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PREFAZIONE

o studio dei processi alla base della vita (la Biologia) € un argomento tanto

affascinante quanto complesso, poiché richiede I'acquisizione di numerose

conoscenze che sono insegnate in corsi diversi ma che vanno lette nel loro
insieme. La Biochimica, ovvero la chimica che descrive le reazioni e i processi che si
verificano negli organismi viventi, ha avuto nel ventesimo secolo uno sviluppo ecce-
zionale, permettendoci di comprendere molti processi biochimici che regolano la
fisiologia a tutti i livelli e di capire le basi di alcune patologie. La Biochimica ha anche
rappresentato una scienza fondamentale per lo sviluppo delle applicazioni biotec-
nologiche, che rappresentano lo strumento piu avanzato per migliorare la qualita
della nostra vita.

Numerosi sono i testi di Biochimica disponibili in commercio, caratterizzati da trat-
tazioni approfondite ed aggiornate e, in gran parte, di provenienza anglosassone. La
sfida che questo testo ha voluto raccogliere, e che ritengo rappresenti il suo punto di
forza, e la presentazione dei diversi argomenti da parte di un insieme di autori italia-
ni che, in quanto ricercatori esperti di specifiche tematiche spesso oggetto di ricer-
che di avanguardia, sono stati in grado di fornire una presentazione competente ed
appassionata. In questo modo si & ottenuta una forte interdisciplinarita che permet-
tera allo studente un punto di vista estremamente ampio e al docente la possibilita
di arricchire la propria visione e modalita di presentazione con il punto di vista di
esperti colleghi.

Un ulteriore obiettivo era la stesura di un testo di interesse per gli studenti italiani
dei primi anni dei corsi di laurea nel settore delle scienze della vita, che fosse in gra-
do di fornire strumenti conoscitivi e formativi essenziali. Per raggiungere questo
scopo sono stati aggiunti in ogni capitolo una serie di “Approfondimenti” che illu-
strano aspetti specifici, a volte patologici o di tipo sperimentale, correlati alle tema-
tiche trattate. Inoltre é stata estremamente curata la parte iconografica: illustrazioni
di alta qualita facilitano la visualizzazione e l'intuizione dei processi molecolari e
cellulari diventando un ausilio rilevante nell’apprendimento.

Un avvertimento ai (giovani) lettori: la Biologia e una scienza empirica e come tale
non permette di accettare come dimostrato nulla. Oltre agli errori materiali che pur-
troppo si possono sempre trovare in un testo, va considerato 'avanzamento scienti-
fico che continuamente ci offre nuovi approfondimenti e percio nuove possibilita di
interpretazione. Rimanere sempre critici nella lettura € percio fondamentale per
evitare una approccio passivo. Lambizione degli autori & infatti quella di stimolare la
curiosita e l'interesse dello studente per la disciplina, da vedersi non come un intri-
go di reazioni tra molecole tutte troppo uguali tra loro, bensi come un libro con una
trama avvincente di cui si voglia partecipare a scrivere un capitolo, che non sara mai
la pagina finale.

Loredano POLLEGIONI
Professore Ordinario di Biochimica
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148 Struttura e funzione delle proteine

> FIGURA 6.12

Macrodipolo associato all’a—elica. A sinistra & illustrato schemati- O

camente il dipolo relativo a una singola unita peptidica, mentre a destra &
visualizzata la loro distribuzione lungo la direzione dell’asse dell'a—elica
che genera un macrodipolo elettrico.

02|

per esempio nel caso delle fibre di cheratina presenti nei capelli del'uomo. Tuttavia lunghezza e
conseguente numero di amminoacidi coinvolti nelle a-eliche varia da proteina a proteina, con
una media di circa 10 residui per elica. Non tutti gli amminoacidi hanno invece la stessa probabi-
lita di far parte di un’a-elica. Per esempio le ramificazioni a livello dell’atomo di carbonio (3 pre-
senti nelle catene laterali degli amminoacidi valina, treonina e isoleucina, possono destabilizzare
I'a-elica a causa del loro ingombro sterico. Anche serina, aspartato e asparagina tendono a desta-
bilizzare I'a—elica poiché le loro catene laterali contengono gruppi donatori e accettori di legami
aidrogeno che competono con i gruppi ammidici e carbonilici della catena principale. La prolina,
infine, destabilizza I'a-elica in quanto la sua struttura ciclica la priva di un gruppo NH disponibi-
le per la stabilizzazione dell’elica. Conseguentemente la prolina risulta un residuo che interrom-
pe lo sviluppo dell’a-elica e, se si trova a meta di un’elica, ne permette il piegamento rispetto
all’asse originario. La presenza di una prolina all’estremita N-terminale di un’a-elica non ha in-
vece effetti negativi, in quanto i primi quattro amminoacidi dell’elica non hanno il gruppo ammi-
dico impegnato in legami a idrogeno con gruppi carbonilici di amminoacidi successivi (Figura
6.10Db).

Esistono anche varianti dell’a-elica con parametri d’elica leggermente diversi. Tali eliche sono
energeticamente meno stabili dell’a-elica e, pertanto, ricorrono piul raramente nelle proteine. Fra
esse distinguiamo le eliche 3, e le eliche . Le eliche 3,, contengono 3 residui per giro d’elica e
sono caratterizzate da un passo di 6 A e da valori di ® = -49° e W= -26° (Figura 6.9). In queste eliche
si forma un legame a idrogeno fra il gruppo carbonilico dell’amminoacido i e il gruppo ammidico
dell’amminoacido i+3 (Figura 6.13).

Lelica 3,, deve il suo nome al numero di residui per giro e al fatto che il legame a idrogeno
fra 'ossigeno carbonilico del’'amminoacido i e il protone ammidico dell’amminoacido i+3 chiude
un’ansa formata da 10 atomi (Figura 6.14). Con lo stesso principio 'a-elica si puo indicare come
3.6,,. Nelle eliche 3, gli atomi appartenenti alla catena principale della proteina sono impaccati
molto strettamente tra loro nella parte interna dell’elica, con interazioni di van der Waals non otti-
mali. Conseguentemente 'elica 3, risulta energeticamente meno stabile dell’a-elica e si riscontra
tipicamente come breve tratto di elica isolata o, piu frequentemente, come inizio o termine di una
a-elica.

Lelica 7 & invece caratterizzata da 4.4 residui per giro d’elica, da un passo di 5.28 A e da valori
di ®=-57° e W= -70° (Figura 6.9). In queste eliche si forma un legame a idrogeno fra il gruppo
carbonilico dell’'amminoacido i e il gruppo ammidico dell’amminoacido i+5 (Figura 6.13). Questo
rende 'elica energeticamente piu instabile dell’a-elica poiché gli atomi della catena principale che
si affacciano all'interno dell’elica risultano piu lontani fra loro e quindi le interazioni di van der
Waals fra di essi sono piu deboli.

Nonostante cio, la presenza di brevi tratti di struttura a elica & € meno rara di quanto si pensasse
in origine e puo ritenersi un adattamento evolutivo derivato dall'inserimento di un singolo ammi-
noacido nell’ambito di un’a-elica (Figura 6.15). Poiché tale inserimento € altamente destabilizzante,
la formazione di zone a elica  tende a essere sfavorito evolutivamente a meno che non fornisca
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c)

m-elica

3,p-¢lica

A FIGURA 6.13
Confronto delle strutture delle eliche 3, e = rispetto all’a~elica. In figura sono rappre-
a-elica sentati i piani peptidici e le interazioni di legame a idrogeno sono indicate da linee tratteggiate.

qualche vantaggio funzionale alla proteina. Infatti, tali zone si trovano solitamente nei pressi di siti
funzionali delle proteine.

Oltre alle strutture elicoidali, le proteine contengono frequentemente anche un altro tipo di
struttura secondaria: la struttura f a foglietto pieghettato o, semplicemente, foglietto p (Figura
6.9). Tale struttura secondaria e costituita da due o piu zone di catena polipeptidica estesa (fila-

10

C ) )16 _ .
a-elica Elican
A N
T T
l‘ l‘

Nastro 2.2 Elica 3,,

A FIGURA 6.14

Formazione dei legami a idrogeno all’interno di certe strutture secondarie. Il nastro (freccia tratteggiata) definisce con quali gruppi
N—H il primo gruppo C=0 a sinistra forma un legame a idrogeno. Al fine di facilitare la individuazione dei partner molecolari che formano legami a
idrogeno, la catena polipeptidica é stata artificiosamente distesa su un piano, con |'estremita N—terminale a sinistra.
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a-elica ¢

elicam ¢

4 FIGURA 6.15
Esempio di inserzione di un amminoacido in un’a~elica che porta alla formazione di un
tratto di catena polipeptidica con geometria tipica di un‘elica =.

menti ) disposti I'uno a fianco dell’altro. La disposizione dei piani ammidici successivi
presenti nei filamenti produce un andamento pieghettato a causa della natura tetraedrica
dell’atomo Ca (Figura 6.16). Questi filamenti peptidici, che possono anche essere lonta-
ni nella sequenza amminoacidica, interagiscono fra loro formando legami a idrogeno fra
gruppi NH e CO di filamenti adiacenti, che possono essere disposti nella stessa direzione
(foglietto B parallelo) o in direzioni opposte (foglietto § antiparallelo) (Figura 6.16).
Sono possibili anche foglietti misti qualora i filamenti B che formano il foglietto siano sia
paralleli che antiparalleli. Indipendentemente dal tipo di foglietto [3, le catene laterali degli
amminoacidi dei filamenti che lo compongono sporgono alternativamente da un lato e
dall’altro del foglietto (Figura 6.16).

Nella struttura antiparallela il gruppo NH e il gruppo CO di ciascun amminoacido
formano legami a idrogeno rispettivamente con il gruppo CO e il gruppo NH dell’am-
minoacido corrispondente della catena adiacente. Nella struttura parallela invece, il

gruppo NH di ogni amminoacido forma un legame a idrogeno con il gruppo CO dell’amminoaci-
do corrispondente della catena adiacente, mentre il gruppo CO forma un legame a idrogeno con
il gruppo NH dell’'amminoacido posto due residui piu avanti nella catena adiacente (Figura 6.16).
Cio fa si che la distribuzione dei legami a idrogeno nei foglietti § antiparalleli sia piu lineare e
che quindi tali foglietti siano particolarmente stabili. La distanza fra residui consecutivi e in
media di 3.47 A con angoli diedri ®=-139° e W= 135° per il foglietto antiparallelo e 3.25 A con
angoli diedri ®=-119° e W= 113° per il foglietto parallelo. Questo pone la zona permessa del
diagramma di Ramachandran associata alla struttura secondaria 3 nel quadrante in alto a sini-
stra (Figura 6.9). I foglietti paralleli sono strutture tipicamente grandi, formati solitamente da
piu di cinque filamenti. Quelli antiparalleli, invece, possono essere composti anche da due soli
filamenti. Siano essi paralleli, antiparalleli o misti, tutti i foglietti § presentano filamenti con una
torsione destrorsa di circa 30°. Questo fa si che i foglietti § tendano ad adottare una struttura
che si avvolge su se stessa (Figura 6.17).

Vista dall’alto Vista dall’alto

b)

A FIGURA 6.16

Rappresentazione di un foglietto p pieghettato antiparallelo (a) e parallelo (b), visti dall’alto e di lato.
| tratteggi rappresentano i legami a idrogeno tra filamenti adiacenti. Le catene laterali degli amminoacidi sono rappresentate
genericamente da sfere viola.
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A FIGURA 6.17

Rappresentazione schematica di un foglietto § mi-
sto all’interno di una proteina, in cui risulta eviden-
te la torsione presente in ciascun filamento com-
ponente.

Ripiegamento

Oltre alle strutture elicoidali e a foglietto, si osservano
altre strutture regolari nelle proteine, associate al modo con
cui la catena polipeptidica puo cambiare direzione passan-
do da un filamento 3 o da un’a-elica al segmento successivo.
Queste zone di connessione si trovano generalmente sulla
superficie delle proteine. Un tipo di ripiegamento compat-
to e regolare spesso utilizzato per connettere due filamenti
B antiparalleli € il p-turn o ripiegamento $ (Figura 6.18).
Tale ripiegamento € formato da quattro amminoacidi che si
dispongono in modo da far compiere una completa inver-
sione di direzione alla catena polipeptidica. La struttura da
essi formata e caratterizzata dalla presenza di un legame a
idrogeno fra il gruppo carbonilico del residuo i e il gruppo
ammidico del residuo i+3. Esistono 2 diverse tipologie prin-
cipali di ripiegamento [ (tipo I e tipo II) che si differenziano
principalmente in base ai valori degli angoli diedri (@, V)
degli amminoacidi i+2 e i+3. E comune trovare un residuo
di Pro in posizione i+2 in entrambi i casi e un residuo di Gly
in posizione i+3 nel ripiegamento di tipo II. Esiste anche un
ripiegamento piu stretto detto ripiegamento vy, caratterizza-
to dalla presenza di soli tre amminoacidji, in cui il legame a
idrogeno si forma tra il gruppo carbonilico del residuo i e il
gruppo ammidico del residuo i+2. In questo caso € comune
trovare una Pro in posizione i+1 (Figura 6.18).

Ripiegamento y

Tipo |

A FIGURA 6.18

Ripiegamento § (tipo | e II) e ripiegamento y.

Tipo Il

Non tutti gli amminoacidi di una proteina globulare possono essere classificati come parte di
un’elica, di un foglietto 3 o di un ripiegamento (3 0 y) sulla base dei valori assunti dagli angoli diedri
(d, V). Le proteine globulari presentano spesso anche regioni di connessione lunghe e irregolari.
In alcuni casi i cambiamenti di direzione della catena principale richiedono la presenza di strutture
elaborate chiamate “anse Q” (anse omega), in riferimento alla forma che assumono. Tali anse non
hanno una struttura periodica regolare, tuttavia hanno una struttura ben definita e caratteristica
della particolare proteina in cui si trovano. In altri casi, i ripiegamenti vengono definiti semplice-
mente “avvolgimenti casuali” (“random coil” o “loop”) che possono presentarsi come regioni irre-
golarmente strutturate ma ben definite, oppure come regioni flessibili a struttura variabile.

6.2.4 Alcune proteine presentano solo struttura secondaria: il caso delle proteine

fibrose

Le proteine fibrose si distinguono rispetto a quelle globulari per la loro propensione a formare
strutture filamentose sia di tipo a-elicoidale che a foglietto . Tali proteine tendono a essere mec-
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canicamente resistenti e poco solubili in solventi acquosi. La maggior parte di esse svolge ruoli
strutturali in natura: per esempio sono fibrose le piti importanti proteine della pelle e del tessuto
connettivo, e quelle di fibre animali come peli, lana e seta. La sequenza amminoacidica di queste
proteine favorisce la formazione di un particolare tipo di struttura secondaria che, a sua volta, con-
ferisce alla proteina particolari proprieta meccaniche.

Una delle pit importanti classi di proteine fibrose a struttura a-elicoidale e rappresentata dalle
o~cheratine. Tali proteine sono le principali costituenti di capelli e unghie, di una frazione sostan-
ziale della pelle animale e della lana. La struttura delle a.—cheratine e costituita dall’accoppiamento
di a-eliche destrorse, di circa 300 amminoacidi ciascuna, che si avvolgono fra loro a formare una
superelica sinistrorsa, detta avvolgimento avvolto (coiled coil). Ai lati della zona elicoidale sono pre-
senti regioni globulari N- e C-terminali di dimensione e composizione variabile che facilitano I'im-
paccamento dei coiled coil (dimeri) in protofilamenti, due dei quali costituiscono una protofibrilla.
Quattro protofibrille formano una microfibrilla che si associa con altre microfibrille a formare una

macrofibrilla (Figura 6.19).

» FIGURA 6.19

Struttura della cheratina
con indicati i livelli di strut-
turazione crescente: mo-
nomero, dimero, protofila-

mento e protofibrilla. (avvolgimento avvolto)

Protofilamento

Protofibrilla ¢

Coiled coil —+3

Elica— N\N\NN/N\N\NN/N\

La regione elicoidale responsabile della formazione del coiled coil & caratterizzata dalla ripe-
tizione di un motivo di sequenza formato da sette amminoacidi (a-b-c-d-e-f-g), detto “eptapep-

Ponte salino

Interfaccia
idrofobica

Ponte salino

b)

A FIGURA 6.20

Rappresentazione schematica dell'impaccamento dei residui
idrofobici all’'interfaccia delle o—eliche in una struttura coiled coil.
(a) Visione laterale che evidenzia I'interfaccia idrofobica che si genera ogni due
giri d'elica. (b) Sezione del coiled coil, con indicata la posizione degli amminoa-
cidi facenti parte dell'eptapeptide e le loro interazioni.

tide” in cui il primo e il quarto amminoacido
(a e d, rispettivamente) sono idrofobici (Figura
6.20). Nell’a—cheratina tali amminoacidi idrofo-
bici vengono a trovarsi all'interfaccia delle due
eliche favorendo la stabilizzazione della supere-
lica mediante la formazione di numerose inte-
razioni di van der Waals. Tali interazioni sono
facilitate dal fatto che il superavvolgimento si-
nistrorso altera leggermente la struttura delle
due a-eliche in modo tale che in un giro d’elica
vengono a trovarsi 3.5 amminoacidi invece dei
canonici 3.6. Questo fa si che esattamente ogni
due giri d’elica il residuo idrofobico a di una eli-
ca si trovi appaiato con I'equivalente dell’altra
elica e cosi per I'amminoacido d (Figura 6.20).
Inoltre, qualora gli amminoacidi e e g siano po-
lari carichi (Glu, Asp, Arg, Lys), essi possono
formare ponti salini intercatena che contribui-
scono a stabilizzare l'orientazione relativa e
l'allineamento delle eliche (Figura 6.20).

Oltre a queste interazioni si formano dei
ponti disolfuro covalenti tra residui di cisteina
di fibre adiacenti. Le proprieta delle fibre dipen-
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dono anche dal numero di tali interazioni. Per esempio, le proteine dei capelli e della lana hanno po-
chi ponti disolfuro e sono quindi molto flessibili, mentre le proteine delle corna, delle unghie e degli
zoccoli hanno ponti disolfuro piti numerosi e sono molto piti compatte e dure. Lana e capelli sono
anche estensibili in lunghezza in quanto e possibile allungare per stiramento le a-eliche rompendo
le interazioni non covalenti fra le eliche vicine. Poiché i ponti disolfuro sono covalenti e resistono
allo stiramento, essi inducono le fibre a riassumere la struttura originaria una volta che la forza
che ha causato I'estensione e cessata. Nel caso dei capelli la cosiddetta pettinatura “permanente”
deriva dall’'uso di sostanze riducenti in grado di rompere i ponti disolfuro dei capelli che sono poi
arricciati e trattati con prodotti ossidanti in grado di ristabilire la formazione dei ponti disolfuro
nella nuova conformazione arricciata. Con un processo analogo & possibile anche rendere lisci i
capelli ricci (Figura 6.21).

Sezione di un capello

“s “s
5—=8 SH HS s
SH
Riduzione Arricciamento NS/ Ossidazione
S—8S SH HS
I » /~SH >
$—8 = G5 HS HS
S—S SH HS oM WS
— HH S
0 ° ° o0 ) S S
s—s SH HS & &

Protofilamento

a) b)

A FIGURA 6.21
Struttura dei capelli. (a) Sezione trasversale di un capello dove si osservano le eliche superavvolte. (b) Procedimento di arricciatura dei capelli
mediante “permanente”.

Un altro esempio di proteina fibrosa elicoidale e rappresentata dal collagene, la proteina piu
abbondante nei vertebrati, componente essenziale delle ossa e del tessuto connettivo. Il collage-
ne € una proteina fibrosa rigida e inestensibile, che presenta una elevata resistenza alle tensioni,
necessaria per consentire a scheletro e articolazioni di sopportare le forti sollecitazioni cui van-
no incontro in attivita comuni come salto, corsa, ecc. Fratture ossee e lesioni alle cartilagini e ai
tendini dipendono da lacerazioni della matrice di collagene di questi tessuti. Da un punto di vista
strutturale, il collagene & costituito da una tripla elica destrorsa derivante dall'intreccio di tre
catene polipeptidiche distinte, chiamata “tropocollagene”, lunga 3000 A e di diametro pari a 15
A (Figura 6.22a-b). Ognuna di queste tre catene si struttura come un’elica sinistrorsa con tre am-
minoacidi per giro e presenta, entro certi limiti, una sequenza formata da un motivo Gly-X-Y che
si ripete su segmenti lunghi circa 1000 amminoacidi, in cui X & spesso una Pro e Y una Hyp (4-
idrossiprolina) o, pill raramente, una 3-idrossiprolina e una Hyl (3-idrossilisina) (Figura 6.23).
Questi ultimi tre “insoliti” amminoacidi vengono formati a partire da prolina e lisina a opera di
due enzimi, la prolil idrossilasi e la lisil idrossilasi, dopo la sintesi del precursore non idrossilato
del collagene.

Nella tripla elica del collagene, un residuo ogni tre si affaccia o entra in contatto con il centro
densamente impaccato della struttura. Questa & la ragione per cui in sequenza si riscontra una
glicina ogni tre amminoacidi: solo il residuo di glicina, privo della catena laterale, si puo adattare
al centro della tripla elica. Inoltre, a causa della struttura sfalsata della tripla elica, i residui glici-
na di un filamento si trovano adiacenti a un residuo X del secondo filamento e a un residuo Y del
terzo. Cio consente la formazione di un forte legame a idrogeno fra il gruppo NH della glicina e il
gruppo CO del residuo X adiacente. La struttura a tripla elica & ulteriormente stabilizzata dalla for-
mazione di legami a idrogeno intercatena a carico dell'idrossiprolina. Poiché I'enzima che catalizza
I'idrossilazione della prolina necessita come cofattore dell’acido ascorbico (vitamina C), una tipica
patologia associata alla carenza di vitamina C & I'indebolimento delle fibre di collagene, con conse-
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