Metabolismo
degli amminoacidi
e produzione dell'urea




Gli amminoacidi non possono essere accumulati all'interno
dell'organismo analogamente a quanto avviene per i glucidi e
lipidi :

-DEGRADAZIONE PROTEINE CELLULARI

-DIGESTIONE DELLE PROTEINE DELLA DIETA
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DEGRADARE LE PROTEINE endogene: PERCHE'?

« Conservare i nutrienti sottoforma di proteine per poterle poi
usare come combustibili energetici

« Eliminare le proteine difettose
* Regolare il metabolismo cellulare attraverso la degradazione

di enzimi regolatori

Sono degradati piu velocemente gli enzimi che operano in
corrispondenza dei punti di controllo
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DEGRADARE LE PROTEINE endogene: COME?

 Le CATEPSINE LISOSOMIALI degradano le proteine
Intracellulari e extracellulari mediante il processo di
AUTOFAGIA

Le catepsine operano
una degradazione
non selettiva

4.Un lisosoma sl fonde

h 1. Il corpo Invia un segnale alla cellula
YA n con l'autofagosoma.

che attiva 'autofagla.

2. Intorno al rifiuti cellulari sl
crea una membrana.

3. Sl é formato un autofagosoma.
5. Gll enzimi del lisosoma
permettono di scomporre
[ rifiutl cellulari e di estrarre
I residul chimicl. Questl ultimli
verranno Infine riciclatl.

foodspring
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DEGRADARE LE PROTEINE endogene: CHI?

* Le proteine destinate alla degradazione vengono marcate
dallUBIQUITINA

ub
=0

S
HN Legame
isopeptidico

Verso
.-~ la proteina
bersaglio

Legame Legame
peptidico peptidico
@ Figura 23.2 Struttura
dell’'ubiquitina
L'ubiquitina possiede un‘estremita
carbossiterminale estesa, che,
una volta attivata, si lega alle
proteine destinate a essere digerite.
| residui di lisina, compresa
la lisina 48, il sito a cui si legano
altre molecole di ubiquitina, sono
mostrati secondo il modello a sfere
Estremita C-terminale e bastoncini. [Fonte: 1UBI.pdb.] Legami isopeptidici

@ Figura 23.4 Struttura della tetraubiquitina

Quattro molecole di ubiquitina si uniscono I'una all’altra con legami
isopeptidici. Si noti che questi si formano dal legame del gruppo
carbossilico alla fine dell’estremita C-terminale estesa con il gruppo
g-amminico di un residuo di lisina. Le linee tratteggiate indicano

le posizioni delle regioni carbossiterminali estese e non visibili

nella struttura cristallina. La tetraubiquitina, una volta legatasi

alla proteina bersaglio, rappresenta il principale segnale di degradazione.

[Fonte: 1TBE.pdb.]
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DEGRADARE LE PROTEINE endogene: COME?

« Le proteine destinate alla degradazione vengono marcate
tramite UBIQUITINAZIONE

La proteina destinata
all’'ubiquitinazione ha
sequenze consenso che
permettono il
riconoscimento da parte
dell’'ubiquitina: ] [ r
DEGRONE e soe "
-spesso residuo N-term. } i

La stabilita delle

Proteasoma 26S B k. T LA EL T

proteine dipende dalla T N e
natura dei loro residui N- s ™~ Y Y CBD
terminali: classificazione . “» L % N
degli amminoacidi come . . , ’ég/
Ly - . : F A appuccio
residui stabilizzanti o O 198 "Aﬁ
destabilizzanti "R 4 o
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Cellule parietali
(secernono HCI)

— Cellule adelomorfe
(secernono
pepsinogeno)

Quando il contenuto
acido arriva nel
duodeno viene
secreta la Secretina:
stimola la
secrezione del
succo pancreatico

con zimogeni

LTy
'«%«Z‘:‘%ﬂm
s 80B3DaAE

Mucosa gastrica
(secerne gastrina)

ASTRINA

Stomaco

Pancreas

Reticolo
endoplasmatico
/ ruvido

Granuli
Dotto collettore  di zimogeno

(c) Villi dellintestino tenue

gli amminoacidi)

pancreatico Intestino .y
tenue A s .

P "| Villo

‘ {' i : Mucosa
! intestinale

| | : (assorbe
:

| : I
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Enzyme Peptide bond cleaved”

EXYPRI csasvasensvsisinan e -Lys (or Arg) *---
Chymotrypsin, subtilisin...........-Trp (or Tyr, Phe, Leu)*----
Staphylococcus V8 protease .....-Asp (or Glu)4-----
PAPATN s e, -Phe (or Val, Leu)-Xaa M
Thermolysin -t Leu (or Phe) ------
PODRN: ceormssormnirossm smmmes e -Phe (or Tyr, Lcu)iTrp (or Phe, Tyr)

“ The arrow indicates the site of action of the protease. Xaa, any amino acid
residue.

Table 2: Specificity of proteases

Le proteasi pancreatiche sono
attivate nell’intestino

Enteropeptidasi

T

Tripsinogeno Tripsina

I
I

Proelastasi Elastasi Procarbossi-  Carbossi-

peptidasi peptidasi
g =g

Chimotripsinogeno  Chimotripsina

Al fegato




AMMINOACIDI
-DEGRADAZIONE PROTEINE CELLULARI
-DIGESTIONE DELLE PROTEINE DELLA DIETA

Subiscono DEAMMINAZIONE OSSIDATIVA

Urea

Amminoacido

s,

Struttura carboniosa

7NN

CO,
+
H,0

Glucosio

Acetil-CoA

Corpi chetonici

\

}

|

Carburanti metabolici
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Nel citosol degli EPATOCITI
la maggior parte degli L-AA
subisce la reazione di
TRANSAMMINAZIONE con

Il distacco del gruppo a-
NH3 ad opera di
AMMINOTRANSFERASI
(transamminasi)

v

La concentrazione di questi
enzimi aumenta nel circolo
sanguigno dopo lesioni tissutali
(es: Infarto) AST, ALT

+
HyN—

COO™

ammino-

trasferasi

(leO_
(|3—H
R

L-Amminoacido

Donatore di gruppi
amminici

COO™
C=0

a-Chetoacido

Figura 18.4 La reazione catalizzata dalle transamminasi.

In molte reazioni amminotrasferasiche, |'a-chetoglutarato e
|'accettore del gruppo amminico. Tutte le amminotrasferasi
utilizzano il piridossal fosfato (PLP) come cofattore. Anche

se la reazione € mostrata nella direzione del trasferimento
del gruppo amminico sull’a-chetoglutarato, essa € facilmente

reversibile.
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“0—P=0 -
| 0
0 ]
| 0—P=0
CH, |
H 0
I J ¢ |
0=C NH CH5
— T
+
OH CH, 0=C / NH

Piridossal fosfato —
(PLP) OH CH,

’O—IT:O
o)
| H,0
CH,
H

HBKI—(lz /' Nm (I)
| — “O0—P=0
OH CH, J
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fosfato CH,

*' PII II{ \
+
“ Cone Do —NCC_NH
[& |

Base di Schiff
CH}
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Le transamminasi usano il
PLP come gruppo prostetico
per il trasferimento del
gruppo amminico con un
meccanismo a «ping-pong»




Nel muscolo e in altri tessuti che usano AA ramificati (Leu, lle, &&
Val) come combustibile (elevato sforzo muscolare o digiuno):

-il muscolo non ha un sistema per la detossificazione gruppi -NH3

-'azoto della deammidazione deve essere portato al fegato per la sua
conversione in urea

-l muscolo utilizza alanina come trasportatore di gruppi -NH3 quando, in
seguito alla contrazione in condizioni anaerobie, si producono piruvato e
lattato dalla glicolisi:

-Questi composti devono poter tornare al FEGATO dove vengono riconvertiti
in GLUCOSIO che torna al muscolo
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Ciclo Glucosio — Alanina

Ccoo-
coo- |
HN'-C—H  COO ¢="° <|300'
?Hz + (|:=0 — EHZ + HgN"-C—H
CH, | _ .'—\I:muu_l _ Ha (|2H
doo- CHa aminotransferasi coo- Alan?na
Glutammato  Piravato glﬁ;?::o
FEGATO MUSCOLO
~
Vie attive: Glucosio Glucosio e Glicogeno
1. Demolizione del glicogeno, cap. 21 .
2. Glicolisi, cap. 16 @ s @
3. Ciclo deil'acido citrico, cap. 17
4, Fosforilazione ossidativa, cap, 18 : A 3
5. Gluconeogenesi, cap. 16 Piruvato N Piruvato
6. Ciclo dell'urea, cap. 23 G A idi
Glutammato . 4 inoacidi
1 u , NH, @ a catena ramificata
{ e ®
NH. Alanina Alanina
4 Scheletri carboniosi
‘ ® per la respirazione cellulare
Urea / \

Figura 23.14 INTEGRAZIONE DELLE VIE METABOLICHE: il ciclo glucosio-alanina
Durente l'esercizio prolungato o il digiuno | muscoli utiizzeno come combustibili gl ammincacidi a catena rameficate. L'azoto nmosso viene trasfento

al peruvato formando alaning, che viene rilascata nel torrente circolatono. L'alanna viens catturata dal fegato e convertita in piruvato per ia succassiva
sintest di gluceso.

JM. Barg J LTymeacko, G.J. Gatto, L Stryer. Boohimice - Offave edzions faling, Zenchali edtore 2020 . ZANICHELL)
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Ciclo Glucosio — Alanina

Glicogeno
nel muscolo

Epatocita
Nucleotidi,
ormoni,
portirine
Glucosiol
nel
sangue

Glucosio
nel

sangue | T ipidi

o
; Glucosio
\@
gluco-

L ——— Glucosio

gluconeogenesi k Piruvato

Proteine
dei tessuti

4
1

Proteine Amminoacidi
del plasma nel sangue

ciclo dell'urea

@ —s NH; — Urea

Proteine
del fegato
(1]
Amminoacidi Ammino-
acidi nel
@ muscolo

Alanina

o

Acidi Mitocondrio
grassi

-CoA

\, ADP+ P 'ATP

/ci-clo

dellacido e

citrico

neogenesi

fosforilazione
ossidativa

Figura 23.15 Metabolismo degli amminoacidi nel fegato.
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Muscolo

Glucosi0 =y Piruvato

A glicolisi /‘
alanina
y
Alanina
Y
_ Alanina
Glucosio nel sangue
nel sangue

/ —
A

A
Fegato Alanina

\\ \ 4

\
Glucosio 4—\‘ Piruvato

gluconeogenesi

/

alanina
amminotrasferasi

Proteine
del muscolo

|

‘Amminoacidi

|

NH;

|

Glutammato

Qniinotrasferasi
a-Chetoglutarato

a-Chetoglutarato

Donatore
universale di

gruppi
amminici

ciclo dell’'urea

Urea

Figura 18.9 Ciclo glucosio-alanina. L'alanina serve come
trasportatore dell’ammoniaca e dello scheletro carbonioso del
piruvato dal muscolo al fegato. L'ammoniaca viene escreta,
mentre il piruvato viene utilizzato per produrre glucosio, che

ritorna al muscolo.




Nel mitocondrio del fegato il glutammato ottenuto dalla
transamminazione subisce una DEAMMINAZIONE

OSSIDATIVA

COO™ . :
- | transdeamminazione
H_3N—(|J—H
$H2 NADP)*
CH,
iin NAD(P)H
COO™
transamminazione Glutammato -
C|JOO_
~ : +
cidi oo coo-  «-Chetoacidi HzN :C
tmo -ty  >Choodusm Glutammato |
. . 1 - €00 Alanina " . (j‘HO
AN deidrogenasi |7
CH,4 (|sz
CcOO™ |

COO_ -
oc—ImmmogluTara‘ro
NH;

a-ChetC(‘)(g)‘l(L)lt_arato TOSS I CA' ' |
Escreta sotto
forma di UREA

D. Nelson, M. Cox, / principi di biochimica di Lehninger-Settima edizione, Zanichelli editore 2018 13

Ciclo di Krebs/gluconeogenesi

+
NHy
Ammoniaca
(sotto forma di ione ammonio)

Animali ammoniotelici: la
maggior parte dei vertebrati
acquatici, come i pesci ossei
e le larve degli anfibi.

HzN—ﬁ—NHZ
0

Urea
Animali ureotelici: la

maggior parte dei vertebrati
terrestri; anche gli squali.

Acido urico

Animali uricotelici:
uccelli e rettili.

(b)




Negli organismi UREOTELICI 'ammoniaca accumulata negli
epatociti viene convertita in UREA durante il

CICLO DELL UREA
Overall Urea Cycle Reaction

Iy
NH; + HCO; + OOC—CH;—CH—COO

Aspartate
Con il ciclo
: ATP
dell’urea si - <
il \—s 2 ADP + 2 P, + AMP + PP,
ammoniaca e v

bicarbonato ﬁ
H,N—C—NH, + OOC—CH=—=CH—COO

Urea Fumarate
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The Urea Cycle

Nel mitocondrio arriva 'ammoniaca prodotta anche a livello intestinale dalla
degradazione degli AA da parte dei batteri

Donatore universale

di gruppi amminici o _ ,
R ﬁ COO™ Generico alfa-chetoAC
Glutamate — - 0 (alfa-chetoglutarato)
Dalla transdeamminazione tamate a-Keto acid
glutama :
NAD(P)* "\ dehydrogenase rAnSamIng e
R—CH—COO™ :
H* + | NAD(P)H <~ a-Ketoglutarate | Generico AA
NHF
;?1?53%3 1 Amino acid
synthetase
Y 1
2 ATP + HCO; + NH; — +2ADP + P,
Carbam@ bsphate

Donatore di gruppi carbamilici attivati
Entra nel ciclo dell’urea....

Dalla respirazione mitocondriale
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CPS | Mechanism

La carbamil-P-sintetasi recupera il primo atomo di AZOTO
per la sintesi dell’'urea

ADP

O

U= Ir— o
o
AIIDP
ADP P. ATP
0 0 0 i 0 0
VNS I b [
HO—C—O~ + o=1|3—0 - O—C—OPO% | + :NHj 2 0—C—NH, e ~“0,P,—0—C—NH,
o v Carbamate ADP Carbamoyl phosphate
Carboxyphosphate =
1) LATP attiva lo ione 2) 'ammoniaca attacca il 3) Una seconda
bicarbonato formando il carbossi-P rimuovendo |l molecola di ATP fosforila
carbossi_P Pi il carbammato
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5) L’ ornitina rientra nel
mitocondrio per dare
inizio a un nuovo ciclo

Il Ciclo del’UREA: FEGATO

0
|

H,N —C—OPO% +2ADP+P,;
Carbamoyl phosphate

/

1) Nel mitocondrio Il carbamil-P
cede il suo gruppo carbamilico
all'ornitina e si forma citrullina, si
libera un Pi

0= (|3— NH,
ornithine
anscar- NH
bamoylase P; |
(CHg)s
Ornithine E HC—NH#
NH{ Citrulline COO—
(?HQ)S Mitochondrion
 O—NH* 00—
H—C—NH3 Cytosol | COO0
CoO- Citrulline CH,
Ornithine Urea ATP HO— N
0 cycle argininosuccinate Cos
I synthetase COoO-
H;N —C—NH, AMP + PP; ’
Aspartate
Urea IE‘
arginase COO-
Hy0 . | .
Argi nino- CH, NH,
Arginine succinate | Y
e HC—N—C
H,N NH, 0
N | |
C COO0~ l‘|~TH
|
NH argininosuccinase (CHy);
| Co0— "
(CHy)3 \ HC—NH
HC |
H—C—NHF I CO0~
CH
CO0~ \
CO0~
, ] . . Fumarate
4) L'enzima citosolico Hqc.\i
) ] ] ) A 2 fumarase
arginasi scinde l'arginina B NAD* NADH |+ 5+ B
] e CoO CoOo
in UREA e ornitina | |
CHg \ CHy
CH—OH malate dehydrogenase - c=0
Co0~ Coo~
Malate Oxaloacetate
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2) L’aspartato, ottenuto nei
mitocondri per transamminazione,
cede il secondo gruppo amminico
necessario per la sintesi dell'urea: il
gruppo amminico dell’Asp viene
condensato al gruppo carbonilico
della citrullina. Si forma

’'argininosuccinato
g t
fm, M, oW AP, ow
AMP—(P) (l}‘;+ogé %‘ A\,\wfoQL“/: l;\\ nl' CHy—C00™ g - ﬂ NH (‘ CH,—CO0™
ATP NH llsfﬂ Coo ,\‘III (“()(J
(CHgly (CHg)y Aspartato :r‘:nzw,
H—(I‘—NH5 H—KIZ—NHT H—C“—N‘H";
Coo™ cCoo™ r"na‘
Citrullina Citrullil-AMP Argininosuccinato

—_

3) I'argininosuccinato viene scisso
reversibilmente in fumarato e
arginina

Gluconeogenesis

Transamminazione>>Aspartato




Spazio
intermembrana
(lato p) FH

I
~00C —CH, —(—C00"

XOOO00

I

o Trasportatore Matrice
O malato- (lato N)
8 a-chetoglutarato OH

Q

~00C —CH,—¢—C00"

Malato /@ \ Malato

¢ Ie
H*+ NADH g8 B )
o malsto ==  malaco —e Ossalacetato
¢ daclarogenas Q : deidrogenasi .
Il ol & I
~00C —CH, —C—C00~ :) 8 ~00C —(‘Hg—("‘—(‘oo‘ .Otte_nUto .nel durante
Ossalacetato NH; ,3 2 Il\IH;: Ol icitis il Ciclo di krebs
~00C —CH,—CH, —C—C00~ Q Q ~00C —CH,—CH, —C—C0O0"~
; |
Glutammato Q o] Glutammato
aspartato ‘:\? ;.: aspartato
amminotrasferasi (: Q o «xn[m\.munAz\t«'m\i
a-Chetoglutarato 3 f a-Chetoglutarato
Q
~00C —CH, —CH, —C—C00~ 8 g8 ~00C —CH,—CH, —C—CO00~
Q ;’
=% Aspartato ottenuto
NH; Aspartato Q o Aspartato NH; nei mitocondri per

| \§
*()()(‘—(‘H-_,—([—(‘()(r \

§

000 ~ct,~(~co0- I'azione della

: P N
Trasportatore—#

glll[ilnllﬂll[()-ilSpill'[ilt()

OO0

aspartato
amminotransferasi

H

OOOCC

| Effetto netto: NADHp === NADHj |

Figura 19.31 Sistema navetta (shuttle) del malato-aspartato.
Questo sistema navetta per il trasporto degli equivalenti
riducenti dal NADH citosolico alla matrice mitocondriale &
attivo nel fegato, nei reni e nel cuore. € Il NADH citosolico
entra nello spazio intermembrana attraverso delle aperture
nella membrana esterna (porine), poi passa i suoi due
equivalenti riducenti all’ossalacetato per produrre malato.
@® |l malato viene trasportato attraverso la membrana
interna dal trasportatore malato-a-chetoglutarato. € Nella
matrice il malato trasferisce i suoi due equivalenti riducenti
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al NAD"; il NADH cosi generato viene poi riossidato dalla ] . }
catena respiratoria mitocondriale. L’'ossalacetato, il prodotto Viene fatto uscire nel citosol
di ossidazione del malato, non puo ritornare direttamente per mezzo dello shuttle e

nel citosol e quindi viene prima transamminato ad aspartato jndirizzato verso il ciclo

@, che puod uscire dai mitocondri attraverso il trasportatore dellurea

glutammato-aspartato @. L ossalacetato viene rigenerato

nel citosol e @ il ciclo & cosi completato; il glutammato

prodotto nella stessa reazione entra nella matrice tramite il

trasportatore glutammato-aspartato.




Collegamento tra i diversi cicli metabolici: biciclo di Krebs

| collegamentitra i due cicli riduconoi costi energetici dello smaltimento dello ione
ammonio attraverso l'urea

fumaragnifato Arginina Ures | Nel ciglo dell'urea si consumano =
4 \ / legami ad alta energia (4 ATP):
» 2 nella sintesi del carbamil fosfato
\/ » 2 nella sintesi dell’arginino succinato

2AMP + PPi
ATP

Il consumo reale si
riduce ad 1,5 ATP
grazie al riciclo del
malato in ossalacetato
nel ciclo di Krebs che
recupera 2,5 ATP dalla
riossidazione del NADH
nella catena respiratoria

kl—\'ﬂ’

NH4+ o5 HC03'

16



Vie di degradazione delle proteine (15% energia tot)

AA

AA Leucina Arginina
CHETOGENICI Lisina Glutammina GLUCOGENICI
o ; Glutammato [«m— . .
Fenilanina Corpi Istidina Producono
Producono : " Proli
Triptofano chetonici i iruvato o
acetoacetato o Tirosina A p .
un suo v intermedi del
- a-Chetoglutarato . .
precursore Tsaciizgll ciclo di krebs
e
Acetoacetil-CoA Ciclo Isoleucina
Citrato dell’acido Succinil-CoA Metlor.nna
citrico Treonina
\ 4 ; Valina
Acetil-CoA Succinato
A A 4
Ossalacetato Fumarato |<€——ov— F(leml?lamna
Tirosina
*=|w=|: Malato
Co,
; Piruvato .
T Glucosio
Alanina
Cisteina
Isoleucina Glicina
Leucina Serina [T Glucogenico
Treonina Treonina Asparagina X
Triptofano Triptofano Aspartato 1 Chetogenico
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