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Metabolismo dell’azoto

Aminoacidi Animali
superiori
. . Batteri fissatori
Nitrati dell’azoto
NH5, Urea
Batter Batteri
o nitrificanti
Nitriti
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto

Ciclo dell’azoto
AEROBIOSI

Assimilazione del nitrato

NO,"

NITRIFICAZIONE
(Batteri nitrificanti)

NO3-

FISSAZIONE N , Azoto
DELL'AZOTO NH4 organico
NOZ' (Procarioti)

DENITRIFICAZIONE
(Batteri)
NO

N,

N,O —
ANAEROBIOSI

Respirazione del nitrato
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Metabolismo dell’azoto

e L’azoto € presente nei composti organici in
forma ridotta.

NH,*
¢ Nell’'ambiente I'azoto € presente in forma

ossidata
N, NO;
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Metabolismo dell’azoto

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

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

NO5;- — NH,*
- Fissazione dell’azoto (avviene nei procarioti

sia autonomi che simbionti di eucarioti)
N, - NH,*
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Assimilazione del nitrato

e Nelle piante verdi (eucarioti) I'assimilazione
del nitrato avviene in due successivi passaggi:

(0]
N. +2H* + 2e » \. +HO
0" "0 Nitrato reduttasi "0
Respiratoria - EC 1.7.99.4
NADH - EC 1.7.1.1
NAD(P)H - EC 1.7.1.2
NADPH - EC 1.7.1.3
Ferredossina - EC 1.7.7.2
Cyt - EC 1.9.6.1

N. + 8H* + 6e >
"0 Nitrito reduttasi
NAD(P)H - EC 1.7.1.4
Ferredossina - EC 1.7.7.1
Cytc- EC1.7.2.2

H/'NTH + 2H,0

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012
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Nitrato reduttasi

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

e Contiene come cofattori:

s
(0] H 0
- FAD ’ L wg
~
- Cofattore molibdeno = )N\ | s ©
- i NS
Citocromo bg H,N N T
H
o o
N

N.  +2H"+ 2e _ +H,0
0”0 - ~ 0

2NADH 2NAD+
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Nitrato reduttasi
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Nitrato reduttasi

Cofattore molibdeno

Dominio catalitico
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Nitrato reduttasi

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

e La catena di trasferimento elettronico:

2Cyt b
NADH vt D57y

Mo6+

(Fe**)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012
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5. e

. 4

AXA § X FADH, AXA (Fe+++) Mo4+ O’N\\O
. H 2Cyt b, (\)7

NAD 5 \‘S FAD . N\\O
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Nitrito reduttasi

H
N._ + 8H* + 6e > H/,{lj + 2H,0
Nitrito reduttasi ''|{ H
NAD(P)H - EC 1.7.1.4
Ferredossina - EC 1.7.7.1

Cytc- EC1.7.2.2
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Nitrito reduttasi EC 1.7.1.4

e La nitrito reduttasi
presente nei cloroplasti
agisce attraverso la
ferredossina ridotta
dalla fotosintesi,

e Il trasferimento di
elettroni coinvolge un
gruppo siroeme nel
quale il ferro complessa ,,
lo ione nitrito che viene
ridotto a ione

Ferredossina Fe,S,

ammonio. (Fer (Fe™)
Ferredossina Fe,S,

(Fe+*) (o)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -15-

Fissazione dell’azoto

e Avviene nei procarioti che possono
essere sia simbionti di piante superiori
che avere vita autonoma

e Requisiti essenziali per la fissazione
dell’azoto:

- Un riducente
e ferredossina, EC 1.18.6.1
e flavodossina, EC 1.19.6.1

- ATP
- Anaerobiosi
- Meccanismi di regolazione

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -16 -




Il complesso enzimatico della nitrogenasi

e Il complesso enzimatico della nitrogenasi &
composta di due proteine entrambe richieste
per |'attivita:

- La nitrogenasi reduttasi e
- La nitrogenasi

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

che, legando due molecole di ATP e una

ferredossina, genera un elettrone che viene
trasferito alla nitrogenasi.

e La nitrogenasi, catalizza la reazione:
N, - 2NH,*

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto

-17 -

Il complesso enzimatico della nitrogenasi

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

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

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

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

e La ferredossina puo essere rimpiazzata dalla flavodossina
(EC 1.19.6.1).

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi

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

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

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

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

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto

- 19 -

Il complesso enzimatico della nitrogenasi

e Nitrogenasi reduttasi: un enzima che opera in
anaerobiosi (sensibile all O,), peso molecolare 60KD,
contiene un centro Fe,S,.

NADH
piruvato
hu
Ferredossina Nitrogenasi
(Fet++) reduttasi
(Fe*™)
Ferredossina Nitrogenasi
(Fe++) reduttasi
(Fet+++)
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Il complesso enzimatico della nitrogenasi

: un enzima Fe Mo

Nitrogenasi EC 1.18.6.1

o~
T
+
T
+|
=
rlr
T
o
.
HH
o~
o
[9) W
n—L N
\y/ T
Q. 0] o~

o
o
+

2H*
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Nitrogenasi

His
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Regolazione della nitrogenasi

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

¢ Il regulone nif comprende:

i geni strutturali per il complesso della
nitrogenasi,

i geni per il complesso FeMo,

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

diversi geni regolatori.

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Regolazione della nitrogenasi

e La nitrogenasi e sottoposta a una
regolazione molto rigorosa.

- La fissazione dell'azoto ¢ inibita da 0,

- dalla presenza di azoto combinato, NH;, NO,
e alcuni aminoacidi.

e La regolazione avviene soprattutto a
livello della trascrizione:

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

e repressa dalla proteina NifL, (regolazione
negativa)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Regolazione della nitrogenasi

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

-

Espressione di
nif

|
@

Nitrogenasi

m » 2NH,* + H,

16 ATP 16 Pi + 16 ADP

N, + 10H* + 8e-

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Nitrogenasi reduttasi

e Il sistema della nitrogenasi € regolato anche a livello
della reduttasi attraverso la formazione di un derivato
ADP-ribosilato:

e Nicotinamide °

Nitrogenasi NH, Nitrogenasi
reduttasi ~ o reduttasi
ATTIVA | _ INATTIVA
NAD* N

NAD*-dinitrogeno-

reduttasi ADP-D-ribosil
* HJ\/ transferasi

4 EC 2.4.2.37 o
Arg1ot « Arg?tot
NH
NH "/J\
HN,’J\ ADP-ribosil-[dinitrogeno HN .
NH, N reduttasi] idrolasi H,0 5
N EC 3.2.2.24 O\Q’OH
1. O wOH N
N Ny Gruppo ~ N oH
ADP-ribosile| Ny I 2
HO OH N
- H,N
ADP-ribosio
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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N
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AMMONIO

NH; + H* - NH,*

Destino di NH,*

Carbamilfosfato NH,*
sintasi I
EC 6.3.4.16
2ATP + HCO5"
2ADP + Pi + 2H* ) 0
e °
Glutamato °©
deidrogenasi a-chetoglutarato
EC1.4.1.2 NADH
H,N EC 1.4.1.3 NAD(P)H
%o\ _0 EC 1.4.1.4 NADPH
o P~o (GDH)
° H,0 NAD*
Carbamilfosfato NAD(P)* Glutamina
NADP* sintasi
o o EC6.3.1.2

(GS)

Glutamato

,HN

ATP

I} WO
NH+ ﬁ\
ADP + Pi

(0]

NH,+

Glutamina

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Tre enzimi

NH,*

Carbamilfosfato
sintasi I

2ATP + HCO5"

a-chetoglutarato
NADH
NAD(P)H
NADPH

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

Carbamilfosfato

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

ATP

NH,+

Glutamato ADP + Pi

NH,+

Glutamina

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Carbamilfosfato sintasi I (EC 6.3.4.16)

Carbamilfosfato NH,*
sintasi I

EC 6.3.4.16

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

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

HZN%O o - Una molecola di ATP fosforila il carbammato
~pL -
°  5° H,N )
Carbamilfosfato %O
o)
¢ N-acetiglutamato & un attivatore allosterico
essenziale 0 0
o} o}
0 H
CH,
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Carbamilfosfato sintasi I (EC 6.3.4.16)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -31-

Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

NH,*

R A/\
« E un esamero \
e Tre diversi enzimi " Ciclo di
che usano NADH o /O,Wo Krebs
Acetil-CoA

NADPH o uno dei Glutamato o

due deidrogenasi a-chetoglutarato
" EC1.4.1.2 NADH
EC1.4.1.3 NAD(P)H \/,

e EC1.4.1.2 ~ NADH

EC1.4.1.4 NADPH

EC 1.4.1.3 - NAD(P)H (GDH)
* (P) H,0 < NAD*
e EC 1.4.1.4 — NADPH 2 NAD(P)*

. ) NADP*
¢ Puo operare sia nella o
via biosintetica che Of“w(io
degradativa. NH, +
Glutamato

NADPH NADP*

e Nel secondo caso ¢ attivata
allostericamente da ADP e inibita da

NADH NAD* GTP.

GTP ° OADP

a-chetoglutarato Glutamato

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -32-
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Glutamato deidrogenasi (GDH) (EC 1.4.1.X)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Destino di NH,*

NH,*+

Carbamilfosfato

sintasi I
EC 6.3.4.16
2ATP + HCO5
2ADP + Pi + 2H* B ?
/0 o
Glutamato a-chetos I?Jtarato
deidrogenasi 9
EC1.4.1.2 NADH
H,N EC 1.4.1.3 NAD(P)H
%0\ _0 EC 1.4.1.4 NADPH
Pl 4" (GDH)
o el
o H,0 4/ \‘ NAD*
Carbamilfosfato NAD(P)* Glutamina
NADP* sintasi
— EC6.3.1.2
9 % (GS) ATP
O’WO
NH,+ \
Glutamato ADP + Pi
A,
HN o
NH,+
Glutamina

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto
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Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)

e Dodecamero
e Meccanismo:

A )
+
H/N\H — H/;\l.
H H
(0]
] - o) - o}
°  aTP ADP AN Pi NH,
H NH;+ H NH,+ H NH;+
o] o o
(¢] 4 o
Glutamato Glutamina
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -35-

Glutamina sintasi (GS) (EC 6.3.1.2)

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -36 -
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Correlazione e competizione tra GDH e GS

NH,*

e La K, perloione ‘
ammonio & diversa:
GDH

K., (GDH) > K, (GS) -
¢ la conseguenza & che foﬁwc%o
Ci si trova in carenza dg“;rtg;”:nt;s_‘ a-chetoglutarato o
di glutamato che EC 1.4.1.2 NADH
viene consumato pitt 141 NomPIH
in fretta di quanto la (GDH)
. H.0 NAD*
GDH riesca a 2 \‘NAD(P)‘r Glutamina
produrlo. NADP* sintasi
— EC6.3.1.2
e Vi & un sistema di O,WO iy
ripristino del NH,+ \
glutamato a spese Glutamato ADP + Pi
dell’a-chetoglutarato 3
e della glutamina. LHN o
NH,+
Glutamina
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -37-
e L’enzima coinvolto &
la Glutamato GOGAT
Ossoglutarato
Amino Trasnsferasi NH,*
(GOGAT).
¢ Gli equivalanti
riducenti sono 0 o
diversi: /dwo
o
o NADH nel lievito a-chetoglutarato
NADH
¢ NADPH nei batteri NAD(P)H
Ferredossina
e Ferredossina ridotta
ridotta nelle
. id f
piante. iy Cammine
o o EC 6.3.1.2
Glutamato Ossoglutarat (GS) ATP
u:nmiooTr:izgel:a:[a ¢ 2 07W0 ’\
EC1.4.7.1 NH;+
(GOGAT) Glutamato \’ ADP + Pi
o ,
NH,+
Glutamina
-38 -
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Regolazione allosterica della GS

e La glutamina € un componente centrale nella
biosintesi degli aminoacidi e dei nucleotidi,

e La sua sintesi & estremamente regolata:

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

- In modo covalente,
- Attraverso la regolazione genica.

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

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

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -40 -
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Regolazione allosterica della GS

W 2 Glutamato
Glicina \*)ko, Carbamilfosfato

NH,

[}

I
o]

Alanina M

/2:0

o]

e, \
(o]
i / ¢
o
Serina HO/\HkCF \Z\KNHZ

b s <~ \
Istidina Q
N -
¢ ] °
N NH,
/
H

Triptofano

Glucosamina-6-fosfato

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -41 -

Regolazione covalente della GS

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

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

e E un meccanismo finemente regolato, non on-off.

0.0
Tyrse; /N fN NH,
o O
o o0 N—7 \
“H N
12 12 ATP 12 PPi | N
= OH
OH
L _ 12
v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -42 -
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Regolazione covalente della GS

* Nella regolazione covalente
sono coinvolti due enzimi:

- Il complesso adenililtransferasi,
un tetramero di 11kD che
viene regolato covalentemente
attraverso il legame con il
gruppo uridile:

a-KG GIn
12 ATP ° e 12 PPi

Adenilil
transferasi:P;;,

Pra - Uridil-Pyp Gin
.. . . GS ATTIVA Uridil . GS meno ATTIVA
- L'uridiltransferasi che catalizza T, deadenilata etransferasn Tyrg,-0-AMP
a-KG GIn

la formazione di Uridil-Pyyp

¢ Lo stato di P;; controlla la
direzione in cui
I'adenilitransferasi agisce.

Adenilil
transferasi:uridil-Py;,

0
 L'adenililtransferasi (nelle due e Gin a-ke
forme) e l'uridiltransferasi sono
regolate in modo allosterico da
a-chetoglutarato e glutamina.

12 Pi

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -43 -

Regolazione genica della GS

e Il gene che codifica per GS (G/nA) ¢ attivato solo se uno
specifico attivatore della trascrizione NR; & fosforilato
(NRI_PO3“

)
NR, Pi
NR;-PO ;- H,0

o

GIuUA ———

ATP
ADP
Glutamina

sintasi

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -44 -
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Biosintesi degli aminoacidi

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

e Piante, batteri e lieviti:

NO5; - NH,* - glutamato - Aminoacidi

e Nei mammiferi:

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

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

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto -45 -

Biosintesi degli aminoacidi

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

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

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

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto - 46 -
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Transaminazione

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

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

Piridossina Piridossal fosfato Piridossamina fosfato
(Vit Bg) (PLP) (PMP)
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Meccanismo della transaminazione
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H it f |
11 OH P OH
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‘ H
|
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H,0
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o 0O
M achetoacido
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Meccanismo della transaminazione

Aminoacido, NH,, u \& —_—
Iy
H
Aldimina

|
)
HooN -
R‘Yi
0
A Ho
| PLP-enzima

[
-
NHE O
Aminoacido,

\& a-chetoacido
/ N
N — |

H
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Meccanismo della transaminazione

PLP legato
alla Lys
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> aKA,

PLP legato allo
ione ammonio

. lurche\oa:wdoz

aKA,
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Biosintesi degli aminoacidi

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

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

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

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

Famiglia del piruvato:
e Ala, Val, Leu

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

Dal fosforibosilpirofosfato:
e His
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Degradazione degli aminoacidi

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

demoliti. Proteine
1Proteo|isi
Aminoacidi
. —~ ™
Catena Liasi NH
(deaminasi) +
ycarboniosa “ =D Urea
¢ Acetil-CoA e NH;
o Acetoacetil- o ) o Altri
CoA AC|d|_graSS| - composti
e Piruvato Corpi chetonici azotati
e Intermedi ciclo Glucoso semplici
di Krebs
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Proteolisi

e Idrolisi del legame peptidico

- Nell'intestino dell'uomo sono presenti
diverse proteasi secrete da diversi organi
digestivi:

¢ Dallo stomaco: pepsina
¢ Dal pancreas: chimotripsina e tripsina

e Dall'intestino tenue: peptidasi intestinali (leucina
aminopeptidasi.

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto

-53-

Pepsina

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

kD): ]
Pepsinogeno

pH acido l 4)
Pepsina -42AA

..~AA-AA-AA-AA-...

AA + AA-AA + AA-AA-AA

e Taglia con maggior frequenza legami tra aminoacidi
aromatici, Met, Leu e produce peptidi e pochi aminoacidi
liberi.
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Chimotripsina e tripsina

Chimotripsinogeno Tripsinogeno
14— Enterochinasi

/| Tripsina + peptide 6 AA N-terminale
Chimotripsina + 2 peptidi

|

Tr
Arg TyFI)‘
Lys Phe

| !
%N * N *
A e R
o H R o H R
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Peptidasi intestinali

Procarbossipeptidasi A e B

|

Carbossipeptidasi Leucina aminopetidasi

Leu
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I PROTEIN DIGESTION AND ARSORPTION
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Ossidazione degli aminoacidi

e La degradazione degli Ala

aminoacidi € un processo
complesso che coinvolge
un numero molto grande
di intermedi:

e Catena Carboniosa

e Azoto ammoniacale:
- Urea
- NH;

e Azoto basi azotate:
— Acido urico
- Urea
- NH,

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012

Ser

Gly
Thr
Trp

co,

Glucoso Acetil

Asn —» Ossalacetato
Asp

Phe
Tyr

Succinil-CoA

Ile
Met
Val

co,

Metabolismo dell'azoto

Ile
Leu
Thr
Trp

Piruvato

-CoAg—= Acetoacetato

Leu
Lys
Citrato Phe
Tyr

Asp —» Fumarato KREBS Isocitrato

co,
a-chetoglutarato ¢

Arg

Gin

Glu

Pro

His
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Azoto

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

AA, + a-chetoacido, - a-chetoacido; + AA,
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o Azoto .
o _
(0]
Asp NH.+ Ossalacetato
o- ’ °
o o
o
H,C
H,C
NH;+ N
Ala 3 0 s o) Piruvato
0 o= o _
o
(o}
> o
H,G + «— +
CH, o NH,+ HyG
o o- CH,
Leu \
NH,+ fo) o a-chetoisocaproato
o- {0}
o a-chetoglutarato Glu o-
o
OH
OH
Tyr NH,+ p-idrossifenilpiruvato
o- {0}
o o
o
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Azoto

Ossalacetato

3
NH;+
Ala O;gi ? Piruvato
o
H,C +
CH,
Leu
NH;+ a-chetoisocaproato
o- -
o a-chetoglutarato Glu (o]
(0]

OH
Tyr NH,+ p-idrossifenilpiruvato
o= - {0}
o o
o
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Transaminazione

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

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

Piridossina Piridossal fosfato Piridossamina fosfato
(Vit Bg) (PLP) (PMP)
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Base di Shiff con
I'enzima
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H
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O"R?O X OH Base di Shiff con

o | I'aminoacido

E

[0) o]

M achetoacido
[e]

R

Metabolismo dell'azoto

Meccanismo della transaminazione

fCHo),
NH,+
R
Yi°
0 Ho N
|
P OH
o |
N e
H
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Meccanismo della transaminazione
R‘{S/iu
HzN "
! o N RV\\(io
|
)
| % Aldimina ‘ N ‘
(e b \
b -
R‘Yio
\&PLP-enzima HH ‘N
) N
. " Chetimina [
O N
r:n,»f o H
Aminoacido, \kchemacidm
5
R o R’ o
N HA_NH,+
\& ®
! il
Chetimina ~ H
\ ) Aldimina R"\(i
| H. N
- ( e
B ‘ .- a-chetoacido
.
I =
H
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Meccanismo della transaminazione

PLP legato
alla Lys

N 4
AA, > aKG,
PLP legato allo
ione ammonio
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Meccanismo della transaminazione

Tasca
idrofobica

Asp,,,

a-elica
dipolo

e Il PLP e legato alla Lys come base di Shiff

v. 1.4.2 © gsartor 2001-2012 Metabolismo dell'azoto - 66 -

33



Meccanismo della transaminazione

(\A’ Intermedio

H 4= tetraedrico
‘O Tyras
O\H/’ \©\/
R Tasca
Arg,ee \0, idrofobica
(6}
a-elica | & Asp,,,

dipolo

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

H
N
% __o HZN’< Arg

o-chetoacido \Aﬂ\/f NH,+
o~ o LyS;sg
H

NH,+ N
N\( 2
K// NH, NH;+ H / Piridossamina
[0} H
Arg /] ‘O Tyryos
0’//"\ o .~
NH+ & © H
HN NH, 5t ,‘\‘ CH,
H. Tasca
Arg,ee \0, idrofobica
O
a-elica | & Asp,,,
dipolo

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

Asp,,,
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PLP

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

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

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

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

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

Ciclo dell’'urea

Eliminazione dell’azoto

NH,+

e La forma molecolare con la quale T
viene eliminato da un organismo NH,
dipende dalla disponibilita di acqua: N

e Ammonio: Ammoniotelici
- Invertebrati acquatici NmojO NH

e Urea: Ureotelici o7 T T o
- Pesci, anfibi, bivalvi di acqua dolce T

¢ Acido allantoico

N o]
- Alcuni teleostei O# f /t

Ammonio

Urea

Acido allantoico

Allantoina
. NN o
e Allantoina Wk
- Molluschi, insetti, mammferi (non TO
primati) *{N
. . . . g ; ;
e Acido Urico: Uricotelici 0:<N [ ] Acidourico
N [e]
- Insetti, vermi, rettili, uccelli, primati. W b
Disponibilita di acqua b\pume
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Eliminazione dell’azoto

4

Uccelli
Urea Marsupiali B;D
i Placentati

¢ Guanina Acida urico 4 Monotremi
i Ammonio Polmonati T
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i S
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s L gA——
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K
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Metazoo \%‘/
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Ciclo dell’'urea
24P 2ADP + P i Citrullina
i _ Carbamilfosfato L Caw
A
o, + NH, o=P—0_ _nh, Snn,
o "
o
Ornitina Trasportatore
(IN) o della citrullina
NH, +
NH,+ e
Citrullina  © Y
(oum) o NH, 2P
HN
Trasportatore ATP f
dell'ornitina =
Argininosuccinato PPi i \ )
sintasi 4 N
Ornitina EC6.3.4.5
(ouT)
X Aspartato
Mo urea , o
o T,
Arginasi - NH
EC3.5.3.1 NH,+ o =+
o .
HO o
Fumarato
_ Argininosuccinato
IHs+ a sintasi
DMNYMI ° EC 6.3.4.5
o N+ 0= AMP o
Arginina o=
NH,+ ;
N. O
Argininosuccinato °§)\N A o
liasi - N+ 7
o 2+
EC4.3.2.1
Argininosuccinato
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Ciclo dell’'urea

28TP 2ADP + Pi i Citrullina
o Carbamilfosfato Lo
M A
o, + NH p—o,
’ 7 carbamil-fosfato . 97 Y""z D,
sintasi o H
EC6.3.4.16 °
NH,+
Ornltlna NH,+ Trasportatore
Ornitina - della citrullina
krans carbamllasl o
3.3 o
NH3+
Cltrulllna
Nu, 2¢0
i i ATP Ha
dell ornitina N N
Argmmosuccmam / \ /)
N
Ornitina Ossalacetato eCosas
NH + (oUT) /v
Aspartato /o
° Urea Malato (0N
o= OWN o
NH, +
o Citrullil-AMP
Fumarato
Argininosuccinato
sintasi
Y o EC 6.3.4.5
NH,+ AMP o
Arginina
Argininosuccinato W
liasi un +
EC4.3.2.1 ©°
Argininosuccinato
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Ciclo dell’urea
2ATP 2ADP+ Pl Carbamilfosfato
€O, + NH Zp—o,
’ 7 carbamil-fosfato 97 Y""z
sintasi o
EC6.3.4.16

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

e Intervengono due molecole di ATP,

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

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

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

7 7 NH,
o o u o Y

o o

Bicarbonato Carbonil-fosfato Carbammato Carbamilfosfato

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

fosfato,
- L’'ammoniaca si lega e forma il carbammato liberando il
fosfato,
- La seconda molecola di ATP lega il carbammato
attivandolo.
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Ciclo dell’'urea

Citrullina

_ Carbamilfosfato piee

Q Q
oro . S,
o Y i

o

NH, +,

Ornitina /..f:m
(IN) Ornitina -
trans carbamilasi o
NH, + EC2.1.3.3 o
-

o

Trasportatore e Il carbamil-fosfato si lega

dell'ornitina

— all’'ornitina per formare la
YW eum citrullina.

e Queste due reazioni
avvengono nella matrice
mitocondriale dove I'ornitina
€ stata trasportata da un
trasportatore specifico
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Ciclo dell’'urea

Citrullina
. . . (IN)
e La citrullina viene S,
trasportata fuori dalla
matrice mitocondriale da .
B - della citrullina
un trasportatore iy
specifico e, nel
atop!asma, si combina ciruina WY
con l'aspartato per dare o p
I'argininosuccinato. annasuccnato \ m [
e L'enzima responsabile & s ﬁ
I’argininosuccinato B ool
sintasi che catalizza RORR Y
prima la formazione del = trulli-AMP
Citrullil-AMP a spese di Argininosuccinato
ATP e quindi il legame S
con |'aspartato. we o fé:
Argininosuccinato
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H 4
Ciclo dell’'urea
e Una liasi (Argininosuccinato liasi) promuove la scissione
dell’arginino siccinato in fumarato e arginina.
e L'arginina e anche precursore dell’ossido di azoto (NO).
OWHYNN, -~ o .
Argininosuccinato D%HWNK";EZO
EC4.3.2.1 ° o
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Ciclo dell’'urea

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

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

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

a-chetoacido Aminoacido

Ossalacetato

Aspartato

Malato 0:/%[;
Smarato o
OWHKT = 0 )
Arginina ! 0:121
Argininosuccinato DY\NH’K& Yo
EC4.3.2.1 ° o
Argininosuccinato
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H 4
Ciclo dell’urea
e Ornitina
o, NH+  (QUT)
° " owa ® L‘arginina viene infine
convertita in ornitina (OUT)
e e Urea da una arginasi.
’ Arginina e
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Ciclo dell’'urea

Q
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Ciclo dell’'urea e NO
24P 2ADP +Pi Carbamilfosfato Citrullina
o (IN)
A
€0, + NH, _Zp—o,
Carbamil-fosfato ~ 97 Y""’ N
sintasi o H
EC6.3.4.16 °
NHy+
Ornitina - N+ Trasportatore
(IN) Ornitina 7 o della citrullina
trans carbamilasi
NH,+ EC2.1.3.3 o
Trasportatore
dell'ornitina
0,+ .
Ornitina B
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NH,+ EC1.14.13.39 N sintasi
o OH
o. NH,+ . . O EC6.3.4.5
N-w-idrossi-L-arginina
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/ o NH,+ _
H,0+ Malato © °§)W A
Arginasi NADP* NH, + o NH+
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0, + inoaci o
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H0 - Argininosuc
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O%MN NH, ° EC 6.3.4.5
T e~ A .
Arginina o=
NH+ -
N. N
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liasi - N+ 2
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Argininosuccinato
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Catena carboniosa

Ala
Ser
Cys
Gly Ile
Thr Leu
Trp Thr
. Trp
Piruvato
co,
Glucoso Acetil-CoAg— Acetoacetato
Leu
Lys
Asn —» Ossalacetato Citrato Phe
Asp Tyr
Asp —» Fumarato KREBS Isocitrato
Phe
Tyr
v co,
Succinil-CoA a-chetoglutaratq__
Ile Arg
Met GIn
val Glu
Pro
co His
2
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