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
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N-terminale C-terminale

C-terminale
N-terminale

Mioglobina Emoglobina

Analogo ripiegamento
globinico



Mioglobinv Subunita B

Analogo ripiegamento dell'emoglobina
globinico
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Legame del CO al gruppo eme, separato dalla
proteina globinica, in soluzione

L'affinita di legame dell'eme libero per il CO
e 20000 volte maggiore rispetto a quella per

o,
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Legame del CO al gruppo eme, inserito nella
proteina globinica.

L'affinita di legame dell'eme libero per il CO
e solo 40 volte maggiore rispetto a quella per
'O, nella mioglobina, mentre & 250 volte
maggiore rispetto a quella per I'O, nella
emoglobina



E7
0, (His 64)

F8
(His 93)

Elica H

b
Istidina dis’r&le E7 (His®*) crea un impedimento sterico per cui il CO non si
puo legare con un legame lineare, ma si lega con un legame ad angolo, mentre
hon crea alcun impedimento al legame ad angolo con O,, anzi lo stabilizza
con un legame H



N-terminale C-terminale

C-terminale
N-terminale

Mioglobina Emoglobina

Analogo ripiegamento
globinico



Mioglobinv Subunita B

Analogo ripiegamento dell'emoglobina
globinico
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(a) Proteina di trasporto efficiente nel legame
ma inefficiente nel rilascio
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(b) Proteina di trasporto efficiente nel rilascio
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(c) Proteina di trasporto efficiente sia nel
legame sia nel rilascio
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(d) La transizione tra gli stati di legame debole
e forte spiega la curva sigmoice

La curva di legame dell’ ossigeno sigmoide implica che esiste una interazione
cooperativa tra i siti di legame per |’ ossigeno nella emoglobina. Per capire cio e
necessario rivedere il legame dell’ ossigeno al Fe?* dell'anello porfirinico



\/\,C/\ Istidina prossimale

CH, F8(93)

[

N

N

Oy







O, legandosi al Fe?* lo frascina
o, all'interno dell’'eme che si
appiattisce.
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(a) Deossiemoglobina (stato T)

(b) Transizione

L'O, legandosi al Fe2* lo trascina all'interno delleme che si appiattisce. Per
allentare le tensioni generatesi, la catena laterale dell'His F8 si sposta diventando
perpendicolare all'eme e di conseguenza si sposta l'elica F e la connessione FG. Cio
accade alla mioglobina (cambiamento della struttura terziaria) e alle singole
subunita dell'emoglobina (cambiamento della struttura terziaria e della struttura
quaternaria)
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N-terminale C-terminale
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Mioglobina Emoglobina



Nell’emoglobina
deossigenata, tra i due
dimeri af si stabiliscono
deboli legami ionici

e legami idrogeno
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4 Dimero af); v

| dimeri af sono
stabilizzati da interazioni
forti, principalmente di
natura idrofobica, tra

le catenea e B

Nel passaggio allo

stato ossigenato si
rompono alcuni dei
legami ionici e

idrogeno tra i dimeri o
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Due diverse strutture quaternarie dell'emoglobina
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Variazioni conformazionali

Rotazione e scivolamento di un dimero o/f sull'altro e la tasca tra le
subunita p si restringe

His HC3

His HC3
Stato T Stato R

Deossiemoglobina Ossiemoglobina



(b)

Deossiemoglobina

C terminale della

subunita B,
¢ discostato dalla
subunita o,

Ossiemoglobina

C terminale della

subunita B,
¢ discostato
a subunita a,




Deossiemoglobina Ossiemoglobina
(b)



Deossiemoglobina ossiemoglobina

L'O, legandosi al Fe?* lo trascina allinterno dell'eme che si appiattisce. Per
allentare le tensioni generatesi, la catena laterale dell'His F8 si sposta diventando
perpendicolare all'eme e di conseguenza si sposta l'elica F e la connessione FG e
questo movimento a sua volta distorce ed indebolisce l'intero complesso si legami

H e ponti salini che connette gli angoli FG di una subunitd [3 con I elica € della
subunita O



C terminale della
subunita B,
¢ discostato
a subunita a,

i C terminale della subunita p, = _—
Deossiemoglobina & discostato dalla subunita o, ~ Ossiemoglobina

(b)
Nella Forma T: L" His 146@ della subunita p protonata forma unaoppia ionica’on
I"asp 94 (F6G1 della connessione FG della stessa subunita

Il gruppo carbossilico dissttiato della stessa His 146 C-terminale (5)della subunitd f
forma unaoppia ionica con la Lys €5 () della subunita o vicina



ponti salini e legame idrogeno tra p,e a,e f,e a,

=« ponti salini tra f,e o, e B,e a,
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Gruppo amminico
protonato della lisina
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Ponte salino

ﬁtre |ta carbossilica
ella subunit a

neI 0 |m|dazoI|co dell’istidina 4

Ponte salino Gruppo carbossilico dell’aspartato
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(d) La transizione tra gli stati di legame debole
e forte spiega la curva sigmoice

La curva di legame dell’ ossigeno sigmoide implica che esiste una interazione
cooperativa tra i siti di legame per |" ossigeno nella emoglobina



Cooperativita tra i siti di legame

« Aumento dell'affinita per il ligando in una
subunita in sequito al legame del ligando
in un' altra subunita

 Siosserva nelle proteine allosteriche

« Il ligandi possono anche essere
modulatori e possono essere attivatori o
inibitori

« Se il ligando e anche modulatore

I'interazione e detta omotropica

 Se il modulatore e una molecola diversa
dal ligando l'interazione e detta
eterotropica

« L'ossigeno e sia ligando che modulatore
omotropico

Aumento
dell’affinita




POLMONI

I CO, si libera L’O, silega
daII’emogIoblna al’emoglobina

POLMONI

o BRANCHIE

VENE ARTERIE
Hco3
NHCOO
0,
2 2
e (Felre) (e
Emoglobina Emoglobina ﬁw WW
saturata per furata per J, 0,
circa il 64 % circa il 96 % i
Deos&emoglobV\OsyemogIoblna
HCO5~

Carbammlnoemogloblna Ossiemoglobina

S 7

TESSUTI

Il CO si Iega L’O, silibera
all’ emogloblna dall’emoglobina

TESSUTI




Nei capillari dei tessuti corporei

0 b, ® 1y
N
(|3+ H,N—C (”J > (”3 N—C (”3
O R O O R O
Residuo Carbammato

ammino-terminale

Circa il 14 % della CO, € trasportata dai tessuti ai polmoni sotto forma
di carbammato legata alle estremita N-terminali delle subunita
del’emoglobina



Trasferimento di CO, dai tessuti al sangue

Anidrasi carbonica

Co, == €O, + HZWO; +@
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Y 7\ Y~
Tessuto Capillare sanguigno



Trasporto di CO, dai tessuti ai polmoni

La CO, prodotta nei tessuti dal catabolismo viene eliminata
os:|ida‘rivo delle molecole organiche con l'espirazione
O \/ \/
prto @ CO,
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del tessuii O

HCO,;™~ +@
idificaziornl®
Q O aci

Endotelio Cl @ CIMHCO;_ Endotelio

() — B,

\ J \U J \_
' Y v

Tessuto Capillare sanguigno Capillare sanguigno Polmone

La maggior parte della CO, e trasportata ai polmoni sotto forma di bicarbonato



(a) Nei capillari
dei tessuti corporei
([O,] bassa, [CO,] alta)

Gli@ liberati nei tessuti nei
globuli rossi dalla dissociazione
dell'acido carbonico si legano
all'emoglobina che diventa meno

affine per '0, e lo rilascia o,
| ﬁ Plasma sanguigno
Ai Al tessuti
polmoni corporei
(b) Nei capillari l
dei polmoni

([O,] alta, [CO,] bassa)

Nei polmoni I'elevata pressione .

. . . espirataCo,
di O, ne favorisce il legame
all'emoglobina con rilascio di
H* e conseguente emissione

di €O,

HCO,~

CI~

Inspiratao, Plasma sanguigno

La maggior parte della CO, & trasportata ai polmoni sotto forma di bicarbonato



E legato all’emoglobina per
essere trasportato ai tessuti

' HbnH- + ‘z Hb-40, + n H*
Polmoni Anidrasi carbonica
H+ + HCO3 — H CO3 H O +

N~—

E rilasciato con I’espirazione

Anidrasi carbonica

" H,0 + €O, = H,CO, = H*+ HCO;"

_ Hb'40, + nH* = HbnH"* +@0,)

E rilasciato dall’emoglobina per
la riossidazione mitocondriale dei
coenzimi ridotti

Tessuti




ponti salini e legame idrogeno tra p,e a,e f,e a,

=« ponti salini tra f,e o, e B,e a,
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Gruppo amminico
protonato della lisina

\

Ponte salino

ﬁtre |ta carbossilica
ella subunit a

neI 0 |m|dazoI|co dell’istidina 4

Ponte salino Gruppo carbossilico dell’aspartato



Deossiemoglobina Ossiemoglobina

(b)

La protonazione dell’ His 146 della subunita [3 fa formare una coppia ionica con

I” Asp 94 (F61) della connessione F6G della stessa subunita [3 stabilizzando la
forma T deossigenata e favorendo il rilascio di ossigeno ai tessufi



‘Una diminuzione del pH fa ridurre
I’affinita dell’emoglobina per
’ossigeno, producendo quindi uno
spostamento a destra della curva
|di dissociazione dell’ossigeno

pH=7,6

N\ _pH=7,2

A un pH ridotto |
€ necessaria
’ una pO, piu

elevata per

raggiungere un

dato valore di
saturazione

0 40 80 120

1))
o

o

Saturazione percentuale con O, (Y)

Pressione parziale dell’ossigeno (pO,)
(mmHg)




Tessuti Polmoni

40 [

% di saturazione

20

40 80 120

Effetto Bohr: effetto del pH e della concentrazione di
CO, sul legame e sul rilascio dell'ossigeno dall'emoglobina




Un’unica molecola di 2,3-BPG si
lega a una cavita dotata di carica
CO0- positiva formata dalle catene 3
| della deossiemoglobina

H—C—0—PO2

H
2,3-Bisfosfoglicerato




Le curve di legame dell’ ossigeno per I'emoglobina sono prodotte in
presenza di 2,3-bisfosfoglicerato 5 mM (concentrazione nei globuli
rossi umani di un individuo sano ed al livello del mare)



siti occupati

siti disponibili totali

Il legame dell’ossigeno
all’emoglobina ¢ regolato in
modo che 1’0, trasferito ai
tessuti sia circa il 40% (37-38
%) della quantita totale di gas
che I’emoglobina puo
trasportare nel sangue per il
fabbisogno cellulare sia al
livello del mare che in alta
montagna

L’aumento di BPG provoca
solo un piccolo effetto sul
legame dell’ossigeno nei
polmoni, ma un effetto molto
evidente sul rilascio dell’ O, a
livello dei tessuti periferici.
Cosi il trasferimento di
ossigeno ai tessuti continua a
essere circa il 40 % (37%)
della totale quantita di gas che
il sangue puo trasportare

pOs, nei
tessuti

pOs nei pOs, nei
polmoni polmoni
(4500 m)  (alivello del mare)

50%

30

55 100

0%

2 100%

% di saturazione



HbA = o,f3,

HbF = oy,

Nell’ emoglobina fetale i residui 143 d ‘istidina delle catene

B sono sostituiti nelle catene Y con residui di serina per
cui diminuisce l'affinita per il 2,3-bisfosfoglicerato ed
aumenta l'affinita per l'ossigeno



Percentuale sul totale di catene globiniche

Catene della
famiglia delle
globine a

Momento
della nascita

N
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Catene della
famiglia delle
globine 3

50

N
(3]

g |
-9 -6 -3

0 3 6

9

Mesi prima e dopo la nascita




Composizione Frazione
: (catene del’emoglobina
Tipo globiniche) totale
HbA QL[5 90%
HbF Olz'Yz < 2%
HbA, OLQBZ 2-5%
HbA,. | ®oo-glucosio|  3-9%




NHo NHao

Emoglobina A
HCO
HCOH
/ HOCH
HCOH
HCOH

v CH,OH

LA b
HCH HCH
co co
HOCH HOCH
HCOH HCOH
HCOH HCOH
CH,OH CH,OH

Emoglobina A,

Glucosio

Il glucosio si lega non
enzimaticamente ai residui di valina

delle estremita N-terminali

subunta 3 dell’emoglobina

delle



Mutazione dell’anemia falciforme

Sostituzione patologica

Sostituzione non patologica

Emoglobina



Emoglobina A / Emoglobina S /

Interazione tra molecole

Formazione del filamento

Allineamento e cristallizzazione
(formazione della fibra)

(b)



Le fibre
B intracellulari di HbS
distorcono

Peritrocita

Gli eritrociti di forma
allungata occludono i
capillari impedendo il flusso
del sangue

L’anossia determina dei
microinfarti che si
traducono in un
forte dolore

La struttura
alterata della HbS
dipende da una
mutazione
puntiforme del DNA

Nello stato
deossigenato la HbS
polimerizza,
formando lunghe fibre
simili a delle funi

Val-His-Leu:Thr-Pro-GlIU-Glu-Lys sAA~

j Val-His-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Lys WA~

Catena 3







(b)



Val - His - Leu - Thr - Pro - Glu - Glu - Lys WAy
1 2 3 4 5 6 7 8

HbA

H
H |
s/vW\/\N\/\NN—C—CI%M/W\M
\
cHO
/N
Hs;C CH;

Val - His - Leu - Thr - Pro - Val - Glu - Lys ~wAv
1 2 3 4 5 6 7 8

HbS

CHy
NH3*

Val - His - Leu - Thr- Pro - Lys - Glu - Lys ~AAv/
1 2 3 4 5 6 7 8

HbC
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