiacenti in sequenza vengono
= trovarsi tra loro distanti nella struttura. L'unica eccezione & data dalle due
altime « eliche, G e H, che formano una coppia antiparallela associata attra-
verso numerose interazioni reciproche. Tutte le altre interaz‘l/oani si instaura-
o tra coppie di a eliche che non sono adiacenti in sequenza. Questo ripie-
zamento non pud quindi essere considerato come costituito dall’associazio-
ne di motivi strutturali pilt piccoli, pertanto esso @ assai difficile da visualiz-
zare mentalmente nonostante le sue dimensioni relativamente modeste e la
sua semplicita.

Fattori geometrici determinano I'impaccamento delle « eliche

Se confrontiamo la disposizione delle o eliche nella struttura superavvolta
Figura 3.1), in quella del fascio di quattro eliche (Figura 3.8) e in quella del
ripiegamento della globina (Figura 3.10), risulta evidente che la geometria
con cui le « eliche si associano in queste strutture & assai diversa. E stato
descritto in precedenza il modo in cui si impaccano le catene laterali delle «
=liche superavvolte secondo il modello dei «nodi nelle cavita». Invece altre
strutture ad o elica impaccano le « eliche secondo il modello dei «margini
nei solchi». Nel fascio di quattro eliche le o eliche si associano tra loro in
modo quasi parallelo o antiparallelo, con gli assi che formano un angolo di
circa 20° Nel ripiegamento della globina di solito questi angoli hanno valori
superiori e in molti casi arrivano a 50°. Queste due strutture sono chiari
esempi delle due principali modalita con cui le « eliche possono associarsi
tra loro secondo il modello dei «margini nei solchi», una modalita di impac-
camento determinata dalla geometria della superficie delle eliche stesse.

I margini di una « elica si adattano nvi solchi presenti
su un’elica aidiacente

Poiché le catene laterali si trovano disposte in modo elicoidale lungo la
superficie di una « elica, esse vengono a formarvi rilievi separati da stretti
solchi o scanalature. Le « eliche si associano in modo da adattare i rilievi di
una nei solchi dell’altra e viceversa. I rilievi e i solchi sono formati da resi-
dui che, nella sequenza aminoacidica della proteina, si trovano ad intervalli
di tre o quattro. Questo & mostrato nella Figura 3.11, in cui sono raffigurate
delle sezioni condotte attraverso la superficie di una a elica di polialanina
mostranti la direzione di questi rilievi. Al contrario dei rilievi e dei solchi
presenti nella doppia elica del DNA, formati dagli atomi appartenenti ai
residui zucchero-fosfato della catena principale, di cui sara trattato nel Capi-
tolo 7, quelli presenti in una « elica sono costituiti dagli atomi delle catene
laterali degli aminoacidi; dunque |'esatta geometria dei rilievi e dei solchi di
una o elica dipende non soltanto dalla geometria dell’elica stessa ma anche
dalla effettiva sequenza aminoacidica di questa.

Il modo pili comune con cui si associano le « eliche consiste nell’adatta-
re i rilievi di un’elica, costituiti dalle catene laterali di residui che in
sequenza si ripetono con una periodicita di quattro, ai solchi presenti sul-
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Figura 3.11 Le catene laterali alla superficie
di una « elica formano rilievi separati da
solchi, come illustrato schematicamente
nella figura. (a) Una a elica in cui ciascun
residuo & rappresentato dal primo atomo di
carbonio della catena laterale Cj.

(b) Rilievi presenti alla superficie di una a
elica di polialanina con I'orientamento
mostrato in (a). Le sezioni sono state
praticate attraverso un modello compatto
della struttura e sovrapposte. Il numero di
ciascun residuo @ riportato sull’atomo della
catena laterale. I rilievi generati da catene
laterali separate I'una dall’altra da quattro
residui sono rappresentati come linee.

(c) Rappresentazione analoga a (b) in cui
perd i margini sono generati da catene
laterali separate da tre residui.
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(a) (b) (¢)

I’altra; in questo caso rilievi e solchi formano un angolo di circa 25° con I'as-
se dell’elica. Perché le due eliche mostrate nella Figura 3.12a (una rossa e
I'altra blu) possano associarsi strettamente 1'una sull’altra & necessario che
una (la blu della Figura 3.12a) venga ruotata di 180° verso I'alto rispetto al
piano della pagina e adagiata al di sopra dell’altra (la rossa). All’interfaccia
delle due eliche rilievi e solchi presentano quindi direzioni che si trovano
su lati opposti rispetto all’asse verticale, come mostrato nella Figura 3.12a.
Perché i rilievi di un’elica possano adattarsi ai solchi dell’altra e viceversa,
le a eliche devono quindi essere ruotate di un angolo di circa 50° (25° + 25°)
I'una rispetto all’altra. Questa & la modalita di associazione che si ritrova in
numerose interazioni elica-elica presenti nel ripiegamento della globina e in
molte altre strutture ad elica.

La seconda tra le modalita di impaccamento che ricorrono pit frequente-
mente & quella in cui i rilievi formati da residui che in sequenza ricorrono
ad intervalli di tre combaciano con i solchi formati da residui che in sequen-
za ricorrono ad intervalli di quattro e viceversa. La direzione del primo tipo
di rilievi forma un angolo di circa 45° con l'asse dell'elica mentre ’angolo
formato dal secondo tipo con l'asse nella direzione opposta & di circa 25°
(Figura 3.12b). Tuttavia all’interfaccia che si forma tra due eliche dopo che
una delle due ha ruotato di 180° rispetto all’altra, la direzione delle due eli-
che viene ad essere dalla stessa parte rispetto al loro comune asse. In questo
modo una inclinazione di circa 20° (45°—25°) di un’elica rispetto all’altra
permettera ai rilievi dell’'una di adattarsi ai solchi presenti sulla superficie
dell’altra. Questa modalita di impaccamento si ritrova, per esempio, in alci’-
ne strutture a fascio di quattro eliche (vedi Figura 3.8b).

Le due modalita di adattamento di rilievi a solchi hanno carattere gene-
rale e si applicano a quasi tutte le modalita di interazione che determinano
I'impaccamento di pit « eliche. Esse spiegano le disposizioni geometriche
di « eliche adiacenti che si osservano nella struttura di molte proteine.
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Figura 3.12 Facendo combaciare i rilievi
formati dalle catene laterali di un'elica con i
solchi che si formano tra le catene laterali
dell’altra e viceversa, le o eliche vengono ad
associarsi strettamente I'una all’altra.

(a) Due « eliche, I e II, in cui i rilievi
prodotti da catene laterali separate da
quattro residui sono evidenziati
rispettivamente in rosso e in blu. 1 e 2 sono
la medesima rappresentazione delle due

a eliche. In 3 I'a elica blu & stata ruotata di
180° rispetto alla rossa per poter formare
un'interfaccia con questa. In 4
'orientamento delle due eliche & stato

(a) Tuotato di50° per rendere possibile
I'associazione tra rilievi di un'elica e solchi
dell’altra. (b) Nella a elica rossa i rilievi
sono formati da catene laterali separate da
quattro residui mentre in quella blu sono
formati da catene laterali separate da tre
residui. In questo caso, per permettere
I'adattamento dei rilievi ai solchi, le « eliche
sono state ruotate di 20° in direzione
opposta a quella in cui erano state ruotate
in (a). (Modificato da C. Chothia et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 74: 4130, 1977.)

elica | elica 1l

(6)

1l ripiegamento della globina si & conservato nel corso dell’evoluzione

Le strutture tridimensionali dei domini delle globine presenti in numerosi
organismi diversi, compresi mammiferi, insetti e noduli radicali delle pian-
te. sono state determinate indipendentemente 1'una dall’altra. Il confronto a
coppie delle sequenze aminoacidiche di tutte queste strutture ha evidenziato
omologie che variano dal 99% al 16%; tuttavia tutte mantengono le caratte-
ristiche fondamentali del ripiegamento della globina. Questa famiglia di
strutture rappresenta quindi un esempio fondamentale di una situazione in
cui la selezione naturale ha prodotto proteine in cui la struttura tridimensio-
| nale & stata essenzialmente conservata nonostante un notevole livello di

divergenza delle sequenze aminoacidiche (che permette comunque di rico-
noscere ancora un certo grado di omologia).

Per studiare questa situazione, Arthur Lesk e Cyrus Chothia dell’MRC
Laboratory of Molecular Biology di Cambridge, Gran Bretagna, hanno esegui-
0 una analisi comparata delle strutture note delle proteine appartenenti alla
famiglia delle globine allo scopo di rispondere alle seguenti domande di
carattere generale: come & possibile che sequenze aminoacidiche notevol-
mente diverse possano produrre proteine con struttura tridimensionale
molto simile? Qual & il meccanismo grazie al quale le proteine possono adat-
tarsi alle mutazioni che si producono nel corso della loro evoluzione?

1l nucleo interno, idrofobo, viene conservato

Per rispondere alla prima domanda, Lesk e Chothia esaminarono in dettaglio
i residui che, nelle nove globine di cui a quei tempi era nota la struttura
occupavano posizioni equivalenti dal punto di vista strutturale, erano impli-
cati nei contatti elica-eme e contribuivano all'impaccamento reciproco delle
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a eliche. Le 59 posizioni selezionate dai due ricercatori furono divise in due
gruppi: 31 posizioni si trovavano impaccate all'interno della proteina men-
tre 28 erano a contatto con il gruppo eme; queste 59 posizioni giocano un
ruolo di particolare importanza nel determinare tanto la funzione che le
caratteristiche strutturali delle proteine della famiglia delle globine.

Ci si potrebbe attendere che, per quanto riguarda le posizioni sopra ricor-
date, le sequenze aminoacidiche delle varie globine mostrino un grado di
conservazione dei residui e quindi di omologia di sequenza piu elevato
rispetto a quello relativo alle altre posizioni delle molecole. Tuttavia cid non
si verifica nel caso di molecole presenti in specie molto distanti dal punto di
vista evolutivo e che mostrano un basso grado di identita di sequenza. Il
grado di conservazione di questi residui non & maggiore di quello che si
ritrova nel resto della molecola. Dato che i residui pit importanti nel deter-
minare I'impaccamento delle « eliche non sono conservati. si potrebbe assu-
mere che le variazioni che si sono verificate siano tali da compensarsi reci-
procamente per quanto riguarda le dimensioni di ingombro sterico. Tuttavia
anche in questo caso non & cosi; il volume occupato dai 31 residui ammassa-
ti all'interno varia considerevolmente nelle globine studiate. Conseguente-
mente, non possono essere considerati fattori importanti per la conservazio-
ne della struttura tridimensionale delle globine nel corso dell’evoluzione né
la conservativita della sequenza né.il verificarsi di mutazioni a carico di
residui presenti nel core idrofobo tali da compensarsi reciprocamente per
quanto riguarda le dimensioni delle catene laterali. Oggi sappiamo che que-
sto & vero anche per altre proteine, per esempio la famiglia delle immuno-
globuline.

Lesk e Chothia tuttavia trovarono che esiste una siretta preferenzialita
per quanto riguarda la conservazione del carattere idrofobo dei 59 residui
che occupano le posizioni ammassate all'interno della struttura ma che tale
preferenzialita non si verifica nel caso di residui esposti alla superficie
della molecola. Con poche eccezioni, relative a certi residui in superficie,
nelle proteine da essi esaminate residui idrofobi avevano sostituito residui
idrofili alla superficie e viceversa; tuttavia il caso dell’'emoglobina falcifor-
me, che sara descritto pit avanti, dimostra che deve comunque essere man-
tenuto un equilibrio per quanto riguarda le cariche elettriche al fine di evi-
tare la formazione di raggruppamenti idrofobi alla superficie. In conclusio-
ne, la divergenza evolutiva delle nove globine studiate ha subito in primo
luogo il vincolo rappresentato dalla necessita di conservare in modo presso-
ché totale I'idrofobicita dei residui ammassati all'interno nei contatti elica-
elica ed elica-eme.

Movimenti delle eliche compensano mutazioni di catene laterali
localizzate all’interno

Lesk e Chothia trovarono anche una semplice risposta alla domanda di come
le proteine possono adattarsi a cambiamenti delle dimensioni dei residui
ammassati all'interno. Le modalita di impaccamento delle a eliche sono le
medesime in tutte le strutture note delle globine: in « eliche corrispondenti
si verifica lo stesso tipo di impaccamento, con rilievi che si adattano entro
solchi, tuttavia le posizioni relative e I'orientamento delle « eliche possono
cambiare in modo da compensare variazioni dell'ingombro delle catene late-
rali implicate in queste interazioni.

Quindi le proteine sono in grado di adattarsi a mutazioni riguardanti
residui che si trovano in‘zone altamente impaccate attraverso cambiamenti a
carico della struttura complessiva della proteina che, nel caso delle globine,
implicano movimenti reciproci di intere  eliche. Invece, la struttura delle
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regioni loop pud cambiare senza che il movimento di una « elica venga tra-
smesso al resto della molecola. Sono ammessi soltanto movimenti tali da
non modificare la geometria della tasca dell’eme.

Mutazioni che hanno come conseguenza modificazioni strutturali rile-
vanti come quelle appena ricordate possono essere accettate per il fatto che
sono numerose le diverse combinazioni di catene laterali cui conseguono
interfacce di geometria simile ma non identica che permettono strette asso-
ciazioni elica-elica; inoltre gli spostamenti prodotti da tali mutazioni struttu-
rali vengono compensate in modo da mantenere inalterata la geometria del
sito attivo.

L'emoglobina falciforme conferisce resistenza alla malaria
|

L'emoglobina falciforme & un classico esempio di malattia ereditaria causata
da un cambiamento di struttura di una proteina. Linus Pauling nel 1949 pro-
pose che tale malattia fosse causata da un difetto nella molecola dell’emo-
globina e conseguentemente conid 1'espressione malattia molecolare. Sette
anni dopo, Vernon Ingram dimostrd che la malattia era causata da una singo-
la mutazione consistente nel cambiamento del residuo 6 della catena p del-
I'emoglobina da Glu a Val.

L'emoglobina & un tetramero costituito da due copie di due diversi tipi di
catena polipeptidica, che nell'adulto sono le catene della globina o e f.
Ognuna delle quattro catene presenta il ripiegamento della globina con una
tasca per 1'eme. 1l residuo 6 della catena B si trova sulla superficie della a
elica A ed @ ancora presente alla superficie quando la molecola si trova nella
forma tetramera (Figura 3.13).

L'emoglobina & presente negli eritrociti ad una concentrazione estrema-
mente elevata, 340 mg/ml, paragonabile a quella che possiede allo stato cri-
stallino; conseguentemente, le molecole di emoglobina, che hanno le dimen-
sioni di uno sferoide di 50 x 55 % 65 A, nelle cellule si trovano ad una distan-
za media di 10 A. E sorprendente che, nonostante cid, esse possano ruotare e
scorrere 'una sull'altra senza subire impedimenti. La mutazione presente
nell’emoblogina falciforme ha come conseguenza la sostituzione di un resi-
duo dotato di una carica elettrica sulla catena laterale con uno idrofobo e

Figura 3.13 La molecola dell’emoglobina

& costituita da quattro catene polipeptidiche:
due catene a e due f. Confrontando questa
figura con la Figura 1.1 si pud notare che,
per rendere maggiormente chiara la
rappresentazione, qui non sono mostrate
alcune parti della catena «. Ciascuna catena
ha una struttura tridimensionale simile

a quella della molecola della mioglobina:

il ripiegamento della globina.
Nell’emoglobina falciforme, il residuo Glu 6
della catena f & sostituito da una Val;
compare cosi alla superficie della molecola
un raggruppamento idrofobo. La struttura
dell’'emoglobina & stata determinata alla
risoluzione di 2,8 A nel 1968 nel laboratorio
di Max Perutz all'MRC Laboratory of
Molecular Biology di Cambridge.
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(a)

Figura 3.14 Le molecole dell’'emoglobina
falciforme polimerizzano a causa della
presenza alla loro superficie della zona
idrofoba prodotta dalla sostituzione, nella
catena P, del Glu 6 con una Val. La figura (a)
mostra il modo in cui questa catena laterale
idrofoba (in verde) interagisce con una tasca
idrofoba (in rosso) presente alla superficie di
una seconda molecola di emoglobina, il cui
raggruppamento idrofobo, a sua volta,
interagisce con la tasca presente su una terza
molecola e cosi via. Le fotografie al
microscopio elettronico delle fibre formate
da molecole di emoglobina falciforme sono
mostrate sia in sezione trasversale (b) che
longitudinale (c) rispetto all'asse delle fibre.
[(b) e (c) da J.T. Finch et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 70: 718, 1973.]
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quindi la comparsa di un raggruppamento idrofobo superficiale; casualmen-
te questo raggruppamento si adatta geometricamente ad una tasca idrofoba
presente alla superficie di una diversa molecola di emoglobina deossigenata,
cui si lega (Figura 3.14a). Nella forma ossigenata dell’emoglobina la forma di
questa tasca & leggermente diversa, percid questa interazione nei polmoni
non si verifica,

Tuttavia, non appena l'emoglobina degli eritrociti presenti nel sangue
capillare ha ceduto 'ossigeno che aveva legato, queste interazioni possono
aver luogo e I'emoglobina, data l'elevata concentrazione a cui si trova nelle
cellule, inizia a polimerizzare formando fibre (Figura 3.14b e c). Queste fibre
irrigidiscono gli eritrociti deformandoli fino a fare loro assumere il caratteri-
stico aspelto a falce, da cui deriva 'espressione anemia falciforme. Nei sog-
getti eterozigoti, in cui la mutazione riguarda solo uno dei due alleli per la
globina B, questa anomalia si verifica solo in misura limitata, mentre risulta
letale negli eterozigoti, in cui tutte le molecole di emoglobina portano I'effet-
to della mutazione.

In questo caso ci troviano quindi di fronte ad una mutazione localizzata
alla superficie del ripiegamento della globina, consistente nella sostituzione
di un residuo idrofilo con uno idrofobo che, causando importanti cambia-
menti delle proprieta della molecola, produce una malattia letale. Per quale
ragione tale mutazione si & conservata nel corso dell’evoluzione? La risposta
& che la malattia conferisce una maggiore resistenza alla malaria, un fattore
che ha avuto un elevato valore di sopravvivenza per i soggetti eterozigoti per
il gene dell'anemia falciforme soprattutto in Africa. In termini di evoluzione,
in ambiente malarico la morte dei soggetti omozigoti & stato il prezzo accet-
tabile per I'aumento della sopravvivenza degli eterozigoti.
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Conclusioni

Le strutture a elica superavvolta si trovano sia in proteine fibrose sia, come
parte di domini pitt piccoli, in numerose proteine globulari. Le strutture del
dominio alfa (o) consistono in un fascio di a eliche strettamente associate tra
loro a formare un core idrofobo. Un motivo comune in queste strutture & il
fascio di quattro eliche, in cui quattro o eliche sono disposte a coppie sia
parallele sia antiparallele ed impaccate I'una contro l'altra. La struttura o
che & stata pill approfonditamente studiata @ il ripiegamento della globina,
trovato in un ampio gruppo di pro'tf%me correlate, tra cui emoglobina e mio-
globina. In questa struttura sono presenti otto « eliche che si dispongono,
con direzioni diverse, attorno al core interno formando una tasca in cui si
trova legato il gruppo eme.

Per questa modalitd di impaccamento sono state formulate delle regole
che spiegano le diverse geometrie della disposizione delle a eliche osservate
nelle strutture a dominio @ note. L'impaccamento delle eliche nelle strutture
superavvolte & determinato dall’adattamento di nodi formati da catene late-
rali della prima elica in cavita formate tra le catene laterali della seconda
a elica, Nel caso di altre strutture ad o elica, 1'impaccamento delle eliche &
determinato dall’adattamento di rilievi formati da catene laterali che si suc-
cedono lungo un margine di una « elica in solchi che si generano tra le cate-
ne laterali di un’altra elica.

11 ripiegamento della globina & servito per studiare i vincoli evolutivi che
permettono di mantenere struttura e funzione. La divergenza evolutiva &
limitata in primo luogo dalla necessitd di mantenere I'idrofobicita dei resi-
dui che si trovano strettamente associati, mentre nel core idrofobo di queste
proteine non sono importanti né la conservativita della sequenza né il verifi-
carsi di mutazioni compensatorie. Le proteine si adattano a mutazioni in
residui strettamente impaccati attraverso limitati cambiamenti della struttu-
ra complessiva che, nel caso delle globine, implicano movimenti reciproci
di intere eliche.
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Strutture a/fp .

Le strutture dei domini che si ritrovano pit frequentemente nelle proteine
sono quelle dei domini «/f, consistenti in un foglietto  centrale di tipo
parallelo o misto circondato da « eliche. Tutti gli enzimi glicolitici possiedo-
no struttura /f3, cosl come numerosi altri enzimi e proteine che legano e tra-
sportano metaboliti. Nei domini o/f le cavita in cui si verifica il legame del
substrato sono formate da regioni loop; tali regioni non contribuiscono alla
stabilita strutturale del ripiegamento ma parl;cipano al legame del substrato
e, nel caso di enzimi, all'azione catalitica.

I filamenti p paralleli sono disposti a formare strutture a botte
o a foglietto

Esistono tre classi principali di proteine a/p: la prima comprende strutture
che presentano un core costituito da tre filamenti p paralleli ruotati uno
rispetto all’altro e molto vicini, come le doghe di una botte.

Le a eliche che collegano i filamenti B paralleli sono disposte tutte all’e-
sterno di questa struttura a botte (vedi Figura 4.1a). Quella di questo domi-

Figura 4.1 | domini o/f§ ricorrono
frequentemente in numerose proteine; dal
punto di vista strutturale, essi appartengono
a diverse classi, due delle quali sono
mostrate nella figura: strutture chiuse a
botte, esemplificate dal disegno schematico
e dal diagramma topologico dell'enzima
triosofosfato isomerasi (a) e strutture

a foglietto aperto e ruotato con a eliche

su entrambi i lati, come la struttura del
dominio di legame del coenzima di alcune
deidrogenasi. (b) Entrambe le classi
comprendono strutture costituite da motivi
B-a-p collegati tra loro in modo che i
filamenti f§ vengono ad essere paralleli. Nei
diagrammi topalogici i rettangoli
rappresentano o eliche, le frecce filamenti .
[(a) Modificato da ]. Richardson.

(b) Modificato da B. Furugren.]
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Figura 4.2 I motivi §-a-f sono strutture
destrorse. Due di questi motivi possono
essere collegati in due diversi modi a
formare un foglietto B & quattro filamenti
paralleli. Essi possono essere allineati in
modo che le @ eliche vengano a trovarsi sul
medesimo piano del foglietto f} (a) oppure
sui piani opposti (b). Nel caso (a) 'ultimo
filamento a del motivo 1 (in rosso) viene a
trovarsi adiacente al primo filamento §§ del
motivo 2 (in blu), producendo una struttura
con ordine dei filamenti 1 2 3 4. | filamenti
si trovano allineati in questo modo nelle
strutture f§ a botte (Figura 4.1a) e nel
ripiegamento a ferro di cavallo (Figura 4.11).
Nel caso (b) i primi filamenti §§ di entrambi i
motivi si trovano adiacenti, producendo una
struttura con ordine dei filamenti 4 3 1 2.

I foglietti B aperti ruotati (Figura 4.1b)
contengono almeno un allineamento di
questo tipo. In entrambi i casi i due motivi
sono uniti da un segmento ad a elica

(in verde).

nio viene spesso detta struttura a botte TIM (TIM barrel) dalla sigla del
nome dell’enzima triosofosfato isomerasi, in cui fu osservata per la prima
volta. La seconda classe di proteine /p comprende strutture in cui & presen-
te un foglietto B aperto in cui i filamenti f§ sono ruotati uno rispetto all’altro;
tale foglietto & circondato da o eliche su entrambi i lati.

Un esempio tipico di questa struttura, un dominio legante i nucleotidi
trovato in alcune deidrogenasi e chinasi, noto come ripiegamento di Ross-
mann dal nome di Michael Rossmann, della Purdue University, che per
primo descrisse questo tipo di ripiegamento nell’enzima lattato deidrogenasi
nel 1970. Tale ripiegamento & mostrato nella Figura 4.1b.

La terza classe @ rappresentata da sequenze aminoacidiche contenenti
regioni ripetute che presentano una caratteristica disposizione di residui di
leucina, i cosi detti motivi ricchi di leucina, che formano « eliche e filamen-
ti B. Questi ultimi si organizzano generarido un foglietto {3 parallelo curvato
in cui tutte le a eliche si trovano all’esterno. La struttura di un membro di
questa classe, un inibitore della ribonucleasi (mostrato nella Figura 4.11), &
modellata in modo simile a un ferro di cavallo e conseguentemente questa
classe di strutture & detta ripiegamento a ferro di cavallo.

Le strutture a botte, i foglietti f aperti e le strutture a ferro di cavallo sono
costituiti da motivi B-a-f; per illustrare in cosa essi differiscono consideria-
mo due di tali motivi: il motivo B;-ay,-P; e quello Ba-a, 4, collegati dall’eli-
ca a,5. Come mostrato nella Figura 4.2, esistono fondamentalmente due
modi diversi in cui questi motivi possono essere collegati a formare un
foglietto B costituito da 4 filamenti paralleli. 1l filamento B, pud essere alli-
neato in modo da essere adiacente al filamento f3,, producendo l'ordine di
filamenti 1 2 3 4, oppure al filamento (3;,, dando l'ordine 4 3 1 2. Poiché,
quella f-o-f & quasi sempre una struttura destrorsa, tutte e tre le a eliche (le
due appartenenti ai due motivi e quella di congiunzione) vengono a trovarsi
sullo stesso lato, al di sopra del foglietto § (Figura 4.2a). Nelle strutture a
botte e a ferro di cavalle tutti i motivi f-a-f si trovano uniti uno all’altro in
questo modo e consistono in unita f-a-B consecutive, tutte con il medesimo
orientamento.
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Nel secondo caso, per allineare i filamenti f 1 e 3 occorre ruotare il
secondo motivo. Conseguentemente, in virth delle caratteristiche di rigidita
e dell'orientamento destrorso del motivo f-a-f, I'a elica che ne fa parte
viene a trovarsi sull’altro lato del foglietto f (Figura 4.2b). Nelle strutture a
foglietto (aperto e ruotato) {3 si ritrova sempre uno o pi di uno di questi alli-
neamenti e quindi in questi casi sono presenti o eliche su entrambi i lati del
foglietto. La validita di queste regole geometriche & dovuta al fatto che prati-
camente tutti i motivi -a-p hanno andamento destrorso. Come & stato sotto-
lineato nel Capitolo 2, si tratta di regole empiriche valide quasi sempre, seb-
bene non sia ancora stata fornita una loro spiegazione convincente.

/
Le strutture a/f a botte si ritrovano in numerosi enzimi

Nelle strutture a/p con ordine dei filamenti 1 2 3 4 tutte le connessioni si tro-
vano dalla medesima parte rispetto al foglietto p. Un foglietto p aperto e ruo-
tato di questo tipo con quattro o pin filamenti § paralleli lascerebbe una delle
sue facce esposta al solvente e l'altra schermata dalle « eliche. Raramente si
osservano domini con struttura di questo tipo eccetto nella struttura a ferro di
cavallo o nel caso in cui essa sia parte di strutture molto pit complesse in cui
regioni loop, altre a eliche o foglietti B ricoprono il lato esposto del foglietto
8. Al contrario, una struttura a botte chiusa formata da una serie di filamenti
P ruotati @ costruita in modo da presentare tutte le o eliche di connessione
all’esterno della struttura, come mostrato nella Figura 4.1a. Tuttavia in questo
caso & necessaria la presenza di pit di quattro filamenti 5 per avere un nume-
ro di doghe sufficiente a formare la struttura a botte chiusa: quasi tutte le
strutture @/ a botte chiusa fino ad oggi descritte sono formate da otto fila-
menti (§ paralleli disposti in modo che il filamento 8 si trovi vicino al fila-
mento 1, con cui forma legami a idrogeno. In pochi casi sono state descritte
strutture a botte formate da un numero diverso di filamenti § paralleli; esisto-
no anche strutture con dieci filamenti § paralleli e strutture formate da otto
filamenti 3 paralleli e due filamenti 3 antiparalleli. Quasi sempre le connes-
sioni tra filamenti f paralleli sono costituite da « eliche; la catena polipepti-
dica forma inoltre un’altra a elica dopo I'ultimo filamento f.

La struttura a/f a botte formata da otto filamenti & una delle pit grandi e
regolari tra tutte le strutture dei domini attualmente noti. Per formare questa
struttura & necessario un minimo di circa 200 residui aminoacidici; essa &
stata ritrovata fino ad oggi in numerose proteine diverse, molte delle quali
sono enzimi, con sequenze aminoacidiche completamente diverse e diffe-
renti funzioni (Tabella 4.1). Sovrapponendo le strutture di queste proteine si
pud notare che circa 160 residui sono equivalenti dal punto di vista struttu-
rale; tutti questi residui formano i filamenti f e le « eliche mentre i residui
rimanenti formano le regioni loop che collegano i filamenti f con le a eliche.
Nelle diverse proteine questi loop hanno lunghezza molto variabile e confor-
mazione differente, e cio riflette il fatto che i filamenti f§ e le a eliche forma-
no 'impalcatura strutturale dell’enzima mentre le regioni loop contengono
cli aminoacidi che presiedono alla sua chimica catalitica. In alcuni casi essi
hanno notevole lunghezza e formano domini indipendenti all'interno della
struttura complessiva della subunita.

Nel core delle strutture a/f a botte & prevalente la presenza
di catene laterali ramificate e idrofobe

Nelle strutture a botte le catene laterali idrofobe presenti nelle a eliche sono
strettamente associate alle catene laterali dei filamenti che costituiscono il
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Figura 4.3 Tn molte strutture /B a botte,

gli otto filamenti f§ della struttura a/p a botte
racchindono un core idrofobo strettamente
impaccato costituito dalle catene laterali dei
residui presenti nei filamenti §. 11 core

@ disposto a formare tre strati, con ciascuno
strato che contiene quattro catene laterali
provenienti da residui presenti in filamenti
f alternati. La figura mostra un disegno
schematico di questo tipo di impaccamento
nella struttura «/f a hotte dell’enzima
glicolato ossidasi, la cui struttura & stata
determinata da Carl Branden e collaboratori
a Uppsala, Svezia.
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foglietto f e sono disposte in modo da avere direzione antiparallela e da tro-
varsi adiacenti ai filamenti ( che collegano. La struttura a botte risulta quin-
di fornita di un rivestimento di residui idrofobi provenienti dalle eliche e
dai filamenti B.

Poiché le catene laterali di aminoacidi che occupano posizioni consecu-
tive in un filamento f si trovano su lati opposti del foglietto B, alla formazio-
ne di tale guscio idrofobo partecipano residui che nel filamento si trovano
alternati ad intervalli di uno. Le catene laterali degli altri residui dei fila-
menti B sono dirette verso l'interno della botte a formare il core idrofobo,
che quindi risulta costituito esclusivamente dalle catene laterali di residui
appartenenti ai filamenti § (Figura 4.3).

Nelle interazioni che si formano nella stretta associazione tra « eliche e
filamenti § hanno un ruolo prevalente i residui di Val (V), Ile (I) e Leu (L)
che possiedono catene laterali idrofobe ramificate; cid si riflette nella com-
posizione aminoacidica delle proteine, infatti questi tre aminoacidi da soli
rappresentano circa il 40% di tutti i residui presenti nei filamenti p che
fanno parte di foglietti f paralleli. L'importanza del ruolo svolto da questi
residui nel determinare la stretta associazione tra « eliche e foglietti f§ risulta
evidente nelle strutture «/f a botte, come mostrato nella Tabella 4.1.

Residui con catene laterali idrofobe ingombranti presenti nelle posizioni
1, 3 e 5 dei filamenti f riempiono l'interno della struttura a botte formando
un core idrofobo densamente impaccato (vedi Figura 4.3). Si noti, dalla
Tabella 4.1, che alcuni di questi residui sono Lys, Arg o Gln, forniti di catene
laterali con gruppi terminali polari (vedi Riquadro 1.1, a pagg. 6-7) che rap-
presentano i residui terminali di catene di gruppi —CH. idrofobi. Queste
catene si trovano nell'interno idrofobo e attraversano parte della struttura a
botte; i loro gruppi terminali polari si trovano alla superficie superiore o
inferiore della struttura a botte e sono in contatto con I'ambiente acquoso
esterno. Attraverso questa disposizione, anche aminoacidi definiti come
polari possono partecipare alla formazione del core idrofobo di domini glo-
bulari compatti utilizzando la porzione idrofoba delle loro catene laterali,

Esiste un’eccezione alla regola che stabilisce che I'interno delle strutture
a/P a botte sia occupato da residui con catene laterali idrofobe e ingor;};’ranti
che formano un core idrofobo densamente impaccato. L'enzima metilmalo-
nil-coenzima A mutasi dipendente dal coenzima B,.. la cui struttura ai raggi
X & stata determinata da Phil Evans e colleghi all'MRC Laboratory of Mole-
cular Biology di Cambridge, Gran Bretagna, possiede una cavita al centro del

Tabella 4.1 Residui aminoacidici presenti negli otto filamenti f paralleli
che costituiscono la struttura a botte dell’'enzima triosofosfa-
to isomerasi da muscolo di pollo

Posiiioit

Filamento n. Residuo n. 1. 2 3 4 5
1 6-10 Phe Val Cly Gly Asn
2 37-41 Glu Val Val Cys Gly
3 59-63 Gly Val Ala Ala Gln
4 89-93 Trp Val Ile Leu Gly
5 121-125 Gly Val Ile Ala Cys
6 158-162 Lys Val Val Leu Ala
7\ 204-208 Arg Ile Ile Tyr Gly
8 |\ 227-231 Gly Phe Leu Val Gly

Le sequenze sono allineate in modo tale che i residui in posizione 1, 3 e 5
sono diretti verso la struttura a botte e i residui in posizione 2 e 4 sono diretti
verso le a eliche estern€ a questa e implicati nelle interazioni idrofobe tra
filamenti B ed « eliche.
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dominie-a botte o/ff (Figura 4.4). Le catene laterali dei residui di serina e
treonina che si proiettano dai filamenti p verso l'interno della botte sono
piccole e polari e quindi non riempiono completamente lo spazio disponibi-
le all'interno della botte. La cavita risultante che si estende all'interno della
hotte rappresenta un ambiente ideale per la catalisi della reazione ed & suffi-
cientemente ampia per accogliere e legare la molecola del substrato, il metil-
malonil-coenzima A. Molte reazioni catalizzate da enzimi, compresa quella
catalizzata da questa mutasi, richiedono che la porzione reattiva della mole-
cola del substrato sia schermata dal solvente durante la catalisi della reazio-
ne. Quando si trova legato nella cavita all'interno della botte, il substrato
viene ad essere schermato rispetto all’'ambiente esterno. Nelle strutture «/ff a
botte contenenti un core idrofobo, la molecola del substrato si lega alla
superficie della botte e risulta schermata nei confronti del solvente da suc-
cessive madificazioni conformazionali delle regioni loop.

La piruvato chinasi contiene numerosi domini,
uno dei quali con struttura «/p a botte

Tutti i domini noti con struttura a/f a botte costituita da otto filamenti
hanno funzioni enzimatiche, provvedendo alla catalisi della isomerizzazio-
ne di piccole molecole di zuccheri, di reazioni ossidative cui partecipano
coenzimi flavinici, al trasferimento di unita di fosfato e alla degradazione di
polimeri saccaridici. In alcuni di questi enzimi il dominio con struttura a
botte comprende l'intera subunita della proteina, mentre in altri la catena
polipeptidica & pitt lunga e forma numerosi altri domini. Comunque in que-
ste subunita a pit domini una funzione enzimatica risulta sempre associata
con il dominio che presenta struttura a botte.

Figura 4.4 Disogno schematico della
struttura del dominio a/f a botte
dell’enzima metilmalonil-coenzima A
mutasi. Le a eliche sono in rosso e i
filamenti B in celeste. Linterno della botte
& rivestito da piccole catene laterali idrofile
(serina e treonina) fornite dai filamenti 3,
che creano una cavita centrale in cui si lega
lungo l'asse della botte, da un’estremita
all'altra, una delle molecole substrato, il
coenzima A (in verde). (Modificato da un
disegno elaborato al calcolatore fornito

da P, Evans.)
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Figura 4.5 La catena polipeptidica
dell’enzima piravato chinasi si ripiega

a formare numerosi domini, uno dei quali
ha una struttura o/} a botte (in rosso). Una
delle regioni loop presenti in questo
dominio & estesa e comprende circa

100 residui aminoacidici che si ripiegano
a formare un dominio a parte (in blu)
costituito da filamenti § antiparalleli. La
regione C-terminale, formata da circa 140
residui, genera un terzo dominio (in verde)
con struttura o/} aperta e ruotata.

~ © 8808149366

Per esempio, ciascuna subunita dell'enzima glicolitico dimerico triosofo-
sfato isomerasi (Figura 4.1a) & costituita da uno di questi domini con struttu-
ra a botte. Questo enzima & formato da una catena polipeptidica di 248 resi-
dui in cui il primo filamento B della struttura a botte inizia col residuo 6 e
I'ultima « elica termina col residuo 246. Invece la subunita di un altro enzi-
ma glicolitico, la piruvato chinasi (Figura 4.5), la cui struttura & stata deter-
minata alla risoluzione di 2,6 A nel laboratorio di Hilary Muirhead, all’Uni-
versita di Bristol in Inghilterra, & ripiegata a formare quattro diversi domini.
L'enzima da muscolo di gatto & formato da una catena polipeptidica di 530
residui; i residui 1-42 formano un piccolo dominio (Figura 4.5, in giallo)
implicato nei contatti tra subunita della molecola, che & un tetramero. I resi-
dui 43-115 e 224-387 formano un dominio con struttura «/f a botte (in
rosso) deputato al legame delle molecole di substrato, che fornisce anche i
raggruppamenti chimici implicati nella catalisi. I residui 116-223 formano
un loop diretto verso I’esterno a partire dall’estremita del filamento B nume-
ro tre della struttura a botte; tale loop si ripiega a formare un dominio a sé
costituito da un foglietto f§ antiparallelo (in blu). Infine, i residui 388-530
danno origine ad un dominio a sé costituito da un foglietto «/f con struttura
aperta e ruotata (in verde). La struttura di questo enzima illustra perfetta-
mente in che modo una lunga catena polipeptidica puo ripiegarsi a formare
domini di tipo diverso dal punto di vista strutturale.

N

Strutture a doppia botte si sono prodotte in seguito a fusione di geni

La catena polipeptidica della PRA isomerasi: IGP sintasi, un enzima bifun-
zionale da E. coli che catalizza due delle reazioni della biosintesi del tripto-
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fano (Figura 4.6), si ripiega a formare due strutture «/p a botte. La struttura
di questo enzima @ stata determinata alla risoluzioné€ di 2,8 A nel laboratorio
di Hans Jansonius a Basilea, Svizzera; essa mostra che i residui 48-254 for-
mano un dominio con struttura a botte dotato di attivita IGP sintasica, men-
tre i residui 255-450 vanno a costituire I'altro dominio con struttura a botte,
dotato di attivita PRA isomerasica (Figura 4.7).

In Bacillus subtilis, le reazioni appena viste sono catalizzate da due enzi-
mi diversi; le catene polipeptidiche dei due enzimi hanno sequenze aminoa-
cidiche omologhe a quelle delle regioni con attivita catalitica corrispondente
presenti nell’enzima bifunzionale da E. coli e quindi entrambe si ripiegano a

Figura 4.6 L'enzima bifunzionale PRA isomerasi (PRAI)::IGP sintasi (IGPS) catalizza
due reazioni in sequenza nella via della biosintesi del triptofano. Nella prima reazione
{in alto), catalizzata dal dominio C-terminale (PRAI) dell’enzima, il substrato,
N-(5'-fosforibosil) antranilato (PRA) viene trasformato in
1-(o-carbossifenilamino)-1-desossiribosio 5-fosfato (CARP) mediante una reazipne

4i ridisposizione. La tappa successiva (in basso), consistente in una reazione

di chiusura dell’anello, da CdRP a indolo-3-glicerofosfato (IGP), & catalizzata

dal dominio IGPS N-terminale.

v
o
[
C C —OH
WP Sge
| [l H* T cia‘
HC H
\S/ SN { ¢ —0—P=0
H/I/O\I I_
G H H & o
[ 8L 1]
H ‘I:z—% H
OH OH
PRAl“
 —
(&6
'(':' _C~50H
HCZ \‘c
|
HCi, o H H H o
¢ N ] |
| Ve = —6—¢,—g—0—P=0
H| | | |
H OH OH OH H o)
H_OJ_
IGPS“
g
H—C,—C,—C,—0—P=0
I
HCZ \c/2\
| | e
HCs, Cwy
(6
H |

Figura 4.7 Due delle attivita enzimatiche
che partecipano alla biosintesi del triptofano
in E. coli, la fosforibosil antranilato (PRA)
isomerasi e la indolglicerolfosfato (IGP)
sintasi, risiedono in due distinti domini
originati dal ripiegamento della catena
polipeptidica di un enzima bifunzionale.
Entrambi questi domini hanno struttura a/f
a botte e sono orientati in modo da
presentare i due siti attivi su lati opposti
della molecola; le due reazioni catalitiche
decorrono quindi in modo reciprocamente
indipendente. La figura rappresenta in
colore scuro il dominio della IGP sintasi
(residui 48-254) e in colore piti chiaro il
dominio con attivita PRA isomerasica. In
entrambi i domini le « eliche sono indicate
sequenzialmente con le lettere a-h.

11 residuo 255 (indicato con una freccia)

& il primo residuo del secondo dominio.
(Modificato da J.P. Priestle et al. Proc. Natl.
@ad. Sci. USA 84: 5692, 1987.)
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Figura 4.8 In tutte le strutture\a/p a botte il
sito attivo si trova in una tasca formata dalle
regioni loop che collegano le estremita
carbossiliche dei filamenti  con le adiacenti
a eliche, come mostrato schematicamente in
(a), dove sono evidenti solo due di questi
loop. La figura (b) mostra una
rappresentazione, vista dall’alto, della
struttura a botte del sito attivo dell’enzima
RuBisCo (ribulosio bisfosfato carbossilasi)
implicato nella fissazione della CO, nelle
piante. Up analogo del substrato (in rosso) si
lega trasversalmente con due gruppi fosfato,
P1 e P2, presenti sui lati opposti della tasca.
1l sito di legame per il substrato e i gruppi
catalitici sono generati da numerose catene
laterali cariche (in blu) presenti in differenti
loop e da uno ione Mg?* (in giallo). La
struttura di questo enzima di 500 kilodalton
(simbolo ku) & stata determinata alla
risoluzione di 2,4 A nel laboratorio di Carl
Branden a Uppsala, Svezia. (Modificato da
un originale fornito da B. Furugren.)
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formare strutture a botte. Apparentemente non esiste alcun vantaggio funzio-
nale, dal punto di vista dell'attivita enzimatica, legato alla presenza delle
due attivita in una sola catena polipeptidica, come nel caso dell’enzima da
E. coli, dato che i siti attivi presenti nelle due strutture a botte si trovano ad
estremita opposte della molecola e orientati verso I'esterno di questa; data
una simile disposizione, le due reazioni decorrono indipendentemente 1'una
dall’altra. Un terzo microrganismo, Neurospora crassa, possiede un enzima
trifunzionale in cui tre funzioni catalitiche sono presenti nella medesima
catena polipeptidica. In questo caso due domini, simili a quelli presenti nel-
I'enzima da E. coli, si trovano legati ad un terzo dominio che catalizza una
terza reazione della medesima via biosintetica. Queste differenze tra specie
sono un riflesso di una diversa organizzazione del genoma delle stesse. Trat-
ti di DNA che codificano domini con funzioni diverse possono essere orga-
nizzati in geni distinti in un organismo ed essere fusi in un singolo gene in
un altro. Sebbene non sia ancora stata determinata cristallograficamente,
possiamo essere certi che la struttura tridimensionale degli ‘enzimi da B.
subtilis e N. crassa consista in domini «/p a botte, date le omologie esistenti
tra la seguenza aminoacidica di questi e quella delle corrispondenti proteine
da E. coli.

11 sito attivo & formato da loop presenti a una estremita
della struttura o/f a botte

In tutti i domini con struttura «/ a botte, il sito attive occupa posizioni
molto simili; esso @ situato in fondo ad una tasca a forma di imbuto creata

(b)
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dagli otto loop che collegano le estremita carbossiliche degli otto filamenti f§
con quelle aminiche delle « eliche (vedi Figura 4.8)."1 residui che prendono
parte al legame con il substrato ed all’azione catalitica si trovano in queste
regioni loop; in altre parele, questi enzimi sono costruiti sul comune model-
Io di una impalcatura stabile costituita da otto filamenti {3 paralleli circonda-
t da otto a eliche. La specificita dell'attivita enzimatica & determinata, in
ciascun caso, dalle otto regioni loop presenti all'estremita carbossilica del
flamenti B, le quali non forniscono alcun contributo alla stabilita strutturale
dell'impalcatura. In alcuni casi, un’ulteriore regione loop proveniente da un
secondo dominio o da una diversa subunitd puo avvicinarsi a questo sito
attivo e partecipare al legame con ilsubstrato e alla catalisi della reazione.

Le strutture a/f a botte sono esempi dell’evoluzione
di nuove attivita enzimatiche

in che modo si evolvono nuove attivita enzimatiche? La formazione di nuovi
cnzimi avviene a partire dalla ridisposizione di sequenze casuali prodotte
4alla ricombinazione e da altre modificazioni genetiche oppure per evolu-
zione divergente a partire da un gruppo preesistente di enzimi? Greg Petsko,
zlla Brandeis University, ha fornito convincenti evidenze di quest'ultima
possibilita attraverso i suoi studi su enzimi con struttura a/f a botte che par-
tecipano a una rara via metabolica, la trasformazione del mandelato in ben-
zoato. Si ritiene che questa rara via metabolica abbia un’origine evolutiva
recente poiché si ritrova soltanto in poche specie di pseudomonadacee.

1l primo enzima di questa via, la mandelato racemasi, catalizza l'inter-
conversione dei due isomeri ottici del mandelato (Figura 4.9a). La tappa
chiave di questa reazione & la sottrazione di un protone da un atomo di car-
bonio, con la formazione di un intermedio enolico. Petsko ha trovato che la
struttura tridimensionale di questo enzima, compresa la struttura o/f a
botte, & molto simile a quella di un enzima assai differente, responsabile
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Figura 4.9 Il meccanismo delle reazioni
catalizzate dall’'enzima mandelato racemasi
(a) e dall’enzima responsabile della
formazione del lattone dell’acido muconico
(b). Le reazioni complessive catalizzate dai
due enzimi sono assai differenti
consistendo, la prima, in un'inversione

di configurazione a livello di un atomo

di carbonio e la seconda nella chiusura

di un anello. Tuttavia la tappa di
importanza cruciale (in rosa) & la medesima
in entrambe le reazioni: I'aggiunta

di un protone (in azzurro) a un intermedio
del substrato (in rosa) fornito da un residuo
di lisina dell'enzima (E) oppure,

nella reazione inversa, la formazione

di un intermedio in seguito alla sottrazione
di un protone dall’atomo di carbonio
adiacente al gruppo carbossilato.
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Figura 4.10 Sequenza aminoacidica
consenso e struttura secondaria dei motivi
ricchi di leucina di tipo A e di tipo B. «X»
indica qualsiasi aminoacido; «a» indica un
aminoacido alifatico. I residui conservati
sono evidenziati in grassetto nel tipo B.
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della formazione del lattone dell’acido muconico, che catalizza una reazione
affatto diversa (Figura 4.9b) che perd, analogamente alla prima, implica la
formazione di un intermedio attraverso la sottrazione di un protone. La
sequenza aminoacidica dei 350 residui di questi due enzimi ha mostrato
un’identita del 26%, dimostrando chiaramente che essi sono evolutivamente
correlati. Confrontando nei dettagli le due strutture, Petsko ha trovato somi-
glianze significative nella regione del sito attivo che catalizza la sottrazione

“del protone e la formazione dell'intermedio e di differenze sostanziali in

quelle regioni del sito attivo responsabili della specificita di substrato,

Questi risultati sono compatibili con una storia evolutiva in cui la nuova
attivita enzimatica della mandelato racemasi si & evoluta a partire da un pre-
esistente enzima che catalizza la reazione chimica di base di sottrazione del
protone e di formazione di un intermedio. Mutazioni successive hanno
modificato la specificita di substrato mentre hanno mantenuto la capacita di
catalizzare la reazione chimica di base. Le proprieta chimiche sono un
importante fattore che deve essere mantenuto durante I'evoluzione di nuovi
enzimi, mentre la specificita puo essere modificata. Sembrerebbe percid che
enzimi relativamente non specifici, che possono essere esistiti nelle fasi pre-
coci dell’evoluzione oppure essere occasionalmente comparsi in seguito a
ridisposizioni genetiche casuali, possono essere considerati come 'argilla a
partire dalla quale la natura scolpisce nuovi enzimi. Per mantenere l'attivita
enzimatica originaria e contemporaneamente consentire il fenomeno della
divergenza, in qualche momento il gene precursore dell’enzima in questione
deve preventivamente essere duplicato.

Recentemente, altre forti evidenze che proteine con nuove funzioni si
evolvono attraverso il processo della duplicazione genica seguita dalla com-
parsa di modificazioni per mutazione, sono state fornite dall'esame della
sequenza genomica del batterio Haemophilus influenzae, il primo organi-
smo a vita autonoma di cui sia stato completamente sequenziato il genoma.
11 confronto delle sequenze cosi determinate ha mostrato che delle 1680 pro-
teine identificate codificate da tale genoma, almeno un terzo sono correlate a
una o piu altre proteine codificate nel genoma e percid derivano attraverso
processi che implicano duplicazioni geniche.

Le strutture a/f a botte sono particolarmente adatte ad andare incontro a
tale strategia evolutiva poiché specificita di substrato e funzione catalitica
risiedono in regioni loop separate dai residui delle a eliche e dei filamenti p
che partecipano alla stabilizzazione strutturale di questi domini. Tali enzimi
dovrebbero altresi essere eccellenti soggetti per I'attivita di ingegneria gene-
tica in vitro. Cambiando la lunghezza delle regioni loop del sito attivo e spe-
cifici residui delle stesse, dovrebbe essere possibile produrre nuove specifi-
cita di substrato senza modificare la stabilitz dell'impalcatura strutturale e

\

quindi dell’enzima. \

Motivi strutturali ricchi di leucina formano un ripiegamento a/f

a ferro di cavallo ||

Motivi ricchi di leucina — sequenze aminoacidiche omologhe in tandem di
circa 20-30 residui — sono stati identificati in studi di sequenze di oltre 60

~— filamento § —~ loop ~— flewenio

2 D 12 17 » 24
(fipo A) NH,-X-L-E-X-L-X-L-X-X-C-X-L-T-X-X-X-C-X-%-L-X-X-a-1-X-X-X-X~

(tipo B) NH;-X-L-R-E-L-X-L-X-X-N-X-L-G-D-X-G-@-X-X-L-X-X-X-L-X-X-P-X-X
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differenti proteine, tra cui recettori, fattori di adesione cellulare, fattori di
virulenza batterica e molecole implicate nello splicing dell'RNA e nella ripa-
razione del DNA. La struttura ai raggi X di un membro di questa classe di
proteine, un inibitore della ribonucleasi, & stata determinata da Johann Dei-
senhofer e collaboratori all’Universitd del Texas, Dallas. I 456 residui ami-
noacidici della catena polipeptidica sono disposti a formare 15 motivi ricchi
di leucina in tandem di due tipi che si alternano lungo la catena: il tipo A,
costituito da 29 residui, e il tipo B, formato da 28 residui. Inoltre, all'estre-
mita della catena esistono due brevi regioni con sequenze non omologhe. La
sequenza consenso di queste ripetizioni omologhe (Figura 4.10) indica che
entrambi i tipi di ripetizioni contengono una caratteristica disposizione di
residui di leucina che, come vedremo, svolgono un’importante funzione
strutturale.

Ogni ripetizione forma una struttura f-loop-a destrorsa simile a quelle
rrovate nelle due altre classi di strutture a/p descritte in precedenza. Ripeti-
zioni sequenziali di motivi f-loop-a sono unite una all’altra in modo simile
z quelle che si trovano nelle strutture a/f a botte. I filamenti f formano un
foglietto P parallelo e tutte le « eliche si trovano su uno dei due lati del
foglietto p. Tuttavia, i filamenti 3 non formano una struttura chiusa a botte
ma piuttosto una struttura aperta incurvata che ricorda un ferro di cavallo,
con le a eliche all’esterno e il foglietto f che forma la parete interna del ferro
di cavallo (Figura 4.11). Un lato del foglietto & rivolto verso le a eliche e
partecipa alla formazione del core idrofobo tra le a eliche e il foglietto B,
mentre l'altro lato del foglietto p & esposto al solvente, una caratteristica che
lo distingue da altre strutture a/f.

I residui di leucina presenti in questo motivo ricco di leucina formano
un core idrofobo tra il foglietto f3 e le « eliche. I residui di leucina 2, 5 e 7
[vedi Figura 4.10) appartenenti al filamento B del motivo si impaccano con-
tro i residui di leucina numero 20 e 24 della « elica formando la parte prin-
cipale della regione idrofoba. Fa parte di questo core idrofobo anche il resi-
duo di leucina 12 della regione loop, cosi come il residuo 17 dell’a elica,
che di solito & idrofobo (Figura 4.12).

I residui di leucina 2, 5, 7, 12, 20 e 24 del motivo sono invarianti nelle

Figura 4.11 Disegno schematico della
struttura dell’inibitore della ribonucleasi.
La molecola, costituita da motivi fi-loop-a
ripetuti, ricorda un ferro di cavallo formato
all’interno da un foglietto p parallelo a

17 filamenti e all'esterno da 16 « eliche.

11 foglietto f§ & colorato in rosso chiaro,

le a eliche in celeste e i loop dei motivi
p-loop-a in arancione, (Modificato da

B. Kobe et al. Nature 366: 751-756, 1993.)

filamento

p

Figura 4.12 Disegno schematico che illustra
il ruolo dei residui conservati di leucina
(in verde) dei motivi ricchi di leucina nella
stabilizzazione del modulo strutturale
B-loop-a. Nell'inibitore della ribonucleasi,

i residui di leucina 2, 5 e 7 del filamento
si impaccano contro i residui di leucina 17,
20 e 24 dell'a elica e con il residuo di
leucina 12 del loop formando un core tra il
filamento P e I« elica.
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Figura 4.13 Nei domini con struttura «/§
aperta ruotata, il sito attivo si trova in una
fessura localizzata esternamente
all'estremita carbossilica dei filamenti f.
Questa fessura & formata da due regioni loop
adiacenti che collegano i due filamenti con
a eliche presenti su facce opposte del
foglietto f. Cio & illustrato dalle dita curvate
delle due mani (b), in cui la meta superiore
delle dita rappresenta le regioni loop mentre
la meta inferiore rappresenta i filamenti f.

1l cilindro rappresenta un ligando
posizionato nella fessura di legame.
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ripetizioni sia di tipo A sia di tipo B dell’inibitore della ribonucleasi. L'esa-
me di oltre 500 ripetizioni in tandem in 68 differenti proteine ha mostrato
che anche i residui 20 e 24 possono essere idrofobi mentre i restanti quattro
residui di leucina si trovano in tutte le ripetizioni. Sulla base della struttura
cristallina dell'inibitore della ribonucleasi e dell'importante ruolo struttura-
le di questi residui di leucina, & stato possibile costruire modelli strutturali
plausibili di numerose altre proteine contenenti motivi ricchi di leucina
come i domini extracellulari dei recettori della tireotropina e delle gonado-
tropine.

Le strutture «/p a foglietto aperto ruotato presentano « eliche su
entrambi i lati del foglietto f

Le strutture a/f appartenenti alla seconda classe presentano a eliche su
entrambi i lati del foglietto B; cio ha almeno tre importanti conseguenze. In
primo luogo, in queste condizioni non si puo formare una struttura chiusa a
botte a meno che i filamenti  non vengano a racchindere completamente le
a eliche su un lato del foglietto p. Strutture di questo tipo tuttavia non sono
mai state ritrovate ed & assai improbabile che possano esistere dato che
sarebbe necessario un gran numero di filamenti § per racchiudere anche una
sola « elica.

1 filamenti B sono invece disposti a formare un foglietto f aperto e ruota-
to, come mostrato nella Figura 4.1b.

In secondo luogo, esistono sempre due filamenti f§ adiacenti (il numero 1
e 3 nella Figura 4.2b) all'interno del foglietto §, nel punto in cui i collega-
menti col filamento successivo si trovano su lati opposti rispetto al foglietto
f: un loop al di sopra ed uno al di sotto. Questa disposizione genera una fes-
sura compresa tra i due loop ed esterna al margine del foglietto p (Figura
4.13). In questa classe di proteine o/} pressoché tutti i siti di legame si trova-
no localizzati in fessure di questo tipo presenti sul margine carbossilico del
foglietto B, come vedremo piti dettagliatamente piit avanti. (Definiamo mar-
gine carbossilico del foglietto il margine formato dalle estremita carbossili-
che dei filamenti (3 paralleli che formano il foglietto stesso.)

In terzo luogo, nelle strutture a foglietto aperto le « eliche si trovano
strettamente aderenti ai due lati del foglietto 3. Ciascun filamento p fornisce
quindi parte delle catene laterali idrofobe che ne permettono I’associazione
con le a eliche in modo da formare due regioni simili con core idrofobo, una
su ciascuna superficie del foglietto f.

(a)
fessura
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Le strutture a foglietto p aperto presentano differenti topologie
Abbiamo gia visto come tutti i domini con struttura «/f} a botte siano simili,
presentando la medesima disposizione di base, costituita da otto a eliche ed
Htto filamenti B. Nel caso dei foglietti o/ aperti esiste invece una variabilita
di struttura molto maggiore, come risulta ovvio sulla base di semplici consi-
ierazioni di geometria; poiché i filamenti p formano un foglietto [ aperto,
jueste strutture non sono limitate da vincoli geometrici per quanto riguarda
il numero di filamenti f che ne possono far parte, che infatti pud variare da
quattro a dieci. Inoltre non & necessario che, nel foglietto f3, i due filamenti {5
uniti'da un collegamento trasversale siano tra loro adiacenti, sebbene sia
oreferito come elemento strutturale di base il motivo p-o-f in cui i due fila-
menti } sono adiacenti. Infine possono esistere foglietti f misti nei punti in
-ui collegamenti a forcina determinano la presenza di filamenti p antiparal-
leli in mezzo a filamenti B paralleli. Tutte queste variazioni di disposizione
sono state ritrovate in strutture reali, alcune delle quali sono illustrate nelle
Figure 4.14a-d. Esistono quindi numerose variazioni sul tema strutturale di
base a sei filamenti f paralleli (Figura 4.1b).

Nelle strutture a/p & possibile prevedere la posizione del sito attivo

n precedenza @ stata descritta una relazione generale tra struttura e funzio-
ne, relativa alle strutture a/f} a botte; esse presentano tutte il sito attivo nella
medesima posizione rispetto alla loro comune struttura, sebbene possiedano
funzioni e sequenze aminoacidiche diverse. Possiamo adesso chiederci se
relazioni simili esistano anche per le strutture a/f} aperte, nonostante la mag-
siore variabilita della struttura di queste. E possibile prevedere la posizione
del sito attivo sulla base delle strutture di molte proteine a/f a foglietto
aperto?

In quasi tutte le oltre 100 strutture o/f note di questa classe il sito attivo
si trova in corrispondenza del margine carbossilico del foglietto f. I residui
funzionali sono forniti dalle regioni loop che collegano I'estremita carbossi-
lica dei filamenti f con quella aminica delle a eliche. Per quanto riguarda
queste caratteristiche esiste quindi una somiglianza di fondo tra le strutture
/B a botte e quelle a foglietto aperto.

Nonostante queste somiglianze, la forma generale del sito attivo si pre-
senta notevolmente diversa; le strutture o/f aperte, al contrario di quelle a
notte, non possono infatti formare siti attivi a forma di imbuto, mentre for-
mano fessure presenti all’estremita del foglietto f. Queste fessure compaiono
quando esistono due collegamenti adiacenti che si trovano su lati opposti
del foglietto . Delle due regioni loop di questi collegamenti, una fuoriesce
1al filamento [ cui appartiene venendo a sporgere al di sopra del foglietto f3,
mentre I'altra viene a sporgere al di solto; tra le due viene quindi a formarsi
una fegsura (vedi Figura 4.13) entro cui viene a trovarsi il sito attivo, o una
varte di questo. La posizione di queste fessure & determinata dalla topologia
del foglietto b e pud essere prevista da un diagramma topologico. Tali fessu-
e possono essere individuate in corrispondenza delle posizioni in cui in
questi diagrammi 'ordine dei filamenti & invertito; di cid & possibile render-
=i facilmente conto cercando nel diagramma il punto in cui i collegamenti
provenienti dalle estremitd carbossiliche di due filamenti B adiacenti hanno
direzioni opposte, uno verso sinistra e 'altro verso destra. Esaminiamo il
primo dei due diagrammi mostrati nella Figura 4.14.

La prima struttura, quella della flavodossina (Figura 4.14a), presenta una
disposizione con queste caratteristiche tra i filamenti 1 e 3; infatti il collega-
mento proveniente dal filamento 1 & diretto verso destra mentre quello pro-
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Figura 4.14 Esempi di tipi diversi di struttura a/f} aperta ruotata; per ciascuna sono
miportati sia il disegno schematico della struttura che il corrispondente diagramma
wpologico. Le frecce indicano i filamenti del foglietto § mentre i rettangoli
simboleggiano le a aliche. (a) La flavodossina, una proteina redox legante I'FMN.

®! L'enzima adenilato chinasi, che catalizza la reazione AMP + ATP= 2ADP, la cui
struttura & stata determinata alla risoluzione di 3,0 A nel laboratorio di Georg Schulz
22 Heidelberg, Germania. (c) 11 dominio di legame dell’ATP dell'enzima glicolitico
esochinasi, che catalizza la fosforilazione del glucosio. La struttura di questo enzima
 <:ata determinata alla risoluzione di 2,8 A nel laboratorio di Tom Steitz

2 Universita di Yale. (d) I’enzima glicolitico fosfoglicerato mutasi, che catalizza

i trasferimento di un gruppo fosfato dall’atomo di carbonio 3 all’atomo di carbonio 2
2=l fosfoglicerato, La struttura & stata determinata alla risoluzione di 2,5 A

=24 lahoratorio di Herman Watson all'Universita di Bristol, Gran Bretagna. (Modificato
<z |. Richardson.)

veniente dal filamento 3 & diretto verso sinistra. Nel diagramma schematico
cella Figura 4.14a possiamo vedere come le corrispondenti a eliche si trovi-
=o sui lati opposti del foglietto B. Tloop che collegano i filamenti § 1 e 3 con
le rispettive « eliche formano la porzione principale della fessura deputata
2! legame del coenzima FMN (flavin mononucleotide).

La seconda struttura, quella dell’adenilato chinasi (Figura 4.14b) presen-
tz due di tali disposizioni, una su ciascun lato del filamento (1. Il collega-
mento tra i filamenti 1 e 2 & diretto verso destra mentre quelli che partono
dai filamenti 3 e 4, adiacenti ai primi due, sono entrambi diretti verso sini-
stra. In questa disposizione vengono a formarsi fessure sia tra i filamenti § 1
& 3 che tra i filamenti 1 e 4. Una di queste fessure viene cosi a formare parte
2=l sito di legame per ' AMP, mentre 'altra costituisce parte del sito di lega-
me per I'ATP che catalizza la formazione di ADP da AMP e ATP.

In un diagramma topologico, disposizioni di questo tipo vengono indica-
t= come punti di inversione topologica (topological switch points): nel 1980
2 ipotizzato da Carl Branden a Uppsala, Svezia, che la posizione del sito
#tivo potesse essere prevista in base alla presenza di tali disposizioni. In
tutie le strutture a/ff determinate da allora & stato dimostrato come almeno
una parte del sito attivo & contenuta in fessure definite da disposizioni del
tipo di quelle viste. In tutte le proteine o/f & quindi possibile prevedere la
posizione approssimativa del sito attivo’e di eventuali regioni loop che par-
tecipino alla formazione di questo. Invece, per le proteine appartenenti alle
a'tre due classi principali, quelle ad o elica e quelle con struttura 3 antipa-
rzllela, non & possibile definire regole di predizione di questo tipo.

Esamineremo ora alcuni esempi che illustrano la relazione esistente tra
diagrammi topologici di alcune proteine a/f, i loro punti di inversione topo-
logica e i residui che prendono parte al sito attivo. Questi esempi sono stati
scelti perché rappresentano tipi diversi di strutture a/f a foglietto aperto.

La tirosil-tRNA sintetasi ha due diversi domini («/p + «)

Una delle tappe principali della biosintesi delle proteine si realizza grazie
zll'azione di un gruppo di enzimi detti aminoacil-tRNA sintetasi che cataliz-
zzno una reazione a due stadi in cui ciascun aminoacido viene ad essere
lezato alla specifica molecola di RNA transfer. In un primo tempo I’aminoa-
cido viene attivato ad opera dell’ATP trasformandosi nel corrispondente
aminoaciladenilato, che rimane legato all’enzima; quindi il complesso enzi-
ma aminoaciladenilato reagisce con il tRNA per formare 1'aminoacil-tRNA.
La struttura della sintetasi specifica per I'aminoacido tirosina & stata
determinata alla risoluzione di 2,7 A nel laboratorio di David Blow a Lon-
dra. Un disegno schematico di questa struttura (Figura 4.15) mostra i primi
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Figura 4.15 Disegno schematico della
struttura dell’enzima tirosil-tRNA sintetasi,
che catalizza il legame della tirosina al suo
specifico RNA transfer. La regione centrale
del dominio catalitico (in rosso e verde)

€ una struttura a/f aperta ruotata con cinque
filamenti § paralleli. 1l sito attivo & formato
dai loop che partono dall'estremita
carbossilica dei filamenti {3 2 e 5 che sono
collegati con « eliche presenti su facce
opposte del foglietto p. Nel caso in cui due
filamenti f siano collegati da pil di una

u elica, come accade per esempio

per i filamenti 4 e 5, nel diagramma
topologico queste « eliche sono
rappresentate da un solo rettangolo.
(Modificato da T.N. Bhat et al. J. Mol. Biol.
158:702, 1982.)

Figura 4,16 Rappresentazione schematica
del sito attivo della tirosil-tRNA sintetasi.

1l tirosiladenilato, il prodetto della prima
reazione catalizzata dall’enzima, si trova
legato a due regioni loop formate dai residui
38-47, che formano il loop che si trova dopo
il filamento B2, e dai residui 190-193, che
formano il loop che segue il filamento ps5.
Le porzioni tirosinica e adenilica

del substrato sono legate su lati opposti

del foglietto 5 esternamente alle estremita
carbossiliche dei filamenti 5 2 e 5.

© §8-08-14936+

320 residui di una delle subunita di questa molecola dimera. Gli ultimi 10
residui nella struttura cristallina appaiono privi di ordine e non sono visibi-
li. Nella molecola esistono essenzialmente due diversi domini, un domini
a/f (in rosso e verde nella Figura 4.15) che lega I'ATP e la tirosina, ed ur
dominio ad « elica (in blu) la cui funzione non & nota.

Applichiamo ora a questo diagramma topologico (Figura 4.15) le regols
di previsione della posizione del sito attivo nelle strutture o/f. Il foglietto |
& costituito da sei filamenti dei quali uno, il numero 1, & antiparallelo rispet-
to agli altri; questi ultimi, paralleli tra loro, sono disposti in modo assa:
simile alla disposizione che assumono nel ripiegamento del dominio di lega-
me per i nucleotidi (Figura 4.1b), tuttavia in questo caso 'ordine dei fila-
menti €6 5 2 3 4, I'a elica 2,3 (che collega i filamenti f 2 e 3) e I'a elica 3.4
si trovano su un lato del foglietto § (le eliche di colore rosso della Figurs
4.15) mentre le a eliche 4,5 e 5.6 (eliche verdi) si trovano sull’altro lato. I
punto di inversione si trova quindi tra i filamenti p 2 e 5. Possiamo prevede-
re che il sito attivo si trovi all'esterno dell’estremita carbossiterminale dei
filamenti 3 2 e 5 e che le regioni loop che collegano questi filamenti con l¢
loro rispettive « eliche partecipino al legame dei substrati. In queste regioni
loop sono contenuti rispettivamente i residui 38-47 e 190-193. Il sito attive
dell'enzima & stato identificato nella struttura cristzllina facendo diffondere
la tirosina e I’ATP nei cristalli. i

Nel cristallo le molecole dell’enzima mantenzono la loro attivitd, cosic-
ché il primo prodaotto della reazione. il tirosiladenilato pud formarsi e rima-
nere legato all’enzima data 'assenza del tRNA.

La posizione del tirosiladenilato legato all’enzima & stata determinata
analizzando le mappe di densita elettronica di questo complesso. La posizio-
ne di questo ligando & stata determinata subito dope la formulazione delle
regole predittive ricordate in precedenza: in questo modo fu dimostrato che
la regione in cui la molecola si lega era esattamente guella prevista in base a
tali regole. Le regioni loop 38-47. che segue il Slamento B2, e 190-193, che
segue il filamento B35, circondano una fessura in cmi si legano le molecole
dei substrati (Figura 4.16). 1l fosfato e lo zmechess della molecola si legano
con legami a idrogeno agli atomi di azoto dells catema principale apparte-
nenti rispettivamente ai residui 38 e 192: questa porzione della molecola del
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ibstrato risulta quindi molto vicina al punto di inversione. Il substrato si
“zova in posizione divaricata sul margine del foglietto B, in modo tale che le
=<tremitad di questo rappresentate dalla tirosina e dall’adenina vengono a tro-
warsi su facce opposte del foglietto B. I substrato interagisce anche con altre
rezioni presenti a questa estremita del foglietto f, in particolare con i residui
173-177 della « elica che collega i filamenti f§ 4 e 5 e, inoltre, con alcuni
residui del filamento 2. La Figura 4.17 mostra una rappresentazione sche-
matica della posizione del legame del substrato tirosina (in rosso) in relazio-
== a queste regioni della struttura della proteina; invece la Figura 4.18 rap-
oresenta la posizione dei legami a idrogeno importanti per il legame del sub-
=rato,la cui conoscenza ha fornito la base per i bellissimi esperimenti di
=utagenesi sito-specifica che Alan Fersht ha effettuato a Londra su questo
sistema.
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La carbossipeptidasi & una proteina a/p in cui é presente
un foglietto  misto

Le carbossipeptidasi sono enzimi contenenti zinco che catalizzano 1'idrolisi
<1 polipeptidi agendo sul legame peptidico che lega il residuo C-terminale.
La forma A dell’enzima bovino & una proteina monomera formata da 307
r=sidui aminoacidici la cui struttura ¢ stata determinata nel 1970 nel labora-
torio di William Lipscomb all’Universita di Harvard e quindi ulteriormente
rzffinata fino alla risoluzione di 1,5 A. Gli studi biochimici e di cristallogra-
fa ai raggi X condotti su questo enzima hanno dimostrato che I'atomo di
zinco @ essenziale per 'atlivita catalitica dell’enzima, dato che provvede a
legare 1'ossigeno carbonilico del substrato. Questo legame indebolisce il
legame C'=0 sottraendo elettroni all’atomo di carbonio e quindi facilita la
rottura del legame peptidico adiacente. Quella della carbossipeptidasi & una
siruttura a singolo dominio insolitamente grande formata da un foglietto
misto costituito da otto filamenti f§ (vedi Figura 4.19) in cui sono associate
a eliche su entrambi i lati. Alcune delle regioni loop sono molto lunghe e si
zvvolgono intorno alla parte regolare presente al centro della struttura.

Figura 4.17 Disegno schematico del legame
della tirosina alla tirosil-tRNA sintetasi.

Le regioni colorate corrispondonao ai raggi
di van der Waals degli atomi che si trovano
in uno strato della struttura ai due lati
dell'anello della tirosina. La tirosina legata
& rappresentata in rosso; il filamento f2

e l'inizio della seguente regione loop sono
in verde; la regione loop 189-192

¢ rappresentata in giallo; in marrone

¢ rappresentata una parte dell’o elica nella
regione loop 173-177.

A

4 Figura 4.18 Le catene laterali della

tirosil-IRNA sintetasi che formano legami a
idrogeno col tirosiladenilato. I residui in
verde appartengono al filamento f2 e alla
regione loop immediatamente successiva;

i residui in giallo sono parte del loop che
segue il filamento f5, mentre quelli marroni
appartengono all’a elica che precede

il filamento B5. (Modificato da T. Wells

e A. Fersth, Nature 316: 656, 1985.)
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Figura 4.19 Rappresentazione schematica e
diagramma topologico della struttura
dell’enzima carbossipeptidasi. La regione
centrale del foglietto § misto contiene
quattro filamenti § paralleli adiacenti, quelli
numero 8, 5, 3 e 4, con un ordine di
filamenti che risulta invertito tra i filamenti
5 e 3. L'atomo di zinco presente nel sito
attivo (il circoletto giallo) & legato alle
catene laterali presenti nelle regioni loop
che si trovano esternamente alle estremita
carbossiliche di questi due filamenti f. La
prima parte della catena polipeptidica &
colorata in rosso mentre le porzioni
successive sono colorate rispettivamente in
verde, blu e marrone. (Modificato da J.
Richardson.)

filamento B3

Figura 4.20 Rappresentazione dettagliata
dell’ambiente intorno allo zinco nella
carbossipeptidasi. Lo zinco presente nel sito
attivo si trova legato ai residui His 89 e Glu
72, che sono parte della regione loop
presente all’esterno del filamento p2. Allo
zinco & legato anche His 196, I'ultimo
residuo del filamento f5.

© 88-08-14936~

I quattro filamenti centrali del foglietto f sono paralleli con un ordine
dei filamenti 8 5 3 4 (vedi Figura 4.19); I'ordine risulta quindi invertito una
volta ed esiste un punto di inversione al centro di questo foglietto B, tra i
filamenti f§ 5 e 3, dove possiamo aspettarci che sia localizzato il sito attivo.

Questa & precisamente la zona in cui si trova I'atomo di zinco importante
per la catalisi; questo atomo & localizzato esattamente nel punto di inversio-
ne e saldamente ancorato alla parte proteica attraverso tre ligandi apparte-
nenti alle catene laterali dei residui His 69. Glu 72 e His 196 (Figura 4.20).
L'ultimo residuo del filamento B3 & il residuo 66. I due ligandi dello zinco,
His 69 e Glu 72, si trovano quindi all'inizio della regione loop che collega
questo filamento f con la sua corrispondente a elica. L'ultimo residuo del
filamento 5 @ il terzo ligando dello zinco. His 196.

In questa struttura, le regioni loop adiacenti al punto di inversione anzi-
ché fornire una cavita per il legame con il substrato ospitano l'atomo di
zinco che fa parte del sito attivo. Il punto essenziale in questo caso & che I'a-
tomo di zinco e il sito attivo si trovano nella posizione prevista al di fuori
del punto di inversione relativo ai quattro filamenti § paralleli centrali, seb-
bene questi filamenti costituiscano solo una piccola porzione della struttura
complessiva della molecola.

Questo tipo di disposizione, in cui un sito attivo costituito da filamenti p
paralleli & affiancato da filamenti p antiparalleli, & stata ritrovata in numero-
se altre proteine o/ff contenenti foglietti f§ misti.
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Lz proteina legante I'arabinosio ha due domini «/f simili

Lz proteina legante I’arabinosio appartiene a un gruppo di proteine localiz-
zate nello spazio periplasmatico presente tra la membrana cellulare interna
=d esterna di batteri Gram negativi quali E. coli. Queste proteine sono costi-
suenti di sistemi di trasporto attivo di vari zuccheri, aminoacidi e ioni. La
proteina legante 1'arabinosio partecipa al trasporto di questo zucchero; essa &
costituita da una singola catena polipeptidica di 306 residui aminoacidici
ripiegata a formare due domini di struttura e topologia simili (Figura 4.21),
come © stato dimostrato nel laboratorio di Florante Quiocho a Houston,
Texas, che ha determinato la struttura della proteina legata all’arabinosio ad
=na risoluzione di 1,7 A. In entrambi i domini i primi cinque filamenti §
sono paralleli e I'ordine dei filamenti & invertito una sola volta, con il punto
<i inversione localizzato, in entrambi i domini, tra i filamenti f 1 e 3.

Un disegnoe schematico che pone in relazione legami e topologia dei
“omini & fornito nella Figura 4.21b. Un totale di 12 residui aminoacidici in
ciascun dominio risultano impegnati a formare un complesso reticolo di
legami a idrogeno con gli atomi di ossigeno dell’arabinosio legato (Figura
<.22). Dalla topologia di questi domini possiamo prevedere che a queste
interazioni dovrebbero partecipare i residui del loop tra i filamenti $ 1 e 3
di entrambi i domini. In effetti partecipano a questi legami cinque residui
presenti nella regione loop che si trova dopo il filamento 1 in entrambi i
domini (raffigurati in rosa nella Figura 4.22) e tre residui che si trovano
nella regione loop dopo il filamento B3 nel secondo dominio (raffigurati in
verde). I rimanenti quattro residui (raffigurati in giallo) provengono tutti
dalla regione loop che, in entrambi i domini, segue il filamento p4 e sono
spostati di un filamento p rispetto al punto di inversione. Entrambi i domini
quindi partecipano in misura approssimativamente uguale al legame dello
zucchero in corrispondenza del margine carbossilico dei foglietti f, esterna-
mente al punto di inversione a livello del quale I'ordine dei filamenti risulta
invertito.

Figura 4.21 La catena polipeptidica della
proteina di legame dell’arabinosio di E. coli
contiene due domini { aperti ruotati di
struttura simile. Una rappresentazione
schematica di uno di questi domini &
mostrata in (a). I due domini sono orientati
in modo che le estremita carbossiliche dei
filamenti B paralleli vengono a fronteggiarsi
trovandosi su lati opposti rispetto a una
fessura in cui viene a legarsi la molecola
dello zucchero, come & illustrato nel
diagramma topologico (b). [(a) Adattato da J.
Richardson.]
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Figura 4.22 Disegno schematico del
complesso reticolo di legami a idrogeno
formati tra le catene laterali di residui polari
della proteina legante I’arabinosio e la
molecola dell't-arabinosio. | residui che
interagiscono con lo zucchero formano

a loro volta legami a idrogeno tra di loro,
con altri residui oppure con singole
molecole di acqua. I residui di colore rosa
e verde si trovano in regioni loop che, in
base al diagramma topologico, & possibile
prevedere che formino il sito legame.
Iresidui in giallo appartengono a regioni
loop adiacenti. (Modificato da C.F. Sams
et al. Nature 310; 429, 1984.)
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Come la proteina legante 'arabinosio, alcune altre proteine sono costitui-
te da due domini a/f a foglietto aperto formati da una singola catena poli-
peptidica. In quasi tutti questi casi il sito attivo & presente in una fessura
compresa tra i due domini. I domini sono orientati in modo che i margini
carbossilici di entrambi i foglietti B sono orientati verso il sito attivo. Regioni
loop adiacenti al punto di inversione presente in entrambi i domini parteci-
pano alla formazione del sito attivo. In reazioni enzimatiche a cui prendono
parte due diverse molecole di substrato, tali molecole si legano a domini
diversi il cui orientamento ¢ tale da portare le molecole in reciproca prossi-
mita rendendo possibile la catalisi della reazione. In altre proteine i due
domini legano regioni diverse dello stesso ligando; esempi di questo secon-
do caso sono rappresentati da proteine batteriche leganti gli zuccheri.

Conclusioni

Quelle a/f sono le pin frequenti e regolari tra tutte le strutture proteiche:
esse possono venire suddivise in tre classi. In una & presente un core centra-
le formato di solito da otto filamenti [} paralleli disposti in stretta vicinanza,
come le doghe di una botte, circondati da otto « eliche; la seconda classe @
caratterizzata da un foglietto [} aperto e ruotato di tipo parallelo o misto, con
a eliche su entrambi i lati del foglietto. La terza classe & costituita da motivi
ricchi di leucina in cui un numero rilevante di filamenti B paralleli forma un
foglietto B curvato in cui tutte le a eliche si trovano all’esterno del foglietto.
La struttura o/f a botte & una delle pin grandi e regolari tra quelle dei
domini essendo costituita da circa 250 aminoacidi. Fino ad ora essa & stata
ritrovata in oltre 20 diverse proteine con funzione e sequenza aminoacidica
completamente differenti. Tali proteine sono tutte enzimi la cui struttura ¢
modellata su una comune impalcatura costituita da otto filamenti  paralleli
circondati da otto « eliche. Tutti questi enzimi presentano il sito attivo in
posizioni assai simili, cio# in fondo ad una tasca a forma di imbuto creata
dai loop che collegano il terminale carbossilico dei filamenti f con quello
aminico delle a eliche. In ogni caso, la specificita dell'attivita enzimatica &




4. Strutture e/ 73

& 55-08-149366

“eterminata dalla lunghezza e dalla sequenza aminoacidica di queste regioni
“wop che, d’altra parte, non contribuiscono a stabilizzare 1'impalcatura della

proteina.

La struttura a ferro di cavallo & formata da ripetizioni omologhe di motivi
micchi di leucina, ognuno dei quali forma un'unita p-loop-a. Queste unita
-no collegate in modo che i filamenti f vengono a formare un foglietto f
aoerto curvato che ricorda la forma di un ferro di cavallo, con le a eliche

1
1

'esterno del foglietto B e I'interno esposto al solvente. I residui invarianti

= leucina di questi motivi formano la maggior parte della regione idrofoba 4

le a eliche e il foglietto p.

Le strutture a foglietto «/f} aperto variano considerevolmente per quanto
rizuarda dimensioni, numero di filamenti 3 e ordine dei filamenti. Indipen-
erntemente da questa variabilita, esse tuttavia presentano tutte il sito attivo
corrispondenza del margine carbossilico di filamenti B, e tale sito attivo &
=limitato dalle regioni loop che assicurano il collegamento tra filamenti § e
=liche. Sotto questo aspetto, le strutture a foglietto «/p aperto sono simili a
:elle a/f a botte, sebbene nelle prime la regione del sito attivo sia creata in
odo diverso, originando in quelle zone, esterne al margine carbossilico del
glietto B, in cui due loop adiacenti si trovano su lati opposti del foglietto.
posizione di queste regioni pud essere prevista dai diagrammi topologici.
:nque, per le proteine con struttura {3 a botte e con struttura o/f a foglietto
=rto sono note le regole che pongono in relazione la struttura complessiva
!la proteina con la posizione generale dei siti funzionali di legame.

ooit, P.C., et al. A functionally diverse enzyme superfamily
that abstracts the @ protons of carboxylic acids. Science 267:
1159-1161, 1995.
nden, C.-1. Relation between structure and function of o/f§
proteins. Q. Rev. Biophys. 13: 317-338, 1980.
=oner, S.E. Gene duplications in H. influenzae. Nature 378:
140, 1995,
=hen, F.E., Sternberg, M.J.E., Taylor, W.R. Analysis and predic-
tion of the packing of a-helices against a f-sheet in the ter-
tiary structure of globular proteins. /. Mol. Biol. 156: 821-
862, 1982.
z-ber, G., Petsko, G.A. The evolution of w/B-barrel enzymes.
Trends Biochem. Sci. 15: 228-234, 1990.
2. J., Chothia, C. Packing of u-helices onto B-pleated sheets
znd the anatomy of a/f-proteins. J. Mol. Biol. 143: 95-128,
1980.
ava, ALV, Vassarl, G., Wodak, S.J. Modelling of the three-
dimensional structure of proteins with the typical leucine-
rich repeats. Structure 3: 867-877, 1995.
sters, L, et al. Structural principles of parallel {3 barrels in pro-
teins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 3338-3342, 1988.
sters, 1., Wodak, S.J., Pio, F. The design of idealized «/p-bar-
rels: analysis of B-sheel closure requirements. Proteins 7:
249-256, 1990.
sk. AM.,, Branden, C.-I., Chothia, G. Structural principles of
«p barrel proteins: the packing of the interior of the sheet.
Proteins 5: 139-148, 1989.
urzin, A.G., Lesk, A.M., Chothia, C. Principles determining the
structure of f sheet barrels in proteins. J. Mol. Biol. 236:
1369-1400, 1994.
lsson, L., Nordstrém, B., Branden, C.-I. Structural and functio-

nal similarities within the coenzyme binding domains of
dehydrogenases. J. Mol. Biol. 89: 339-354, 1974,

Richardson, J.S. p-sheet topology and Lhe relatedness of pro-
teins. Nature 268: 495-500, 1977.

Richardson, J.S. Handedness of crossover connections in f§
sheets. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73: 2619-2623, 1976.

Sternberg, M.J.E., et al. Analysis and prediction of structural
motifs in the glycolytic enzymes. Phil. Trans. R. Soc. Lond.
B293: 177-189, 1981.

Sternberg, M.J.E., Thornton, .M. On the conformation of pro-
teins: the handedness of the connection between parallel
p-strands. J. Mol. Biol. 110: 269-283, 1977.

Strutture specifiche

Brick, P., Bhat, T.N., Blow, D.M. Structure of tyrosyltRNA
synthetase refmed at 2,3 A resolution. Interaction of the
enzyme with the tyrosyl adenylate intermediate. /. Mol. Biol.
208: 83-98, 1988.

Campbell, J.W., Watson, H.C., Hodgson, G.I. Structure of yeast
phosphoglycerate mutase. Nature 250: 301-303, 1974.

Carrel, H.L., et al. X-ray structure of p-xylose isomerase from
Streptomyces rubiginosus at 4 A resolution. J. Biol. Chem.
259: 3230-3236, 1984,

Dreusicke, D., Karplus, P.A., Schulz, G.E. Refined structure of
porcine adenylate kinase at 2,1 A resolution. J. Mol. Biol.
199: 359-371, 1988,

Eklund, H., et al. Three-dimensional structure of horse liver
alcohol dehydrogenase at 2,4 A resolution. /. Mol. Biol. 102:
27-59, 1976.

Gilliland, G.L., Quiocho, F.A. Structure of the L-arabinose-bin-



74 4. Strutture a/f

ding protein from Escherichia coli at 2,4 A resolution. J. Mol.
Biol. 146: 341-362, 1981.

Goldman, A., Ollis, D.L., Steitz, T.A. Crystal structure of muco-
nate lactonizing enzyme at 3 A resolution. /. Mol. Biol. 194:
143-153, 1987,

Hofmann, B.E., Bender, H., Schulz, G.E. Three-dimensional
structure of cyclodextrin glycosyltransferase from Bacillus
circulans at 3,4 A resolution. J. Mol. Biol. 209: 793-800,
1989.

Hyde, C.C., et al. Three-dimensional structure of the tryptophan
synthase a, 3, multienzyme complex from Salmonella typhi-
murium. . Biol. Chem. 263: 17857-17871, 1988,

Knight, S., Andersson, 1, Branden, C.-l. Crystallographic analy-
sis of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase from spinach at
2,4 A resolution. Subunit interactions and active site. /. Mol.
Biol. 215: 113-160, 1990.

Kobe, B., Deisenhofer, J. Crystal structure of porcine ribonuclea-
se inhibitor, a protein with leucine-rich repeats. Nature 366:
751-756, 1993,

Lebioda, L., Stec, B., Brewer, .M. The structure of yeast enolase
at 2,5 A resolution. An 8-fold B + a barrel with a novel
ppac(Ba)s topology. /. Biol. Chem. 264: 3685-3693, 1989.

Lim, L.W., et al. Three-dimensional structure of the iron-sulfur
flavoprotein trimethylamine dehydrogenase at 2,4 A resolu-
tion. J. Biol. Chem. 261: 15140-15146, 1986.

Lindqvist, Y. Refined structure of spinach glycolate oxidase at 2
A resolution. J. Mol. Biol. 209: 151-166, 1989.

Mancia, F, et al. How coenzyme B, radicals are generated: the
crystal structure of methylmalonyl-coenzvme A mutase at 2
A resolution. Structure 4: 339-350, 1996. A

Matsuura, Y., et al. Structure and possible catalytic residues of
taka-amylase A. J. Biochem. 95: 697-702, 1984.

Mavridis, LM., et al. Structure of 2-keto-3-deoxy-6-phosphoglu-

€ B8B-08-14936-=

conate aldolase at 2,8 A resolution. /. Mol, Biol. 162: 41=
444, 1982,

Muirhead, H., et al. The structure of cat muscle pyruvate kinase
EMBO J. 5: 475-481, 1986,

Neidhart, D.]., ef al. Mandelate racemase and muconate lacton
zing enzyme are mechanistically distinct and structurall-
homologous. Nature 347: 692-694, 1990.

Priestle, ].P., et al. Three-dimensional structure of the bifunctic-
nal enyme N-(5-phosphoribosyl) anthranilate isomerase
indole-3-glycerol-phosphate synthase from Escherichia co!:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5690-5694, 1987.

Rees, D.C., Lewis, M., Lipscomb, W.N. Refined crystal structurs
of carboxypeptidase A at 1,54 A resolution. J. Mol. Biol. 16¢
367-387, 1983.

Rouvinen, J., et al. Three-dimensional structure of cellobioh:
drolase Il from Trichederma resei. Science 249: 380-38¢
1990.

Schneider, G., Lindqvist, Y., Lundqvist, T. Crystallographic ref:-
nement and structure of ribulose-1,5-bisphosphate carbox-
lase from Rhodospirillum rubrum at 1,7 A resolution. J. Mo.
Biol. 211: 989-1008, 1990.

Steitz, T.A., et al. High resolution x-ray structure of yeas
hexokinase, an allosteric protein exhibiting a non-symme-
tric arrangement of subunits. J. Mol. Biol. 104: 197-222
1976.

Sygusch, J., Beaudry, D.. Allaire. M. Molecular architecture o
rabbit skeletal muscle aldolase at 2.7 A resolution. Proc
Natl. Acad. Sci. USA 84: 7846-7850, 1987.

Uhlin, U, Eklund, H. Structure of ribonucleotide reductase pro-
tein R1. Nature 370: 553-559, 1994.

Xia, Z.-X., et al. Three-dimensional structure of flavocytochroms
b, from baker's yeast at 3,0 A resolution. Proc. Natl. Acad
Sci. USA 84: 2629-2633, 1987.

N .













_.,,v_.‘ﬁ._ﬁ._._. ...
4 SRR PN EPRN T






























































































































































































