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P Struttura quaternaria delle proteine

del Sannio

Le proteine multimeriche sono caratterizzate da
una struttura di tipo quaternaria.

Sono enzimi, recettori, proteine d1 trasporto...

Esse sono composte da subunita simili (omomultimeri) o
diverse (eteromultimeri), che sono innanzitutto organizzate
In strutture di tipo terziario e poi si associano a formare
strutture complesse di tipo quaternario.
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P Struttura quaternaria delle proteine

del Sannio

L’ associazione tra le singole subunita si realizzano tra
superfici specifiche che hanno caratteristiche uniche
di complementarieta e affinita geometrica.

Queste interazioni si avvalgono della capacita di dette
subunita di formare legami deboli intramolecolari
ed intermolecolari:

-Interazioni idrofobiche;
-legami idrogeno;
-Interazioni elettrostatiche,

-forze di VVan Der Waals
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|| fattore principale che favorisce I’ associazione tra
subunita é la diminuzione dell’ entropia che si verifica
nel sistema costituito dal complesso multiproteico che

si sta formando.

La perdita di entropia, che si ha quando due subunita
perdono “la loro liberta”, € pagata, in termini
energetici, dalla compensazione derivante dalle
Interazioni deboli che si formano tra le subunita.
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Struttura quaternaria delle proteine

| vantaggi dell” assemblaggio delle subunita proteiche
In una struttura di tipo quaternaria sono:

1) Stabilita
2) Cooperativita positiva o negativa
3) Possibilita di formazione di nuove interfacce
di interazione
4) Efficienza funzionale (complessi multienzimatici)
5) Economia genetica
6) Efficienza strutturale (proteine del citoscheletro, virus).
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Un esempio : Aspartato transcarbammilasi
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Un esempio . Aspartato transcarbammilasi

@ Manual Moderno
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Un esempio : Aspartato transcarbammilasi

Catalytic component
sormipiising 3 subunits
recuslaioiy Comaensnt

compriging 2 subunits i
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Ciclo di Krebs

Il complesso enzimatico della piruvato deidrogenasi

Enzima E1 Enzima E2 Enzima E3
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Il complesso enzimatico della piruvato deidrogenasi

Q 0 -

CH,-C 000'\ Vil CHy-C~S-L-SH ~ ~ CoA oy
CHa—'C~s—c;oA\‘

Piruvato ' T
decatbo;s#asz ,,5,','?;22,’?,7:/5, ——— .
QH , SH Il gruppo acetilico, unito con
CO, < CH;-CH-TPP un legame tioestere alla catena
laterale di acido lipoico,

Lt L
< 'S *SH
[ . . . 7/ 4 / a4 e trasferito al CoA.
Il piruvato e decarbossilato 7 4 S
formando un derivato idrossietilico / 4 \ —~

S

D | La forma disulfidrilica dell’acido
lipoico e ossidata dalla diidrolipoil

‘ deidrogenasi FAD dipendente,

Igga?o al f:arbomo rgattlvo dglla FADH, FA
tiamina pirofosfato, il coenzima della / :
/£ Ditdrolipoil

piruvato deidrogenasi. 5 ’ fdeldrogenasi
con la conseguente rigenerazione

dell’acido lipoico ossidato.

N\

L'intermedio idrossietilico & ossidato NAD™ 7 % NADH + H'

mediante il trasferimento alla forma z

disulfidrilica dell’acido lipoico, legata Il FADH, della flavoproteina ridotta &

covalentemente alla diidrolipoil transacetilasi. riossidato a FAD in concomitanza con
la riduzione del NAD* a NADH.
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Struttura quaternaria delle proteine (1)

L a struttura quaternaria deriva dalle interazioni deboli (identiche a quelle che stabilizzano la
struttura terziaria) che si stabiliscono tra piu catene polipeptidiche (subunita) identiche o
diverse per dare complessi proteici tridimensionali chiamati oligomeri o multimeri
se il numero delle subunita € molto elevato

Struttura quaternaria della
emoglobina: oligomero con
quattro subunita a due a due
identiche (o,3,)

Rivestimento proteico
icoesaedrico di molti virus
sferici (poliovirus, rinovirus).
L'icoesaedro € un poliedro
regolare a 12 vertici con 20
facce a triangolo equilatero.
Multimero con subunita
identiche autoaggreganti
(risparmio di materiale
genomico)
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Emoglobina e mioglobina

Confronto tra una proteina a struttura terziaria (la mioglobina)
una a struttura quaternaria (1’emoglobina)
-Caratteristiche strutturali comuni

-Funzioni o ruoli comuni

-Differenze strutturali e funzionali
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Evoluzione proteica e trasporto di O2
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Emoglobina e mioglobina

Vista di lato

Residuo Piano
di istidina dell’anello
porfirinico
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Emoglobina e mioglobina
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Affinita del CO Affinita del CO
25.000 volte 250 volte quella
quella per I’O, In per I’O, In presenza

assenza della proteina  della proteina
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Emoglobina e mioglobina

Gruppo

Mioglobina Subunita 3
dell’emoglobina
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Emoglobina e mioglobina
gatd Curva di legame tra un ligando e una proteina qualsiasi avente un sito di legame

L] (unita arbitrarie)
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Curva d1 saturazione della mioglobina da parte dell’ossigeno

Pressione parziale

di O2 al livello degli
organi periferici

(per es. muscoli)

!
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Curva di saturazione della mioglobina e dell’emoglobina da
parte dell’ossigeno




Emoglobina e mioglobina

Mioglobina
Proteina
di trasporte

Po,, nei polmoni

Fo, nei tessuti

120
(a) Proteina di trasporto efficiente nel legame
ma inefficiente nel rilascio (curva di legame
iperbolica)
1.0

—

0.8
Micglobina
0.6
Proteina

di trasporto

6
0.4

0.2

! 1 J

0 80 120

(c) Proteira di trasporto efficiente sia nel
legame sia nel rilascio, grazie ad una
curva di legame sigmoide

6

Mioglobina

Proteina
di trasporto

0 120

(b) Proteina di trasporto efficiente nel rilascio
ma inefficiente nel legame (curva di legame
iperbolica)

1.0 -

S
Legame

0.8 forte

06 Transizione

. dauno stato
a bassa affinita
a uno ad alla
affinita

0.4

Legame debole

1 1 1 |
40 80 120
Poz, mm Hg
(d) La transizione tra gli stati di legame debole
e forle spiega la curva sigmoide
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Interazioni tra subunita nell’emoglobina




Emoglobina e mioglobina
Variazioni dei rapporti spaziali tra subunita nell’emoglobina
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Emoglobina e mioglobina
Variazioni de1 rapporti spaziali tra subunita nell’emoglobina




Emoglobina e mioglobina
Variazioni delle posizioni atomiche al livello dell’eme nell’emoglobina
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Emoglobina € mioglobina

Variazioni delle posizioni atomiche al livello dell’eme nell’emoglobina

o

Val FG5 Tensnone N Val FG5

Tensuone
Ten5|one/ \Tensmne
Ossigeno

(0 un altro ligando)
(a) Deossiemoglobina (stato T) (b) Transizione | (¢) Ossiemoglobina (stato R)
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Emoglobina e mioglobina

Variazioni delle posizioni atomiche al livello dell’eme nell’emoglobina

Val FG5
Leu FG3

Porfirina




Emoglobina e mioglobina
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e Modificazioni delle interazioni deboli nell’emoglobina dopo 1’ossigenazione

(a) Asp FG1

Subunita 3

~ o roo (VIR
Subunita o« Lys G5 ,
His HC3




Liniversita

Rl ~)lu(‘l
del Sannio

Emoglobina e mioglobina

Modificazioni delle interazioni deboli nell’emoglobina dopo I’ossigenazione

nssgenazinne

—

Asp G1 (9c

\T' IhrCa
H‘SFG‘!@ \_,.\,:/

B Co2 o

(@) Forma T (deossi) (6) Forma R (ossi)
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Emoglobina e mioglobina

pOs pOs
nei tessuti nei polmoni

Stato
ad alta affinita

Transizione
da bassa
ad alta affinita

Stato
a bassa affinita

8
pO, (kPa)




Emoglobina e mioglobina
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gz Modificazioni conformazionali in una proteina dopo 1’interazione con un ligando

Sito | Instabile
<73 di legame N P
Sy I Meno stabile

/ | Stabile

[ ligando non e presente.
| segmenti in colore rosa
sono flessibili; alcune di
queste conformazioni
facilitano il legame del
ligando. I segmenti
in verde sono stabili nello
) stato a bassa affinita,
‘ Ligando

Il ligando & legato
ad una delle subunita,
[ legame stabilizza una

’ conformazione ad alta
allinita del segmento flessi-
bile (mostrato ora
in verde). Il resto della
catena polipeptidica
assume una conformazione
a pin alta affinita,
La stessa conformazione
viene assunta e stabilizzata
nell’altra subunita
perinterazione
proteina-proteina,

La seconda molecola di
ligando si lega alla seconda
subunita. Questo secondo
legame avviene con maggior
allinita rispetto al primo,
generando cosi una coop-
erativita positiva,




Emoglobina ¢ mioglobina
Modificazioni conformazionali e legame di tipo cooperativo

SWOR@ @

STATOT
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Modello concertato Modello sequenziale
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Emoglobina e mioglobina

Aspetti di biochimica e fisiologia della respirazione

Polmone

Espirazione HO HLO

L i S el

HO+CO, ==CO, == HOO + H? = ‘ 2 =

anscdrasi anudrasi

carbanica carbonica

nspirZnne

HbO
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Emoglobina e mioglobina

s Modificazioni dell’affinita dell’emoglobina per 1’0, al variare del pH

4 6
pOs (kPa)
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Emoglobina e mioglobina

Emoglobina: un esempio di proteina allosterica ()

Interazioni eterotropiche tra Hb, H* e CO, (Effetto Bohr)

Nei tessuti 'aumento della [CO,] porta ad una diminuzione del pH. | protoni liberati favoriscono
la formazione di coppie ioniche in particolare His 146 - Asp 94 che stabilizzano la forma T

CO, + H,0 — HCO, + H*

Tessuti Polmoni
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D C terminale
do 3 + Protonazione g-@~
9, |
3 d:)g 2 ;j}—’Q._ ve
B, His 146 — || B, Asp 94
Inoltre la CO, si lega direttamente ai gruppi
amminicl liberi della Hb formando carbammati
che stabilizzano ulteriormente laforma T
38
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Emoglobina e mioglobina

Polmone

Espirazione HO HO

t | )

HO+CO, ==C0, ==—= HCO4 ; COL+F —
X .m:dr.u 1 -:ud rasi

carbonica carbonica

nspiZipne

=
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Emoglobina e mioglobina

ALVECLI POLMONARI
100 mmHg
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Emoglobina e mioglobina

TESSUTI 20-40 mmHg




Emoglobina e mioglobina

Forme di trasporto di CO, nel sangue

. Disciolta nel plasma (5-10% del totale)
2. Carbammato(5-10% del totaie)

3. Bicarbonato (70-80% de! totale)

COy + Hy0 == HyCOy4 = HCO; 4+ H*
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H

I
+ HN-C-C-
= I 1
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amming terminale




Emoglobina e mioglobina

Altre modulazioni

« LaCO,e il CI legano Hb

- CO,, forma carbammati con gruppi ~NH, (pid
sensibile la deossi)

R-NH, + CO, g—% R-NH-COCr + H'
H Effetto Bahr
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COO~
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H_(I:_O—POB_

H

2,3-Bisfosfoglicerato
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Emoglobina: un esempio di proteina allosterica (2

Interazioni eterotropiche tra Hb e 2,3 difosfoglicerato (DPG o BPG)

I 2,3DPG (un intermedio della glicolisi nel globulo rosso) con le sue 5 cariche negative si lega,
con altrettante cariche positive fornite dalle due subunita B, in una zona centrale dellHb
presente solo nello stato T. Per il principio di Le Chatellier I'equilibrio si sposta verso lo stato T
con conseguente diminuzione dell’affinita dell’'Hb per O,.

Glicolisi

Glucosio

|

Y
v
1.3-Bisfosfo- _ o
glicerato co
HCOP~
HC O P~

H
2,3-Bisfosfo-
- glicerato
W L///%\ H:,O
3-Fosfo- \

glicerato \\

<4
¢ PO4?_

< i : -
\ Lattato

S
b 4




Emoglobina e mioglobina

b Sl pO., nei pOs, nei
pO, nei  polmoni polmoni
tessuti (4500 m) (a livello del mare)

del Sannio

38%

30%

D mMm

BPG = §imM

I
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pO, (kPa)
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Emoglobina € mioglobina

Senza BPG

Con BPG

I ] | |
2() 40 60) S0 100

Pressione O, (pO, in torr)

Grado di saturazione

Emoglobina
fetale

Emoglobina
materna

O, passa dall ossi-
emoglobina materna
alla deossiemo-
globina fetale

Pressione O, (pO, in torr)
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Emoglobina: un esempio di proteina allosterica
Momento Emoglobina fetale (HbF) e DPG

della nascita

gﬁ?gﬁadggl?e HbF (ctyy5) non |ega DPG perché His 143 (carica +)‘,
globine « presente nel sito di legame del DPG della catena B, e
i '\ sostituita da Ser (neutra) nella catena v.

= Ne consegue che il sangue fetale, avendo una affinita
per O, maggiore del sangue adulto (c.,B3,), “strappa’

O, al sangue materno attraverso la placenta

1,0 Globuli rossi

fetali
Globuli rossi
materni

Catene della
famiglia delle
globine 3

50

o o
(o)) [ee)

Percentuale sul totale di catene globiniche
o
D

'O, passa
dall'ossiemoglobina materna
alla deossiemoglobina fetale

| J
50 100

pO, (Torr)

Y (saturazione frazionale)
o
N

o
[=)
o

Mesi prima o dopo la nascita
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Hb senza
CO2z e BPG

' Hb + CO2
~~ Hb + BPG

Hb + BPG + CO3

Sangue

©
=
o
e
=
[+
»
=
s

10 40 60

Pressione di ossigeno, mm Hg




Emoglobina e mioglobina

Introne Esone 2 Introne |Esone 3|

1 Passaggio 1: trascrizione

Pre-mRNA | I I | | I I

| | 1
[ introni Passaggio 2: maturazione (giuntatura)
mRNA 5| | 1 [ 2 3 ] |3

l Passaggio 3: traduzione

Dominio 1

Dominio 2 2 '

B-gIobina




Emoglobina e mioglobina

Numero del residuo 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10

Gene B normale .ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCC...

Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala

(a) Mutazione missense GTGCACCTGACTCCTGTGGAGAAGTCTGCC...
Val His Leu Thr Pro Va Glu Lys Ser Ala

(b) Mutazione nonsenso GTGCACCTGACTCCTGAGGAGTAGTCTGCC..

Val His Leu Thr Pro Glu Glu Stop

(¢) Mutazione della fase GTGCACCTGACOCCTGAGGAGAAGTCTGCC..

di lettura per delezione Val His Leu Thr Leu Arg Arg Ser Leu




Emoglobina e mioglobina

Sostituzione patologica

_ Sostituzione non patologica
Emoglobina
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Emoglobina normale




Emoglobina falciforme




Emoglobina e mioglobina

.

Angolo EF — 9 B, ,' @,

| | \

e, S
val6 —— ( W )

B, [ o /

| 5

(a) Fibra di Hb di una (b) Modello della fibra (c) Formazione della fibra
cellula falciforme




