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la settima, pubblicata dalla John Wiley & Sons,

e dopo 11 anni dall’'ultima corrispondente edi-
zione italiana, la quinta, pubblicata dall’EdiSES, nasce,
sempre per caparbio e convinto volere della EdiSES,
questa nuova edizione italiana, la sesta, profondamen-
te rielaborata e ristrutturata, tenendo in debito conto
un semplice e sostanziale obiettivo: pubblicare un te-
sto che meglio, e in maniera piu attinente, rispondesse
alle esigenze didattiche e ai saperi che la materia Bio-
chimica attualmente richiede principalmente nell'am-
bito dei Corsi di Laurea Magistrale (CLM) in Medicina
e Chirurgia.

A tale scopo, dopo aver analizzato i Piani di Studio,
ovvero i correnti Sillabi, pubblicati dagli svariati ate-
nei e redatti per i succitati corsi di laurea, sono stati
presi in considerazione e studiati, nei loro contenuti,
i Corsi Integrati dove e previsto I'insegnamento della
Biochimica, spesso suddiviso sotto forma di pitt Modu-
li Didattici. Infatti, i titoli e, di conseguenza, i contenuti
relativi alle PARTI II-VI del presente testo, si rifanno in
maniera molto rispondente proprio ai titoli oppure ai
contenuti che piu frequentemente ricorrono, in parte
o nel loro insieme, nei Moduli Didattici attinenti all'in-
segnamento della Biochimica svolto nei CLM in Medi-
cina e Chirurgia.

Per raggiungere tale obiettivo, come fondamentale
e indispensabile punto di partenza, e stato utilizzato
il testo base del Devlin, un testo che a livello interna-
zionale viene ampiamente utilizzato dagli studenti di
medicina, apportando allo stesso una serie di riarran-
giamenti, decurtazioni, aggiunte e modifiche che lo
potessero rendere maggiormente e pill pienamente
utilizzabile da parte, soprattutto, dei futuri medici/
chirurghi e quindi dei docenti del nostro Paese Italia,
ma ovviamente utilizzabile anche da parte di medici/
chirurghi gia impegnati nella propria professione e
pure da parte di ricercatori e di chiunque fosse inte-
ressato a estendere la proprie conoscenze nell’affasci-
nante mondo della Biochimica.

Tra le principali modifiche apportate, rispetto alle
ultime edizioni appunto del Devlin, vanno segnalate le
seguenti:

D opo 12 anni dall’'ultima edizione internazionale,

e l'aggiunta, ex novo, di una PARTE, la V: Fondamen-
ti di Biochimica Sistematica Umana, costituita da 7
capitoli (dal 24° al 30°), dedicata al metabolismo
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dei principali organi e tessuti del corpo umano. In
pratica, uno sguardo d’insieme alle specifiche vie
metaboliche attraverso le quali vengono suppor-
tate le funzioni fisiologiche di tali organi e tessuti.
Inoltre, viene mostrato come i vari organi e tessu-
ti cooperino tra di loro per soddisfare le esigenze
dell’organismo nella sua interezza, accennando, di
tanto in tanto, alle alterazioni che gli stessi organi e
tessuti subiscono con il cambio della dieta, oppure
il manifestarsi di un trauma, di una malattia, come
pure, ad esempio, durante l'esercizio fisico;

per rimarcare lo stretto nesso tra la Biochimica e la
Medicina - purtroppo spesso non opportunamente
o pienamente considerato né da una moltitudine di
studenti né da una cospicua parte anche di medici
affermati -, il testo inizia con le rilevanti correla-
zioni e integrazioni tra la Biochimica e la Medicina,
trattate appunto nel Capitolo 1, con la nutrita spe-
ranza che cio possa aiutare veramente gli studenti
a diventare in futuro i migliori medici possibili in
grado “di perseguire la difesa della vita, la tutela del-
la salute fisica e psichica dell'uomo e il sollievo della
sofferenza”;

data I'’enorme importanza in campo medico, all’ar-
gomento Mioglobina ed Emoglobina piu che dedi-
cargli un paragrafo, gli & stato riservato un intero
Capitolo, il 6°. Oltre all'interessante aspetto storico
legato al fatto che con il lavoro di Pauling e Itano
(Sickle cell anemia, a molecular disease, Science,
110, 543-548, 1949) per la prima volta si ottenne-
ro prove inconfutabili sul fatto che 'espressione di
una proteina anomala, in questo caso I'emoglobina
S (HbS), potesse essere collegata alla manifestazio-
ne di una malattia - e per la prima volta si comincio
a parlare di Biochimica delle Malattie Molecolari
-, basti pensare che, con oltre 700 varianti note di
emoglobine, le emoglobinopatie sono le malattie
geneticamente ereditarie pilu frequenti nella specie
umana;

analogamente a quanto riportato nel precedente
punto, considerando la notevole rilevanza che as-
sume la Bioenergetica nell’ambito della Biochimi-
ca, piu che dedicargli un paragrafo, anche a questo
argomento é stato riservato un intero Capitolo, il 7°
(Bioenergetica). Infatti, & risaputo che per assolvere
a tutti i compiti che la Vita richiede, le cellule viven-
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ti necessitano continuamente di catturare e con-
vertire I'energia, un compito affidato a una serie di
reazioni che producono energia e a un’altra serie
di reazioni che utilizzano energia, processi che nel
loro insieme possiamo tranquillamente condensa-
re in quello che si definisce metabolismo. Pertan-
to, lo studio della Bioenergetica ci permette di capi-
re meglio il perché delle molteplici trasformazioni
(bio)chimiche che avvengono negli esseri viventi,
dando corpo a quel meraviglioso e caratteristico
fenomeno dai tratti noumenici che noi chiamiamo
Vita;

a proposito di target molecolari di natura proteica,
osservando I'esteso interesse e la grande importan-
za che negli ultimi anni si sono visti crescere in ma-
niera veramente impressionante intorno ai fattori
di trascrizione, & stato aggiunto un apposito Capi-
tolo, il 17° (Il controllo trascrizionale del metabo-
lismo energetico) a essi dedicato e suddivisi, prin-
cipalmente, in base al loro modo di agire o meno
sul metabolismo: a) glucidico; b) lipidico; c¢) degli
amminoacidi;

dell’ex Capitolo 25: Digestione e assorbimento dei
principali nutrienti, sono stati ripresi, utilizzati,
aggiornati, riarrangiati e riposizionati solo i 3 pa-
ragrafi riguardanti la digestione e 'assorbimento:
a) delle proteine; b) dei carboidrati; c) dei lipidi.
In particolare, ogni specifico paragrafo € stato in-
serito all'inizio di ogni singolo capitolo che tratta,
separatamente, il metabolismo di questi principa-
li nutrienti. Con tale riposizionamento si offre una
visione allargata, pitt ampia, pit completa, soprat-
tutto piu attinente per quanto concerne la serie di
aspetti metabolici considerati nella loro quasi tota-
lita, di volta in volta, per ogni nutriente principale;
gli argomenti riguardanti sostanzialmente DNA,
RNA e traduzione, che nelle precedenti edizioni
erano distribuiti in vari capitoli, sono stati riuniti,
condensandone abbondantemente i contenuti, nei
3 attuali capitoli posti alla fine del testo (31-33) e
che costituiscono la PARTE VI: [l flusso dell’informa-
zione genetica. Questa scelta di ridurne i contenuti
e porli alla fine del testo e dettata dalla constata-
zione che tali argomenti, pur essendo di estrema
importanza nell'ambito dei saperi generali della
Biochimica - e quindi e giustissimo trattarli in un
qualsiasi testo di Biochimica -, risultano ad oggi, e
lecitamente, maggiormente e piu dettagliatamente
trattati in altri contesti disciplinari, come ad esem-
pio la Biologia Molecolare o la Biologia Cellulare.
Inoltre, e comunque, si € constatato che in alcuni
casi, tra quelli da noi analizzati, sono previsti Mo-
duli Didattici dai contenuti strettamente riconduci-
bili a detti argomenti;

pur avvenendo tutti in contemporanea - compresi
quelli reciproci come ad esempio glicolisi-gluco-
neogenesi, glicogenolisi-glicogenesi, ma, a secon-
da delle circostanze, chi in maniera piu veloce chi

in maniera piu lenta -, i metabolismi trattati nei

formati cartacei purtroppo presentano la pecca di

doverli affrontare uno per volta, pagina dopo pa-

gina. Cosi, per renderli di piu facile comprensione,

e seguendo una certa logica linearita, nonché una

moderna visione dei metabolismi, sono stati tratta-

ti dapprima i metabolismi che costituiscono I'ossa-
tura portante delle cosiddette “vie di conversione
dell’energia”, cio¢, sostanzialmente: glicolisi, ciclo
dell’acido citrico, catena di trasporto degli elettro-
ni e fosforilazione ossidativa. A seguire sono stati
trattati i restanti metabolismi che rientrano nelle
classiche “vie anaboliche e cataboliche”, suddi-
videndoli, sequenzialmente, e in base ai principali
nutrienti, in metabolismo dei carboidrati, dei lipidi

e degli amminoacidji;

rispetto alle precedenti edizioni, gli Aspetti Clinici

(AC) sono stati raggruppati alla fine di ogni capi-

tolo. Cio rende lo studio della parte testuale molto

meno distraente e nello stesso tempo si ritiene piu
proficuo affrontare detti AC come approfondimen-
ti dopo aver studiato, e magari ripassato a fondo,

I'intero capitolo. Ad ogni modo, molti degli AC delle

precedenti edizioni ripresi e inseriti nel testo, sono

stati rivisti e aggiornati, mentre, tanti altri e diversi,
un po’ piu attuali (per es. sul COVID-19), sono stati
aggiunti;

a parte una serie di paragrafi e sotto-paragrafi, sono

stati eliminati, nella loro interezza, anche i capitoli

di seguito elencati, in quanto i rispettivi contenuti,

quando presenti, sono trattati in maniera molto ri-

dotta, quasi puntiforme, negli attuali Sillabi stilati
per l'insegnamento della Biochimica nell’ambito
dei CLM in Medicina e Chirurgia.

Capitolo 1 - Struttura della cellula eucariotica (argo-
mento oggetto di saperi che dovrebbero essere
gia stati trattati abbondantemente, e acquisiti,
prima di affrontare lo studio della Biochimica);

Capitolo 7 - DNA ricombinante e biotecnologie (ar-
gomento di quasi esclusiva pertinenza dell’at-
tuale Biologia Molecolare);

Capitolo 8 - Regolazione dell’espressione genica (ar-
gomento a braccetto piu con la Biologia Cellula-
re e la Biologia Molecolare che non con I'attuale
Biochimica per medici);

Capitolo 11 - I citocromi P450 e le ossido nitrico sin-
tasi (fermo restando la loro importanza, seppu-
re siano argomenti trattati e affrontati di tanto
in tanto, sommariamente, nel presente testo, si
e ritenuto opportuno non dedicare agli stessi un
intero, specifico, capitolo);

Capitolo 24 - Ciclo cellulare, morte cellulare pro-
grammata e cancro (come per il Capitolo 11,
fermo restando la loro importanza, sono ar-
gomenti che seppure trattati e affrontati di
tanto in tanto nel presente testo (in partico-
lare il cancro), e per certi versi alquanto al di
fuori del contesto inerente alla Biochimica, si



e ritenuto opportuno non dedicare agli stessi
un intero, specifico, capitolo);

¢ tutte le domande con le relative risposte, presenti
nelle precedenti edizioni alla fine di ogni capitolo,
sono state eliminate dal testo in formato cartaceo,
ma una buona parte delle stesse la si puo consul-
tare accedendo direttamente all’apposito softwa-
re dedicato della EdiSES. Il motivo principale per
il quale si & optato per tale soluzione va ricercato
nell’aver voluto ridurre il prezzo finale di coperti-
na, riducendo il numero di pagine del formato car-
taceo. Secondariamente, con lo spostamento dal
formato cartaceo alla piattaforma online, si ritiene
che lo studente venga maggiormente stimolato (il/
la docente lo dovrebbe consigliare!) a verificare,
seppure sommariamente, la propria preparazione;
tutte le referenze bibliografiche associabili ai ri-
spettivi capitoli si possono consultare e recuperare
online nella versione elettronica dell’opera, gratu-
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itamente disponibile per chi acquista la versione
cartacea. Analogamente al precedente punto, una
parte dei motivi per i quali si e optato per tale solu-
zione va ricercata nell’aver voluto ridurre il prezzo
finale di copertina, riducendo il numero di pagine
del formato cartaceo. In aggiunta, nel formato car-
taceo del testo non é stato inserito alcun riferimen-
to bibliografico in quanto € ampiamente risaputo
che tali riferimenti, posti di norma a fine capitolo,
sono scarsamente utilizzati, se non ignorati, dagli
studenti. Gli stessi riferimenti possono invece be-
nissimo essere richiamati o esposti, commentati,
raccomandati, di volta in volta dal/la docente du-
rante la lezione o alla fine della stessa.

L’Aquila, settembre 2023

Gabriele DAndrea
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PROTEINE: STRUTTURE,
FUNZIONI, IMPORTANZA
BIOMEDICA

Le proteine (dal greco mpwteiveg, primario) sono le macromolecole piu SOMMARIO
versatili dei sistemi viventi e svolgono funzioni cruciali in tutti i processi

biologici. Dal punto di vista chimico le proteine sono polimeri lineari costi- 5.1 P Importanza biomedica
tuiti dalla combinazione di 20 unita monomeriche chiamate amminoacidi,

le cui catene laterali rappresentano una vasta gamma di gruppi chimici 5.2 P Organizzazione
funzionali come alcoli, tioli, tioeteri, acidi carbossilici, carbossammidi e strutturale

una varieta di gruppi basici come gruppi amminici, imidazolici e guanidi-
nici. Lordine con cui gli amminoacidi si dispongono nel formare il polipep-
tide e definito dalla sequenza dei codoni del gene codificante. La succes-
sione, o sequenza, degli amminoacidi, rappresenta la struttura primaria
della proteina e ne determina in maniera univoca la transizione in una
specifica struttura secondaria ovvero terziaria o anche quaternaria (solo 5.5 b
per le proteine multimeriche), nonché la funzione biologica. Infatti, grazie

alle diverse proprieta chimico fisiche degli amminoacidi che le compongo-

no, esse possono svolgere molteplici funzioni biologiche. In vivo le protei-

ne possono funzionare come catalizzatori di reazioni chimiche (enzimi),

trasportare e immagazzinare altre molecole (emoglobina, albumina, ferri-

tina), fornire supporto meccanico (collageno ed elastina), fornire prote-

zione immunitaria (anticorpi), generare movimento (actina/miosina),

trasmettere messaggi (ormoni), regolare la crescita e la differenziazione

(fattori di crescita), controllare e regolare 'espressione genica (istoni e

fattori di trascrizione). Inoltre, le proteine possono interagire in modo

estremamente selettivo con altre proteine o con altre macromolecole bio-

logiche regolandone la funzionalita (complessi proteici macromolecolari

che interagiscono con il DNA, come per esempio gli enhanceosomi) oppu-

re indirizzarle verso vie metaboliche in risposta a segnali chimici (protei-

ne G associate a recettori di membrana). La strategia delle proteine di as-

sociarsi per formare un oligomero (o multimero) rispetto a un unico gran-

de monomero proteico ha diversi vantaggi: 1) ampliare le attivita cellulari

delle stesse proteine in seguito a combinazioni diverse tra di loro; 2) ri-

durre gli errori di trascrizione e traduzione; 3) favorire la compartimenta-

lizzazione della funzione; 4) controllare in maniera coordinata le attivita

dei monomeri, garantendo una maggiore efficienza.

5.3 P Proteine globulari
e fibrose

5.4 P Le glicoproteine

I proteoglicani

75
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CAPITOLO 5 PROTEINE: STRUTTURE, FUNZIONI, IMPORTANZA BIOMEDICA

5.1 | Importanza biomedica

Il corredo proteico determina la struttura e la funzione di una cellula. Infatti, poiché le pro-
teine sono responsabili della maggior parte delle attivita cellulari, & essenziale il loro corretto
funzionamento per assicurare 'omeostasi cellulare, tissutale e fisiologica in un organismo. Inve-
ro, mutazioni su sequenze di DNA codificanti per proteine sono la causa di svariate malattie
genetiche poiché la proteina risultante e alterata sia dal punto di vista strutturale sia funzionale.
Di seguito alcuni esempi:

¢ Lafibrosi cistica e causata da mutazioni sul gene cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) codificante la proteina canale per il passaggio di ioni cloruro. La mutazione
piu comune ¢ la delezione di fenilalanina in posizione 508, evento che si riscontra in circa il
70% dei pazienti con fibrosi cistica. La proteina CFTR e espressa in molte cellule e la sua
funzione primaria e quella di canale ionico che regola il volume del liquido sulle superfici
epiteliali attraverso la secrezione di cloruro e l'inibizione dell’assorbimento di sodio. La di-
sfunzione di questa proteina compromette la funzionalita di molti organi come polmoni, pan-
creas, fegato, intestino e gli organi riproduttivi (vedi Capitolo 13, Approfondimenti clinici).

¢ l'anemia falciforme e causata da una mutazione puntiforme a carico del gene che codifica
per la subunita B dell’emoglobina, in cui un residuo di acido glutammico (polare/carico) in
posizione 6 € sostituito da un residuo di valina (apolare) a causa di un errore genetico. Ne
deriva una variazione della solubilita della proteina che polimerizza formando dei filamenti
insolubili con conseguente formazione di globuli rossi a forma di falce. Tutto cio determina
un’alterazione del trasporto dell’ossigeno a livello dei tessuti, una precoce distruzione dei
globuli rossi, che a sua volta genera anemia (ridotto quantitativo di emoglobina circolante),
nonché ulteriori problematiche dovute al fatto che i globuli rossi cosi conformati tendono a
ostruire i vasi sanguigni, con connessi problemi della circolazione (vedi Capitolo 6).

e La fenilchetonuria, una malattia metabolica genetica dovuta a un difetto nel gene PAH
(phenylalanine hydroxylase) codificante per la proteina fenilalanina idrossilasi (fenilalanina
mono-ossigenasi), un enzima che catalizza la conversione della fenilalanina in tirosina. La
tirosina, a sua volta, ¢ il precursore di importanti neurotrasmettitori e ormoni come le cate-
colamine. Considerando I'importanza di queste molecole per il corretto funzionamento del
sistema nervoso, la fenilchetonuria non curata puo portare a disabilita intellettive, convul-
sioni, problemi comportamentali e disturbi mentali. Una dieta tesa a limitare o eliminare cibi
ricchi di fenilalanina, come soia, albume d’'uovo, gamberetti, petto di pollo, spirulina, crescio-
ne, pesce, noci, gamberi, aragosta, tonno, tacchino, legumi e fiocchi di latte, puo migliorare i
sintomi di questa patologia (vedi Capitolo 15).

¢ L'acondroplasia (o nanismo) e causata da una mutazione puntiforme nel gene del recetto-
re FGFR3 (recettore del fattore di crescita dei fibroblasti di tipo 3). Questo recettore tran-
smembrana appartenente alla famiglia dei recettori ad attivita tirosin-chinasica & maggior-
mente espresso nello scheletro osseo, nel polmone, nel cervello e nel cordone spinale. Il re-
cettore FGFR3 media la risposta del FGF o fattore di crescita dei fibroblasti, nella regolazione
negativa della crescita ossea. La mutazione G380R (Gly380Arg) ne causa una sua attivazione
costitutiva anche senza il ligando FGF prevenendo cosi uno sviluppo armonico della cartila-
gine di accrescimento delle ossa lunghe degli arti e provocando cosi la sindrome dell’acon-
droplasia o nanismo.

5.2 ‘ Organizzazione strutturale

Alla pleiotropicita funzionale delle proteine corrisponde una grande varieta di strutture tri-
dimensionali, poiché la funzione di una proteina e strettamente correlata alla sua conformazio-
ne tridimensionale (struttura): da cui il paradigma struttura-funzione delle proteine cioe la
struttura di una proteina ne determina la funzione. La struttura proteica ha un’organizzazione
gerarchica basata su tre livelli per tutte le proteine (struttura primaria, secondaria, terziaria)
pittun quarto livello (struttura quaternaria) per le proteine oligomeriche (o multimeriche), cioé
costituite da piu di una subunita. L'organizzazione gerarchica & una struttura organizzativa in
cui ogni entita, tranne una, & subordinata a un’altra entita. Nelle proteine la sequenza lineare
degli amminoacidi (struttura primaria) contiene I'informazione necessaria che determina i suc-
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cessivi livelli strutturali, quindi le strutture secondaria, terziaria e, a volte, quella quaternaria
sono subordinate alla struttura primaria. In ogni proteina i diversi livelli di organizzazione
strutturale si integrano originando la sua conformazione tridimensionale specifica (proteina
allo stato nativo) o conformazione biologicamente attiva.

La struttura primaria di una proteina si riferisce alla sua struttura covalente fornita dai
legami peptidici e include la sequenza degli amminoacidi e la localizzazione di eventuali legami
(o ponti) disolfuro (cistine). La struttura secondaria si riferisce all'organizzazione strutturale
relativa a porzioni locali della catena polipeptidica in una conformazione spesso elicoidale ad
a-elica oppure estesa a foglietti B. La struttura terziaria si riferisce alla struttura tridimensio-
nale composta da una singola subunita (o catena polipeptidica); essa include i rapporti confor-
mazionali esistenti nello spazio tra catene laterali e i rapporti spaziali geometrici tra regioni
distanti del polipeptide. La struttura quaternaria si riferisce all’associazione non covalente di
subunita polipeptidiche fisicamente diverse in un complesso proteico oligomerico o multimeri-
co; quindi, come gia accennato in precedenza, non tutte le proteine presentano una struttura
quaternaria.

Struttura primaria

La struttura primaria di una proteina é la peculiare sequenza lineare dei residui amminoaci-
dici che la costituiscono. Per convenzione, la sequenza viene riportata e indicata partendo
dall’estremita amminica terminale libera della catena peptidica (estremita N) e si scrive a sini-
stra, mentre quella carbossilica libera (estremita C-terminale) si scrive a destra. Le sequenze di
amminoacidi si leggono, quindi, sempre dall’estremita N-all’estremita C del peptide (Figura 5.1).
La struttura primaria cioé la sequenza amminoacidica, & dettata dalla sequenza del gene codifi-
cante, di conseguenza rappresenta la diretta connessione tra il messaggio genetico sul DNA e la
struttura proteica tridimensionale, ossia quella direttamente correlata a una funzione biologica.
Infatti, la sequenza amminoacidica di una proteina contiene 'informazione necessaria e suffi-
ciente a determinare gli ordini di struttura superiore (struttura secondaria, struttura terziaria
ed eventualmente quaternaria) e quindi della sua funzione biologica.

V Figura 5.1 Struttura chimica dell’insulina. (a) Struttura primaria della
molecola di pro-insulina in cui sono evidenziati in grigio gli amminoacidi coinvolti
nel taglio operato dagli enzimi proteolitici e allontanati. Sono riportate inoltre le
posizioni dei ponti disolfuro che legano le catene A (21 amminoacidi) e B (30 am-
minoacidi) e quello all'interno della catena A. La catena in verde rappresenta il
peptide C. (b) Conformazione tridimensionale della molecola di insulina.

Catena A

(b)

Piccole differenze nella struttura primaria possono implicare funzioni biologiche diverse.
Per esempio, ossitocina e vasopressina sono due oligopeptidi con struttura molto simile che
differiscono per due amminoacidi, ma le funzioni biologiche e gli usi sono molto differenti. L'os-
sitocina (Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,) causa la contrazione dell'utero, € respon-
sabile della produzione del latte dalle ghiandole mammarie e viene somministrata per indurre
il parto. La vasopressina (Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,) regola il riassorbimento



78 CAPITOLO 5 PROTEINE: STRUTTURE, FUNZIONI, IMPORTANZA BIOMEDICA

di acqua dalle urine e viene somministrata nel trattamento del diabete insipido (eccesso di pro-
duzione dell'urina). (Nota: in entrambi i casi, i gruppi terminali —NH, stanno a indicare che
I'amminoacido glicina non presenta il classico gruppo carbossilico terminale libero, bensi un
gruppo carboammidico).

Struttura secondaria

La struttura secondaria di una proteina corrisponde a un “folding” o ripiegamento locale
della catena polipeptidica che pud assume conformazioni regolari e ripetitive oppure casuali
(random coil, avvolgimento casuale).

La scoperta della struttura secondaria delle proteine si deve al lavoro di Linus Pauling e Ro-
bert Corey nel 1951, i quali considerando le caratteristiche chimico-fisiche del legame peptidico
ossia il legame chimico che unisce il gruppo carbossilico e quello amminico di due o pit ammi-
noacidi, nonché la configurazione L- degli stessi amminoacidi, proposero I'esistenza di due
strutture ordinate dette a-elica e foglietto § o struttura B a foglietto pieghettato. La struttura
secondaria e determinata da interazioni di tipo legame a idrogeno fra I'ossigeno del gruppo
carbonilico di un legame peptidico e I'idrogeno del gruppo ammidico di un altro legame pepti-
dico. Dunque descrive la disposizione nello spazio di residui amminoacidici adiacenti lungo la
struttura primaria. Oltre alle strutture sopra citate ne sono state individuate altre, definite turns
(o ripiegamenti) e loop (o giro), spesso presenti nei punti dove la catena polipeptidica inverte la
propria direzione, strutture che in genere sono disposte sulla superficie della molecola.

Struttura ad a-elica

Si tratta di una struttura secondaria in cui la catena polipeptidica e avvolta a spirale destror-
sa. Una sequenza di amminoacidi in una conformazione ad a-elica destrorsa € mostrata nella
Figura 5.2. Caratteristici sono i 3.6 residui amminoacidici per un giro (o spira) di 360° (n = 3.6)
e i tredici atomi che costituiscono una spira. Per queste due peculiarita 'a-elica &€ nota anche
come elica 3.6,,. Da notare che i piani dei legami peptidici sono paralleli all'asse dell’elica e in
questa geometria ciascun gruppo peptidico forma due legami a idrogeno: uno con il legame
peptidico del quarto residuo amminoacidico al di sopra e I'altro con il legame peptidico del
quarto residuo amminoacidico al di sotto. Altri parametri, quali il passo p, sono riportati nella
Tabella 5.1. Nei legami a idrogeno tra i gruppi peptidici, la distanza tra I'atomo donatore di idro-
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Tabella 5.1 Parametri elicoidali di strutture secondarie regolari

Angoli di legame approssimativi (') Residui Passo
Struttura R e
0 v per giro, n dell’elica,® p(A)
a-Elica destrorsa [elica 3.6,,] -57 —47 3.6 54
Elica 3 , +49 —26 3.0 6.0
Foglietto 3 parallelo —119 +113 2.0 6.4
Foglietto 3 antiparallelo —-139 +135 2.0 6.8
Poliprolina di tipo I1° 78 +149 3.0 9.4

@ Distanza tra spire che si ripetono calcolata su una linea disegnata parallela all’asse dell’elica.
b Tipo di elica ritrovato nelle catene polipetidiche del collageno.
Nota: per i parametri ¢ e y vedi Capitolo 4.

geno e 'atomo accettore di idrogeno & di 2.9 A. Inoltre, il donatore, 'accettore e gli atomi di
idrogeno giacciono approssimativamente lungo una linea retta. Questa e una situazione ottima-
le di geometria e di distanza per la massima forza del legame a idrogeno.

Le catene laterali degli amminoacidi si dispongono all’esterno della struttura a spirale. A
causa dei caratteristici 3.6 residui per giro, nell’a-elica il primo e ogni terzo e quarto gruppo R
della sequenza amminoacidica si avvicinano 'uno all’altro. Le eliche spesso presentano facce
polari e non polari, se le loro sequenze amminoacidiche presentano i gruppi R polari e non po-
lari distanziati di tre o quattro residui, conferendo all’elica caratteristiche funzionali uniche. Co-
munque, se ogni terza o quarta catena laterale che si trova vicino a un’altra possiede una carica
dello stesso segno o & ramificata sul suo carbonio B (valina e isoleucina), le sue interazioni ioni-
che o steriche sfavorevoli destabilizzano la struttura dell’elica. L'a-elica in teoria puo essere sini-
strorsa o destrorsa, cosa che le conferisce proprieta asimmetriche e una specifica attivita ottica.

n-elica

34q-¢lica

A Figura 5.3 Confronto delle strutture delle eliche 3, e 7 rispetto all’a-elica. In figura sono
a-elica rappresentati i piani peptidici e le interazioni di legame a idrogeno sono indicate da linee tratteggiate.
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Tranne rarissime eccezioni, 'a-elica presente nelle proteine - comprese tutte le proteine
umane -, &€ destrorsa in quanto piu stabile rispetto alla corrispondente forma sinistrorsa. Infatti,
in quest'ultima i gruppi R laterali degli amminoacidi risulterebbero troppo vicini ai gruppi C=0,
destabilizzando I'elica. Inoltre, gli amminoacidi prolina e glicina interrompono 'a-elica. La pro-
lina presenta una catena laterale ciclica che limita fortemente formazioni elicoidali e risulta es-
sere I'amminoacido con maggiori restrizioni conformazionali. In aggiunta, 'azoto & legato al
carbonio o e non ha la capacita di formare legami a idrogeno con il gruppo carbonilico vicinale.
Dall’altra parte, la glicina & I'unico amminoacido a non possedere un carbonio asimmetrico (o
chirale) ed e privo di catena laterale, quindi presenta un’elevata flessibilita conformazionale
non compatibile con le caratteristiche dell’a-elica. La lunghezza media di un o-elica, compatibi-
le con le conformazioni biologicamente attive, & di circa 10 amminoacidi (3 giri) o 16 A, ma puo
variare da 5 a 40 amminoacidi. La struttura elicoidale si puo presentare anche con altre caratte-
ristiche strutturali come I'elica &, che presenta una catena meno avvolta, infatti il legame a idro-
geno avviene ogni residuo n + 5; al contrario, nell’elica 3, 1a catena ¢ piu avvolta infatti il lega-
me a idrogeno avviene ogni residuo n + 3; tuttavia, ambedue le eliche sono presenti in strutture
solvatate e sono rare (Figura 5.3).

Struttura p

Una catena polipeptidica con struttura B (Figura 5.4) & una struttura ripiegata, formata da 2
o piu catene polipeptidiche ( filamenti) quasi completamente distese che presenta I'aspetto di
un foglietto pieghettato. Questa struttura é stabilizzata da legami a idrogeno intercatena. Tutti i
componenti di un legame peptidico partecipano alla formazione di legami a idrogeno. Tali lega-
mi si realizzano tra I'ossigeno di un gruppo carbonilico di un legame peptidico e I'idrogeno del
gruppo ammidico di un altro legame peptidico appartenente a un filamento diverso allineato in
direzione parallela o antiparallela (Figura 5.5). Dando uno sguardo ai piani dei legami peptidici
associati, le catene laterali degli amminoacidi risultano proiettate al di sopra e al di sotto del
foglietto (Figura 5.6).

>
—
—

o Carbonio o Idrogeno (4 Ossigeno

) = Legame
O Carbonio carbonilico o Azoto Catena laterale

a idrogeno

A Figura 5.4 Due catene polipeptidiche nella conformazione a foglietto p. Altre catene polipep-
tidiche possono essere allineate a uno dei due filamenti per dar luogo a una struttura piu estesa.

Turns (o ripiegamenti)

[ turns in una proteina globulare rappresentano la struttura geometrica pit economica che
puo collegare due segmenti di strutture secondarie creando anche un’inversione di direzione.
Inoltre, grazie alla loro plasticita strutturale, dovuta alla sequenza amminoacidica ricca in am-
minoacidi con catene laterali potenzialmente reattive (per es. Asn, Ser, Pro o Gly, Asp e Lys), i
turns sono anche i siti di riconoscimento superficiale delle proteine necessari per attivare rea-
zioni immunologiche, metaboliche, ematologiche ed endocrinologiche; inoltre, sono strutture
tipiche dei loro siti attivi (Figura 5.7).

[ B-turns sono costituiti da quattro amminoacidi e le strutture pitt comuni sono il tipo I e tipo
II. Il B-turn di tipo I e stabilizzato da un legame a idrogeno fra il gruppo C=0 dell’'amminoacido
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A Figura 5.6 Struttura a foglietto f tra due catene polipeptidiche che mo-
stra i piani dei legami peptidici. Le catene polipeptidiche possono essere aggiunte al
di sopra e al di sotto per generare una struttura piu estesa. | gruppi delle catene laterali
lungo la catena si alternano al di sopra e al di sotto del piano.
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V Figura 5.5 Rappresen-
tazione di un foglietto g
antiparallelo (parte sini-
stra) e parallelo (parte
destra), visti di lato (par-
te in alto) e dall’alto (par-
te in basso).

1 e il gruppo NH dell’amminoacido 4; inoltre 'amminoacido in posizione 2 spesso & Pro per la
sua flessibilita conformazionale. I B-turns di tipo II invece differiscono da quelli di tipo I per
I'orientamento invertito di 180° del legame peptidico tra gli amminoacidi in posizione 2 e 3, e
anche in questo tipo di B-turn I'amminoacido in posizione 2 spesso € Pro, mentre quello in posi-
zione 3 spesso € una Gly.
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P Figura 5.8 Struttura di alcuni
motivi proteici. (a) coiled-coil; (b)
cerniera di leucine; (c) a dita di zinco.
Le frecce rappresentano i filamenti S.
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Ripiegamento Ripiegamento y

Tipo | Tipo Il
A Figura 5.7 Ripiegamento g (tipo | e Il) e ripiegamento y.

Il y-turn e costituito da 3 amminoacidi ed e caratterizzato alcune volte da un legame a idroge-
no fra il gruppo CO del’'amminoacido i e il gruppo NH dell’'amminoacido i+2. Questo tipo di turn
presenta una geometria poco favorevole per il legame a idrogeno e inusuali valori degli angoli
diedri per 'amminoacido i+1 (® = 70°, ¥ = -60°) che gli conferisce una struttura quasi angolare.

Motivi strutturali e domini

I motivi proteici o strutture supersecondarie sono il risultato di combinazioni regolari di
strutture secondarie (a-eliche o B-foglietti) che hanno una particolare topologia e sono organiz-
zati in una tipica struttura tridimensionale (Figura 5.8). Alcuni esempi di motivi proteici sono: il
motivo a “coiled-coil” che comprende due, tre o quattro o eliche anfipatiche avvolte una attorno
all’altra (spesso le subunita in alcune proteine multimeriche o in fibre a bastoncello sono tenute
insieme da interazioni a “coiled-coil” come nella miosina); il motivo a cerniera di leucine, una
struttura proteica in grado di legare il DNA, ricca di residui di leucina e costituita da 60-80 am-
minoacidi; il motivo “a dita di zinco” che ¢ costituito da tre strutture secondarie - una a-elica e
due foglietti-B con orientamento antiparallelo che formano un fascio a forma di dito, tenuto in-
sieme da un ione zinco. Quest'ultimo motivo si trova frequentemente nelle proteine che legano
il RNA o il DNA, in particolare & un motivo presente nei recettori degli ormoni steroidei. Lo
stesso motivo con funzioni simili pud essere presente in piu proteine, stando a indicare che
queste combinazioni di strutture secondarie hanno un’utilita nell’architettura proteica e sono
state conservate durante I’evoluzione.

(a) (b) (c)

Invece, per convenzione, i domini proteici sono caratterizzati da sequenze amminoacidiche
ben definite, conservate e funzionalmente indipendenti. I domini proteici, a volte indicati anche
come moduli proteici, sono considerati i mattoni fondamentali della struttura, della funzione e
dell’evoluzione delle proteine. Un dominio & generalmente definito come quella parte della
struttura di una proteina che puo piegarsi indipendentemente dal resto della proteina. Di nor-
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ma, la struttura terziaria della catena polipeptidica di una proteina & assemblata in uno o piu
domini proteici dove ogni dominio, di solito, incorpora trai50 e i 150 residui amminoacidici. Le
proteine con meno di 100 residui nelle loro catene polipeptidiche sono in genere proteine a
dominio singolo. Le proteine multidominio, che contengono quindi pitt di un dominio nella loro
struttura, hanno lunghe catene polipeptidiche. Generalmente, i singoli domini di una proteina
multidominio sono formati da tratti consecutivi di sequenze amminoacidiche, intervallati da un
breve tratto di catena polipeptidica. Queste regioni di collegamento possono essere la fonte di
flessibilita conformazionale nella struttura terziaria della proteina e i collegamenti possono es-
sere facilmente suscettibili alla scissione da parte di proteinasi (producendo cosi frammenti di
domini proteici stabili).

I domini individuali all'interno di una struttura proteica hanno spesso ruoli distinti, tra cui
funzioni catalitiche, regolatorie, di legame, di riconoscimento o di oligomerizzazione. I domini
proteici sono classificati in diverse classi in base alla loro struttura secondaria tra cui: (a) quelli
contenenti principalmente a-eliche (all-o); (b) quelli contenenti principalmente strutture di
tipo B disposti in B-foglietto antiparallelo (all-B); (c) quelli che contengono per lo piu elementi
alternati di a-elica e B-filamenti (a/B); (d) quelli che contengono elementi a-elica e B-filamenti
separati anziché alternati nella catena polipeptidica (o + ) (Figura 5.9). Nelle piccole proteine
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(a)

(b)

(c)

Dominio 1 della lattato deidrogenasi

Dominio 2 della fosfoglicerato chinasi

Cu,Zn superossido dismutasi

Concanavalina A

<« Figura 5.9 (a) Esempio di ripiega-
mento a dominio o/f nella triosofosfato
isomerasi e nel dominio | della piruvato
chinasi. In questo comune superavvolgi-
mento, i filamenti B formano un barile
nel centro del dominio, mentre i segmenti
ad o-elica sono all’esterno del dominio. |
filamenti B sono paralleli. Le regioni ad
a-elica sono alternate a filamenti B nella
catena polipeptidica. (b) Esempio di orga-
nizzazione tridimensionale a dominio o/
della lattato deidrogenasi e della fosfogli-
cerato chinasi, in cui i filamenti  formano
un classico foglietto B ritorto. Come nella
precedente struttura a dominio o/B, le re-
gioni ad o-elica si alternano alle regioni a
filamenti B nella catena polipeptidica. La
struttura a foglietto B ¢ all’interno, men-
tre i segmenti ad a-elica sono all’esterno.
| filamenti B sono paralleli nell’ambito del-
la struttura B. (c) Esempi di superavvolgi-
menti a dominio tutto il barile a chiave
greca e il “jelly roll” della superossido di-
smutasi e della concanavalina A. | filamenti
B sono principalmente antiparalleli in tut-
te le organizzazioni a dominio tutto f3.
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(<10 kDa) che sono stabilizzate da legami disolfuro o interazioni di ioni metallici, il dominio pud
corrispondere all'intera proteina. Recentemente é stata identificata una nuova classe di domi-
nio delle proteine, chiamata B-helix parallela, che contiene solo B-foglietti paralleli.

Il dominio della calmodulina puo servire da esempio per definire i termini motivo struttura-
le, ripiegamento e dominio (Figura 5.10). La calmodulina si lega a specifiche proteine bersaglio,
dove essa agisce come sensore dei livelli di calcio nella cellula. Al'aumentare dei livelli di calcio
cellulari, il calcio attiva la calmodulina, inducendola a trasmettere un segnale alla proteina ber-
saglio legata che modifica la sua funzione (Capitolo 20). Nella calmodulina, 'atomo di calcio si
lega nell’ansa di un motivo elica-giro-elica chiamato “EF-hand” (il motivo e strutturalmente si-
mile all'incavo che si forma nella mano tra I'indice e il pollice; in questo incavo, cioé nell’ansa, si
lega il Ca®*) (Figura 5.10a). Il motivo prende il nome dalle eliche E e F (le eliche 5 e 6 dal lato
dell’N-terminale) della proteina muscolare chiamata parvalbumina, nella quale questo motivo
strutturale che lega il calcio fu osservato per la prima volta. Il motivo EF-hand é largamente di-
stribuito nelle proteine che legano il calcio ed e stato ritrovato in oltre 70 differenti proteine la
cui struttura e rappresentata nella banca dati delle proteine (Protein Data Bank). 1l ripiegamen-
to del dominio della calmodulina contiene due motivi EF-hand interconnessi mediante un seg-
mento ad o-elica (Figura 5.10b). La struttura terziaria completa del dominio (Figura 5.10c) si
ottiene con 'aggiunta di gruppi di catene laterali alla struttura secondaria tracciata dalla catena
polipeptidica (Figura 5.10b).

Ca+2

(b)

A Figura 5.10 Motivi strutturali e ripiegamenti nel dominio della calmodulina. (a) Motivo elica-gi-
ro-elica EF-hand con il Ca?* legato. (b) Due motivi EF-hand si combinano nel ripiegamento del dominio C-ter-
minale della calmodulina. (c) | gruppi delle catene laterali sono stati aggiunti per creare la struttura terziaria del
dominio. Ciascuna o-elica € colorata differentemente, con la catena polipeptidica disegnata come un nastro nero
per mostrare con maggiore chiarezza la struttura secondaria della catena polipeptidica.

Struttura terziaria

La struttura terziaria puo essere definita come la disposizione spaziale di tutti i residui am-
minoacidici facenti parte di un intero polipeptide (o catena polipeptidica o subunita). Essa &
stabilizzata da legami non covalenti come ponti idrogeno, interazioni idrofobiche tra amminoa-
cidi non polari, legami ionici e ponti disolfuro; quest'ultimo e I'unico legame covalente spesso
presente nelle strutture secondarie e terziarie delle proteine. Inoltre, la struttura terziaria € la
conformazione che corrisponde a quella biologicamente attiva della proteina. Ricordiamo che la
struttura proteica ha un ordine gerarchico, quindi le informazioni progettuali per la formazione
della struttura terziaria sono contenute nella sequenza degli amminoacidi cioé nella struttura
primaria. Come esempio della struttura terziaria nella Figura 5.11 &€ mostrata quella della tripsi-
na. La struttura a nastro (Figura 5.1 1a) mostra la conformazione della singola catena polipepti-
dica e la forma generale della catena ripiegata (struttura tridimensionale). La Figura 5.1 1b mo-
stra la posizione delle catene laterali. Le catene laterali dei residui amminoacidici catalitici del
sito attivo sono mostrate in giallo e includono il gruppo idrossimetilico della serina (residuo
177), 'imidazolo dell’istidina (residuo 40) e il gruppo carbossilato della catena laterale dell’a-



5.2 Organizzazione strutturale

(b)

A Figura 5.11 Struttura terziaria della tripsina. (a) La
struttura a nastro evidenzia la conformazione della catena poli-
peptidica. (b) La struttura mostra le catene laterali che includono
i residui del sito attivo (in giallo) con il profilo della catena poli-
peptidica (nastro) sovrapposto. (c) Struttura a spazi pieni in cui la
grandezza di ciascun atomo & proporzionale al raggio di van der
Waals. In (c) non sono mostrati gli atomi di idrogeno. | differenti
domini sono rappresentati in blu scuro e bianco. | residui del sito
attivo sono in giallo e i ponti disolfuro intracatena in rosso. Le
sfere azzurre rappresentano le molecole di acqua associate alla
proteina. Questa struttura mostra la densita di impacchettamento
allinterno della proteina.

spartato (residuo 85). Sebbene questi residui amminoacidici siano spazialmente distanti nella
struttura primaria, la struttura terziaria li avvicina per formare il sito catalitico. Nella Figura
5.11c e mostrato un modello a spazi pieni (space-filling) in cui gli atomi C, N e O sono rappresen-
tati da sfere con raggio proporzionale al loro raggio di van der Waals. Le catene laterali idrofo-
biche sono generalmente all'interno, lontane dall’acqua. Un grande numero di molecole di ac-
qua forma un guscio di solvatazione sulla superficie esterna della proteina e le catene laterali
ionizzate sono disposte all’esterno, dove sono stabilizzate dall’acqua di solvatazione.

I polipeptidi lunghi spesso si presentano come una proteina multidominio, dove i singoli
domini possono essere connessi da un segmento privo di una struttura secondaria regolare
ovvero, in alternativa, le regioni con ripiegamento globulare compatto possono essere separate
da una fessura o da una regione meno strutturata (Figura 5.12). L'esochinasi e un esempio di
proteina multidominio, infatti la sua struttura terziaria contiene due domini separati da una
fessura che contiene il sito catalitico a cui si lega il substrato. Un sito attivo posto all'interfaccia
tra domini e caratteristico di molti enzimi. Nello specifico, I'esochinasi che catalizza la fosforila-
zione del glucosio mediante I'adenosina trifosfato (ATP), ha un sito di legame per il glucosio lo-
calizzato in una regione tra due domini (Figura 5.12a). Quando il glucosio si lega al sito attivo, i
domini che lo circondano si muovono per includere il substrato per la fosforilazione (Figura
5.12b), escludendo I'acqua dal sito ed evitando cosi che 'ATP venga semplicemente idrolizzato.
Negli enzimi con piu di un substrato o con piu siti per effettori allosterici, i diversi siti possono
essere localizzati in domini differenti. Nelle proteine multifunzionali, ciascun dominio puo svol-
gere un differente compito.
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