Proteasi

Serina proteasi

Serina proteasi-Coagulazione del
sangue



PROTEASI
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Peptide bond

Le proteasi catalizzano la scissione idrolitica di un
legame peptidico



Peptide bond

a-carboxyl group & a-amino group
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La reazione di idrolisi e’ termodinamicamente favorita
La biosintesi del legame richiede un apporto di energia



IL LEGAME PEPTIDICO

Il legame peptidico, come conseguenza delle
interazioni di risonanza, € rigido e planare con
caratteristiche di parziale doppio legame: e un
legame particolarmente stabile
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Strategia comune delle proteasi:
creare un potente nucleofilo che attacchi il
carbonio carbonilico del legame peptidico



PROTEASI

4 famiglie in base al gruppo funzionale
- Serina-proteasi

* Metallo-proteasi
- Cisteina-proteasi
- Aspartico-proteasi

endopeptidase

Due tipi di scissione 4-5- -2- ==

exopeptidase



SERINA PROTEASI

Nei Mammiferi le serina proteasi coordinano
diverse funzioni fisiologiche importanti, quali:

 Digestione delle proteine alimentari
 Coagulazione del sangue

* Fibrinolisi

» Sistema del complemento

* Attivazione ormonale

« Attivazione di fattori di crescita

* Fecondazione



Serina-proteasi

Triade catalitica
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Serina Proteasi
Catalisi covalente
reazione a doppio spostamento
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Catalytic Mechanism of Chymotrypsin
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Oxyanion hole
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PROTEINA +E
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IT Fase: deacilazione
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IT Fase: deacilazione
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Ruolo della serina del sito attivo

Solo la serina 195 della chimotripsina e’ cataliticamente reattiva.
Solo la serina del sito attivo reagisce con il DIPF.
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DIPF=diisopropilfluorofosfato



Le serina-proteasi hanno relazioni struttura-funzione
simili

Trypsin
Chymotrypsin
Elastase

Le sequenze amminoacidiche della tripsina, chimotripsina
ed elastasi sono identiche per circa il 40% e le loro
strutture sono molto simili.

Agiscono attraverso un meccanismo catalitico uguale



Specificita delle serina-proteasi

Studi ai raggi X hanno chiarito che la diversa specificita’ e dovuta a
piccole differenze nella struttura del sito di legame del substrato

Tyr/Phe/ Tr'pi Lys/Arg | Ala/Val |

Val 190

Val 216

Asp 189

Chimotripsina Tripsina Elastasi

La tasca di specificita



Specificita delle serina-proteasi

Interazione primaria S1-P1
Interazioni secondarie
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| siti potenziali di interazione del substrato con I’enzima sono
Indicati come P e i siti di legame corrispondenti sull’enzima
sono indicati con le S.



ALTRE STRATEGIE PER IDROLIZZARE
IL LEGAME PEPTIDICO

CISTEINA PROTEASI

Catepsine: enzimi lisosomiali,
degradano proteine cellulari,
ruolo importante nel sistema
Immunitario

Caspasi: ruolo nell'apoptosi

Papaina, bromelina



ASPARTATO PROTEASI

Pepsina: degrada le proteine
alimentari che giungono nello
stomaco

Renina: partecipa alla
regolazione della pressione del
sangue

Proteinasi di HIV: tagliale
proteine multidominio del virus
producendo le forme virali
attive



METALLO PROTEASTI
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Collagenasi: metallo-
proteasi della matrice
extracellulare

Carbossipeptidasi:
enzimi digestivi



ATTIVAZIONE SERINA PROTEAST

Mediante modificazione
posttraduzionale irreversibile

proteolisi



Regulation of Enzymic Activity Partial Proteolysis:
Activation of Zymogens

/ Proteolysis \

Inactive Precursor =y  Active Enzyme

(Zymogen Irreversible
or
Proenzyme)

\_ /

L'attivazione mediante proteolisi, a differenza del controllo
allosterico e delle modificazioni covalenti reversibili, avviene
una volta sola nella vita di una molecola di enzima




Zimogeni

» Gli zimogeni sono strutture di grandi dimensioni,
inattive.

La differenza fra zimogeno ed enzima attivo
sta nel fatto che negli zimogeni il sito attivo di
catalisi e distorto, il peptide substrato non
riesce a legarsi in modo efficace e la proteolisi
non puo avere luogo.

La proteolisi limitata a carico dello zimogeno —
cambi strutturali e conformazionali (tasca per
il substrato, sito attivo, incavo dell'ossianione)
— attivita dell'enzima



La proteolisi specifica € una modalita comune di
attivazione di enzimi o di altre proteine

Alcuni enzimi vengono attivati irreversibilmente per proteolisi
limitata specifica (attivazione degli zimogeni):

-ENZIMI DIGESTIVI (es Chimotripsina)

-ENZIMI COINVOLTI NEL RIMODELLAMENTO DEI TESSUTTI (es
Collagenasi)

-ENZIMI DELLA COAGULAZIONE DEL SANGUE (es Trombina)

-ENZIMI COINVOLTTI NELL'APOPTOSI (es.Caspasi)

Anche altre proteine non enzimatiche possono essere “maturate”
irreversibilmente per proteolisi limitata:

- proteina strutturale: PROCOLLAGENO — COLLAGENO
- ormone: PREPROINSULINA — INSULINA



Proteasi ed inibitori

* Necessita dell'organismo di controllare le proteasi —
sviluppo di inibitori.

L'incapacita di controllare le proteasi, che puo essere causata
da un deficit di un loro specifico inibitore, puoc portare a
conseguenze “deleterie” per 'organismo.

- Serpine :inibitori delle serina proteasi

Circa il 20% delle proteine che si tfrovano nel plasma
sanguigho soho serpine.

La loro abbondanza riflette la loro importanza: fermare
I'attivita proteolitica quando é necessario che si concluda.

Questo e specialmente importante per i sistemi della
coaqulazione e del complemento, cascate enzimatiche in
rapida amplificazione.



Proteasi ed Inibitori
Esempio: Inibitore pancreatico della tripsina

Analogo del
substrato

Asp 189

Tripsina

La tasca di specificita

Trypsin—-pancreatic trypsin Free pancreatic
inhibitor complex trypsin inhibitor

L'inibitore pancreatico della tripsina blocca molecole di
tripsina eventualmente attivata gia nel pancreas o nei dotti
biliari, che potrebbero provocare gravissimo danno
tissutale (pancreatite acuta).



Proteasi ed Inibitori

L" al-antitripsina (al-antiproteasi) e’ un inibitore della
elastasi (secreta dai neutrofili).

Difetti genetici (es omozigosi lys53-Glu, allele Z) che

portano a deficit di questo inibitore si associano a danni
degli alveoli polmonari per aumentata degradazione delle
fibre elastiche ad opera dell'elastasi (enfisema polmonare).

Il fumo di sigaretta Tramite la Met358 l'inibitore lega l'elastasi

aumenta la probabilita R - CH, - CH,- S - CH,
che anche un Tt

eterozigote sviluppi
I'enfisema R-CH,-CH,- - CH,




ALCUNI FARMACT
SONO INIBITORT SPECIFICT DI PROTEASI

Gli ACE inibitori (es captopril) inibiscono I'Enzima che
converte l'angiotensina (ACE), una metalloproteasi.

»| Angiotensinogeno
nel plasma
————  Renina —
A 4
| ANG I nel plasma
ACE
Endotelio —Sommengono o ]
of o . (enz"na)
Sono utilizzati nella cura dei vasi ACE inibitori
1o . . Sanguegne v
dell'ipertensione, patologie
cardiovascolari, insufficienza oeeidebi

renale.



ALCUNI FARMACIT
SONO INIBITORI SPECIFICT DI PROTEAST

L “/ndinavir e il retrovir sono inibitori della proteasi
dellHIV, una aspartico proteasi (cura dellAIDS).

Questa proteasi taglia le proteine virali multidominio
producendo proteine virali mature, indispensabili per
la forma infettiva del virus.

L'inibitore mima lo stato di transizione tetraedrico.



Proteasi digestive

Le proteine ingerite con la dieta
vengoho degradate nello stomaco e
nell'intestino tenue da parte di
proteasi.

La maggior parte delle proteasi
digestive vengono prodotte come
Zimogeni.



GLI ENZIMI DIGESTIVI CHE IDROLIZZANO LE PROTEINE,
INTRODOTTE CON LA DIETA, SONO SINTETIZZATI COME
ZIMOGENI
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Digestione delle proteine
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ATTIVAZIONE DEL TRIPSINOGENO
+
H3N—Val—(Asp)g—Lys—lle—Val—---
Trypsinogen

enteropeptidase or
trypsin
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ATTIVAZIONE DEL CHIMOTRIPSINOGENO

Activation of Chymoftrypsin - Partial Proteolysis

Chymotrypsinogen (inactive)
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Secrezione pancreatica

- Componente proteica

- Enzimi proteolitici
* Endopeptidasi (Tripsina, Chimotripsina, Elastasi)
» Esopeptidasi (Carbossipeptidasi A e B)

- Enzimi glicolitici
+ Alfa amilasi

- Enzimi lipolitici
» Lipasi pancreatica

+ Tutti gli enzimi vengono secreti come
vengono attivati nel lume intestinale



La tripsina e I'attivatore comune di molti zimogeni

Enteropeptidasi
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Tripsinogeno Tripsina
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Proelastasi Elastasi Procarbossi-  Carbossi-
peptidasi peptidasi

Chimotripsinogeno  Chimotripsina Prolipasi Lipasi



