AVVERTENZA

Il presente materiale didattico & messo a disposizione degli studenti
per facilitare la comprensione degli argomenti trattati nel corso delle
lezioni e lo studio individuale
Non sostituisce il libro di testo che rappresenta lo strumento
fondamentale per lo studio della Biochimica generale e molecolare

Le immagini utilizzate sono tratte dal libro di testo consigliato
e da quelli da consultare indicati nelle diapositive 3-7 del file
INTRODUZIONE



GLUCONEOGENESI

Sintesi di glucosio da precursori non glucidici

Avviene principalmente nel fegato durante il digiuno e anche in piccola parte
nella corteccia renale

Non é esattamente l'inverso della glicolisi perché é termodinamicamente
sfavorita

7 reazioni sono in comune con la glicolisi (2, 4-9)

3 sono diverse (1, 3 e 10)



Variazioni di energia libera nella glicolisi

Glucosio

10

Piruvato



CATABOLISMO ANABOLISMO

Stadio Polimeri:
Proteine
(1) Acidi nucleici
Polisaccaridi
Lipidi

Monomeri:
Aminoacidi
Nucleotidi
O Zuccheri
Acidi grassi
Glicerolo

Intermedi

metabolici:
o Piruvato
Acetil-CoA
Intermedi del ciclo
dell'acido citrico

Produzione Consumo
netta Piccole netto
molecole semplici:

H,0 || CO,

NH,
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AG'°= —31.4 kJ/mol

Fosforilazione a livello del substrato
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ENZIMI SPECIFICI DELLA GLUCONEOGENESI

« PTRUVATO CARBOSSILAST

 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOSSICHINASI

« FRUTTOSIO 1,6-BISFOSFATASI

« GLUCOSTIO 6-FOSFATAST



Mitocondri  prryvATO CARBOSSILAST
piruvato + HCO,- + ATP > ossalacetato + P, + ADP

Citosol 5 SFOENOLPTRUVATO CARBOSSICHINAST
ossalacetato + 6TP > fosfoenolpiruvato + GDP + CO,



PIRUVATO CARBOSSILASI

Richiede ATP e bicarbonato

Gruppo prostetico: Biotina

E' presente nei mitocondri

AcetilCoA e un attivatore allosterico

La reazione che catalizza e detta anaplerotica



Acetil-CoA

Citrato
Ossalaetat \
ssalacetato Isocitrato
-> Ciclo <.
dell’acido
Malato citrico

a-Chetoglutarato

N T g

.g Succmll CoA

Succinato < .



mitocondri

Bicarbonato Piruvato
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La biotina ¢ il coenzima delle carbossilasi

| imidazolidinone |
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iotina + ossalacetato
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Piruvato carbossilasi
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COO~ NADH + H* NAD" COO™

O0=C \ / HO—C—H

CH, s CH,

malato deidrogenasi

COO™ mitocondriale COO™

ossalacetato L-malato



a-chetoglutarato

Spazio
intermembrana

D (D

matrice

L-Malato



COO™ NaD™ NADH + H* COO -

HO—C—H \ / O0=C
CH2 - ~ CHQ

_ Malato _
COO deidrogenasi citosolica COO

L-Malato Ossalacetato




Mitocondri PIRUVATO CARBOSSILAST

piruvato + HCO;- + ATP - ossalacetato + P, + ADP

Citosol FOSFOENOLPIRUVATO CARBOSSICHINASI
ossalacetato + 6TP > fosfoenolpiruvato + GDP + CO,



La decarbossilazione dell'ossalacetato facilita la

ione del PEP
formazione del PE Ossalacetato
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Reazione reversibile nelle condizioni cellulari



carbossilazione

piruvato + /d{z + ATP > ossala;Afo + P.+ ADP

ossa/laé'ra'ro + GTP > fosfoenolpiruvato + GDP Vé— decarbossilazione

piruvato + ATP + GTP > fosfoenolpiruvato + GDP + ADP + Pi

AG® = 0.9 kJ/mole mentre

AG & molto negativo perché PEP e rapidamente
utilizzato in altre reazioni



| Glicolisi |
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Fruttosio-1,6-bisfosfatasi (FRPasi-1)

6CH20PO3(2)' ICH,0PO3%" CHQOPO%' CH,OH
H HO + P,
H OH
OH H
fruttosio-1,6-bisfosfato fruttosio-6-fosfato

Reticolo
endoplasmatico degli

Glucosio-6-fosfatasi

% CH,0PO3 CH,0H epatociti
5| o ’ | o 1
(H)H H TP
OH
H OH H OH

glucosio-6-fosfato glucosio



Citosol Membrana

. ~ plasmatica
Glucosio
G6P 6-fosfatasi
Trasportatore Capilare
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concentrazione
di glucosio

nel sangue
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Ciclo di Cori

Un simporto Lattato/H" permette v

la fuoriuscita di lattato dalla

cellula muscolare

T TIRET e e,
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Muscolo: 'ATP prodottodalla glicolisi
N@f\per una rapida contrazione
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\ Lattato 7—Glicogeno

ATP

L

Lattato Clucosio
nel sangue nel sangue

\J

Lattato 7—-) Glucosio

ATP

Fegato: IATP viene Usato per la sintesi
del glucosio (gluconeogenesi)
durante la fase di recupero
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Glucosio
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Acetil-CoA

Citrato
Ossalaetat \
ssalacetato Isocitrato
-> Ciclo <.
dell’acido
Malato citrico

a-Chetoglutarato
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.g Succmll CoA

Succinato < .



Glucosio
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Acidi grassi a numero
dispari di atomi di
carbonio



Acetil-CoA
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Ossalaletat \
ssalacetato Isocitrato
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dell’acido
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SUBSTRATT PER LA GLUCONEOGENEST

Piruvato
Lattato
Alanina

Altri amminoacidi che producono piruvato,
ossalacetato o altri intermedi del ciclo di Krebs

Glicerolo

PropionilCoA (Acidi grassi a catena dispar:i)



Glicolisi:
glucﬁo+2}¢/*+ }K%w*}il/ 2piy/afo+2N}t/+%+2}l%

Gluconeogenesi:

2 2 4
Z;yda‘ro + zr\)«( 74+ }z{ +2GTP gl}éio - 2}/ “+ /A/DP+ zc;l>|>+/4i

2ATP + 2GTP ~ 2ADP + 2GDP + 4P,

Idrolisi di 4 legami "ad alta energia” per ogni ciclo futile



Matrice extracellulare

e polisaccaridi Glicogeno,
della parete cellulare amido, saccarosio
sintesi
di polimeri depositi
strutturali
Glucosio

ossidazione . .
. . ossidazione
tramite la via .
. . tramite
del pentosio la glicolisi
fosfati

Ribosio 5-fosfato Piruvato



6-P gluconato Glicogeno Galattosio
N
Ribulosio 5-P  6-P gluconolattone UDP-glucosio Galattosio 1-P

=

Py Via del f .
jlbosio 5-P pentosio fosfato LE UDP-galattosio
Xilulosio 5-P ucosio 6- ucosio »
> P Glucosio 6-P > Glucosi
v
N> Sedoeptulosio 7-P Fruttosio 6-P Fruttosio
Eritrosio 4-P Q 5 l
F UttOSIO 1,6- blS'FI /_— Gliceraldeide T—) Fruttosio 1-P
L . V gl
Jieeraldeide 3-P _) Diidrossiacetone-P I
| 4
1,&bisfosfoglicera Glicerolo-P «—— Glicerolo
-fosfoglicerato
i«T Triacilglicerolo
-fosfoglicerato T l
L — ¢T Acil CoA grasso<«———Acidi grassi
Al_anlpa 7 sfoenolpiruvat T Sintesi
Cisteina > ¢ T e degradazione
Glicina \ del triacilglicerolo
G Lattato Piruvato Malonil CoA
Treonina | co Leucina
2 l Fenilalanina
NH co Tirosina
8 2 e Acetil CoA &5 £ Acetoacetato Triptofano
Carbamil-P ’ Q% Isoleucina \\ Lisina
B-idrossibutirrato

Aspartato < Ossalacetato
Citrullina

L / / Ci_clo_ )
Malato [eCClIED
tricarbossilici

Citrato

s Isocitrato Glutammina

orrik Argininosuccinato r (TCA) \7002 O Prolina
rnitina cnclo \/ Fumarato a-chetoglutarato < Glutammato Istidina
deII urea /() co, Arginina

Arginina Succmato Succinil CoA <— Metilmalonil CoA

Urea v

/ Isoleucina —> Propionil CoA
Fenilalanina Metionina Acetil CoA
Tirosina Valina Acil CoA grasso
Treonina (a numero dispari di

atomi di carbonio)

Posizione
centrale nel
metabolismo




VIE METABOLICHE

Biodegradazione
degli xenobiotici

Metabolismo
dei nucleotidi

Metabolismo
dei carboidrati

| | | Metabolismo
‘ di altri amminoacidi

Metabolismo
dei lipidi

'4 Metabolismo

I energetico 2

_ Biosintesi
dei metaboliti secondari

BANCA DATI ONLINE: KEGG PATHWAY
www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01100.html



Fattori che controllano la quantita e I’ attivita di un enzima

U} o Segnale
® @ extracellulare
O © ©

Recettore® l ‘enzima va incontro

[0) a fosforilazione/defosforilazione

Fattore di - ~ ’ L’enzima si combina
trascrizione con la proteina regolatrice -

Trascrizione o
M di geni specifici /A L'enzima lega
chinasi fosfatasi il ligando
(effettore
‘ allosterico)

Proteina
regolatrice

@ Degradazione del'mRNA

. ? -
A
> >
PPN 4
Degradazione delle proteine

@ Traduzione del’'mRNA sui ribosomi (ubiquitina, proteasoma)

Prodotto L’enzima lega
il substrato

Enzima sequestrato
in un organello
subcellulare

Reticolo endoplasmatico




Fattori che controllano la quantita e |" attivita di un enzima

Fattori di trascrizione Associazione Segregazione
con proteine regolatrici (compartimentazione)

trascrizione traduzione \

. ; . o
DNA » MRNA » Enzima O » Amminoacidi
turnove / \
eotidi Regolazione Modificazione
Nucleotidl allosterica covalente
@® 3 /&
Ny & mRNA
SR
DNA ChoRE

Elemento di risposta



Regolazione dell’attivita degli enzimi

Tempo necessario
per la modificazione

Evento regolatore Effettore tipico

Disponibilita del substrato  Substrato Modificazione della velocita (v,) Immediata

Inibizione da parte

del prodotto Prodotto della reazione @ Modificazione della Vmax €/0 della Ky, Immediata

Controllo allosterico Prodotto finale della via Modificazione della Vimax €/0 della Ko 5 Immediata
Modificazione covalente Un altro enzima Modificazione della Vimax €/0 Km Immediata in pochi minuti
Sintesi o degradazione Ormone o metabolita Modificazione della quantita di enzima Ore o giorni

dell'enzima




Regolazione della glicolisi

» Esochinasi
- Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)

* Piruvato chinasi



Regolazione della
glicolisi

Esochinasi I, IT e ITI

« Inibizione allosterica da prodotto
« Km bassa (0.1-0.2 mM)

Esochinasi IV (Glucochinasi) epatica

*Km piu alta (10 mM)

*‘Non ¢ inibita dal prodotto
*Associazione ad una proteina
regolatrice e segregazione nel nucleo



L

Concentrazione
del glucosio
ematico nel digiuno

Attivita enzimatica

della glucochinasi

Glucochinasi

Esochinasi

Vmax -
dell’esochinasi

Y T
3 \
Km Km

15

dell’esochinasi della glucochinasi

20

Concentrazione del glucosio, mmol/L

8|49



]
5 _—Sangue normale
§ B a digiuno [glucosio] Esochinasi IV
i (glucochinasi)
s K, =10 mm
S Esochinasi I-IIT
< hanno simili
R proprieta
',§ Esochinasi I cinetiche
s K, =022 mm
~
= |

0 5 10 15 20

Concentrazione di glucosio (mM)

Esochinasi IT nei miociti, ha una alta affinita per il glucosio ed & per meta
satura ad una [glucosio] di 0.1 mM ed, alla [glucosio] del sangue (4-5 mM), nella cellula
c'e una concentrazione di zucchero che gia satura I'enzima

Esochinasi IV negli epatociti & per meta satura ad una [glucosio] di 10 mM molto

pit alta della [glucosio] normale del sangue (4-5 mM). II GLUT2 mantiene equilibrata la
concentrazione del glucosio nel citosol e quella nel sangue



GLUCOCHINASI
epatica

Regolazione
mediante
associazione con
una proteina
regolatrice e
segregazione in
un organello
subcellulare

Glucosio compete
con il fruttosio 6-
Pi per il legame ad
un sito allosterico
provocando la
dissociazione della
glucochinasi dalla
proteina
regolatrice

Glucosio

F-YT‘I-‘:»}IITI 'ﬂllll'Tllll || |I |||||||||| IARRARA RN AR AR

LUT-2 L ::r MEMBRANA PLASMATICA

V):_L‘ l’IJL‘JAIKIJ\FA l)_l}l “Hhr 1H1J"r ’._HIL'r”lL‘J*nA L‘rb‘”*f"‘:”\’l‘(”:h\’“ ”\JJ"'JEJ L J H

N AN

Glucosio CITOSOL
¢ j GKR
F6P
v Proteina
y Glucochinasi regolatrice della

Pt glucochinasi
Piruvato (GK)(inattiva) =% o op)

|)’zi{ 'j.’"":"lftlrrlxr)t:ltlll)‘.l




Matrice extracellulare

e polisaccaridi Glicogeno,
della parete cellulare amido, saccarosio
sintesi
di polimeri depositi
strutturali
Glucosio

ossidazione . .
. . ossidazione
tramite la via .
. . tramite
del pentosio la glicolisi
fosfati

Ribosio 5-fosfato Piruvato



Regolazione della Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)
glicolisi

ATP AMP, ADP

\ \
\ X
R @
- X 0 16-
Fruttosio L ATP _Fruttosio 1,6

6-fosfato “bisfosfato
I¥0

\ \
citrato  fruttosio
2,6-bisfosfato

+ ADP

adenilato chinasi

ADP + ADP . > ATP + AMP




Acetil-CoA /

Ossalacetato

Isocitrato
-> Ciclo C-.
dell’acido
Malato citrico

\ a-Chetoglutarato
Fumarato <>.

.\ Succinil-CoA
> Succinato < .




Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)

Bassa [ATP]
ATP, ADP e AMP sono =
modulatore allosterici della 5
PFK-1 =
<
z Alta [ATP]

[Fruttosio 6-fosfato]

A TP & un substrato dell'enzima ed un prodotto della glicolisi che, quando aumenta di
concentrazione, riduce l'attivita dell'enzima PFK-1 (tetramero) legandosi ad un sito
allosterico e facendo diminuire l'affinita dell'enzima per il substrato.

ADP e AMP legandosi allo stesso sito di legame dell' ATP rimuovono la sua
inibizione



Fruttosio 1,6-bisfosfatasi

6CH20P03§)' ICH,OPO4 CHQOPO%' CH,OH
5 H HO + Pi
H 3 OH @@ OH
OH H H
Fruttosio 1,6-bisfosfato \ Fruttosio 6-fosfato

AMP fru’r’rosuo
2 ,6-bisfosfato

! \ . . . . . ] . .
L'AMP & un inibitore allosterico invece per I'enzima della gluconeogenesi



Regolazione della
glicolisi

Piruvato chinasi

Inibizione da ATP, acetilCoA, acidi grassi ed alanina

Attivazione da fruttosio-1,6-bisfosfato



In tutti gli altri tessuti glicolitici
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MUSCOLO A RIPOSO MUSCOLO IN ATTIVITA

anterograda

(glicolisi inibita) (glicolisi attivata)
Glucosio Glucosio
Esochinasi @ . Esochinasi
Retroazione v
. . negativa - .
Glicogeno <—— Glucosio 6-fosfato Glicogeno — Glucosio 6-fosfato
v Bassa carica
Fruttosio 6-fosfato Fruttosio 6-fosfato Energetica
PFK PFK @
© v ATP/AMP
N B Fruttosio 1,6-bisfosfato Fruttosio 1,6-bisfosfato
N N < ¢ - - v
\1/ Carica energetica
elevata | ] Y
ATP % ATP/AMP ST [Tk ATP <— ’ Stimolazione

y 4
X
\

\ 4
“’. -".\ ;‘\‘ v
Fosfoenolpiruvato iy Fosfoenolpiruvato
Fibra ATP Piruvato chinasi @ Fibra ATP <— Piruvato chinasi @
muscolare 1 muscolare v

rilassata Piruvato contratta Piruvato

| 4 1
CO, + H,0 Lattato
(corsa lunga e lenta) (sprint)

Figura 16.21 Regolazione della glicolisi nel muscolo

Nel muscolo a riposo (a sinistra), la glicolisi & poco attiva (frecce sottili). L'elevata concentrazione di ATP inibisce la fosfofruttochinasi (PFK), la piruvato
chinasi e I'esochinasi. Il glucosio 6-fosfato viene convertito in glicogeno (vedi cap. 21). Nel muscolo in attivita (a destra), la diminuzione del rapporto ATP/
AMP causata dalla contrazione muscolare attiva la fosfofruttochinasi, e quindi la glicolisi. Il flusso glicolitico aumenta, come indicato dalle frecce spesse.



Regolazione della gluconeogenesi

- Piruvato carbossilasi
* Fruttosio 1,6-bisfosfatasi-1 (FBPasi-1)

* PEP carbossichinasi (regolazione della sua sintesi
e demolizione)



Regolazione della
gluconeogenesi
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Regolazione della
gluconeogenesi

Fruttosio 1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1)

6CH20P03§)' ICH,OPO4 CHQOPO%' CH,OH
5 H HO + P
H 30H®® o
OH H H
Fruttosio 1,6-bisfosfato \ Fruttosio 6-fosfato

AMP fru‘r’rosuo
2 ,6-bisfosfato
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Fruttosio 2,6-bisfosfato



Fruttosio 1,6-bisfosfatasi-1 (FBPasi-1)
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o
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=
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=
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o
g 20 +F26BP
Z 25 uM
= 0 | |

05 uM 50 100
[Fruttosio 1,6-bisfosfato]| (M)

Il fruttosio 2,6-bisfosfato fa diminuire I’ affinita per il substrato e
potenzia I’ effetto inibitorio dell” AMP



Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)

ATP AMP, ADP

\ \
X X
A\
® @ S Fru’r’rosio 1,6-
7\® @ bisfosfato
/ /
\ X

citrato  fruttosio
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Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1)
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S
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N
E _____________________
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0 00570,1 02 04 0,7 1,0 20
[Fruttosio 6-fosfato] (mm)

0.08 mM

Il fruttosio:

« 2,6-bisfosfato aumenta I’ affinita per il substrato

« diminuisce I’ affinita dell’ enzima per gli inibitori allosterici ATP e
citrato



ATP Fruttosio 6-fosfato
PFK-2 FBPasi-2

ADP Fruttosio 2 6-bisfosfato

PFK-2= fosfofruttochinasi-2
FBPasi-2= fruttosio 2,6-bisfosfatasi



Nel fegato

~
~/ P2 /T
1 [F26BP] —/ (attva) [~
aumento . C e
Stimola la glicolisi, inibisce FBPase-2
la gluconeogenesi (inattiva)

. proteina
fosfoproteina A

fosfatasi

cninas

cAMP-dipendente

insuling —————- > @

@ € glucagone
(P [cAMP])

H,0 ADP
PFK-2 CH)
V [F26BP] (inattiva)
diminuzione . o O—P—0"
MINUZIGN iece la glicolisi, stimola o FBPase-2 / —~ |
la gluconeogenesi —/ (attva) /| T O

7N



Nel fegato avviene la glicolisi se esiste un alto rapporto insulina/glucagone
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Attivazione di molti enzimi
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Un rapporto elevato insulina/glucagone
fa diminuire il cAMP e il livello
di proteina chinasi A attiva
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PFK-2
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Fruttosio

Un’elevata concentrazione del fruttosio 2,6-bisfosfato attiva
la PFK-1, determinando un aumento della velocita della glicolisi

i

La diminuzione dell’attivita della
proteina chinasi A favorisce la
defosforilazione del complesso
PFK-2/FBP-2

FBP-2
(attiva)

PFK-2
(inattiva)

P Enzima bifunzionale

,6-bisfosfato

La PFK-2 defosforilata é attiva, mentre
la FBP-2 é inattiva; cio favorisce la
formazione del fruttosio 2,6-bisfosfato




Adrenalina
o Glucagone

Il glucagone stimola la gluconeogenesi
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Nel cuore
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Substrati della gluconeogenesi Regolazione della gluconeogenesi
durante il digiuno

Stato di digiuno

| Gluconeogenesi |
I - - - n M
consiste in Liberazione e rilascio

di acidi grassi
dal tessuto adiposo

L;ttato Piruvato _ -
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Regolazione della
gluconeogenesi

L' insulina fa rallentare | espressione dei geni che
codificano i due enzimi della gluconeogenesi:

« PEP carbossichinasi
e Glucosio 6-fosfatasi

Il glucagone fa aumentare | espressione dei geni che
codificano i due enzimi della gluconeogenesi:

«  PEP carbossichinasi
*  glucosio 6-fosfatasi

grazie al fattore di trascrizione CREB (proteina che lega
I'elemento di risposta al cAMP)

L'insulina fa aumentare l'espressione dei geni che codificano
per gli enzimi della glicolisi:

« Esochinasi IT e IV
« PFK-1
e  Piruvato chinasi



Regolazione della gluconeogenesi

- Piruvato carbossilasi
* Fruttosio 1,6-bisfosfatasi-1 (FBPasi-1)

* PEP carbossichinasi (regolazione della sua sintesi
e demolizione)



L" insulina rallenta |" espressione
dei geni che codificano i due
enzimi della gluconeogenesi:
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Xilulosio b-fosfato
fa aumentare la
velocita della glicolisi
nel fegato attivando

una fosfoproteina
fosfatasi (PP2A)



Fattori che controllano la quantita e |" attivita di un enzima

Fattori di trascrizione Associazione Segregazione
con proteine regolatrici (compartimentazione)

trascrizione traduzione \

DNA » mMRNA » Enzima urnover » Amminoacidi
turnove / \
ofidi Regolazione Modificazione
Nucleotidi allosterica covalente

G g/ g
> & Sintesi degli enzimi della glicolisi,
S 7 AVAAS : .

piruvato chinasi, e degli enzimi
DNA ChoRE della sintesi degli acidi grassi

Elemento di risposta



Regolazione
genica da parte
del fattore di
trascrizione
ChREBP
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ChREBP= Proteina che lega I’ elemento di risposta dei carboidrati,
ChoRE= Elemento di risposta ai carboidrati presente sul sito promotore



HNF-4«

Fos/Jun ATF3 @33;; C/EBP

COUP-TF
SREBP-1  RAR SREBP-1 HNF-1
PPARy2 l l HNF-3p . l Fos/Jun mRNA
I'i’ Ty B m\\//
Med.
Y\l A Pol 11
DNA dAF2| dAF1 P2
~1500 ' -300 TBP )+1
TFITH
i di trascrizione Elementi di risposta e siti di legame

Jorkhead box other 1 regolatori nei promotori
PPATCYZ  recettore y-attivato dal proliferatore 1 fattore accessorio distale 2

dei perossisomi A1 fattore accessorio distale 1
HNF-3B  fattore nucleare epatico 38 SRE elemento di regolazione
SREBP-1 proteina-1 che lega I'elemento di regolazione degli steroli

degli steroli AF1 fattore accessorio 1
HNF-4a  fattore nucleare epatico 4a (AF2 ) fattore accessorio 2
COUP-TF fattore di trascrizione che lega il promotore iR elemento di regolazione

per la sintesi dell’ovalbumina di pollo dei glucocorticoidi
RAR recettore dell'acido retinoico TRE elemento di regolazione
GR recettore dei glucocorticoidi dell’ormone tiroideo
T3R recettore dell'ormone tiroideo 1 elemento di regolazione
C/EBP proteina che lega il CAAT enhancer del cAMP
HNF-1 fattore nucleare-1 epatico
NF'1 fattore nucleare-1
AL fattore 3 di attivazione della trascrizione
@Bﬂ}) proteina che lega I'elemento di risposta al cAMP
NF«kB fattore nucleare kB
TBP proteina che lega il TATA-box
Med. mediatore
TFIH fattore di trascrizione 1TH

Regione del promotore della PEP carbossichinasi, enzima

della gluconeogenesi



