XILULOSIO 5P: attivatore allosterico della PP2A
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Notare la coordinazione della produzione di acetil-CoA e dell’induzione degli enzimi della via biosintetica degli acidi grassi



Piruvato Chinasi
Isoenzima muscolare (M), isoenzima epatico (L)
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(ed ormonale)
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NB: Adrenalina => emergenza:
Necessita energia (scappare o combattere)

NB: Glucagone:
carenza di Glucosio ematico



Stoccaggio riserve energetiche
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Glicogeno A

Gluconeogenesi
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Tipi di regolazione metabolica




Regolazione trascrizionale del metabolismo

Assuzione cibo
(carboidrati)

Glucosio (ematico)

Pancreas (cellule beta)

Insulina
[Tessuto adipos@ Fegato | Muscoli
METABOLISMO METABOLISMO METABOLISMO
GLUT4 GLUT2 GLUT4

Glucose metabolism / Uptake glucosio

Glicolisi Glicolisi
Acidigrassi  1SP9N0  Giicolisi (ATP)
Acidi grassi

Triacilgliceroli Gluconeogenesi



Regolazione trascrizionale del metabolismo
(TF influenzati dall’insulina)
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Un fattore trascrizionale puo attivare in modo coordinato piu
Glucosio

y plasmatica
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ChREBP: Carbohydrate Response Element Binding Protein



ed esistono piu livello di interconnessione tra i vari sistemi di
mOdU|aZiOne . e Glucosio Membrana
%% GLUTZ /plasmatica
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Nel fegato: Glucosio

esochinasi IV
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Perche la natura ha scelto il sistema a cascata?
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HNF-4a

Fos/Jun ATF3 CREB C/EBP

COUP-TF HNF-1
SREBP- l RAR SREBP-1 0 . " X ‘
PPARvy2 HNF 33 _— I Fos/Jun
HNF- 3[3 GR 3 C/ EBP Mediatore
FOXO1
/\
NA | dAF2 | dAFl | SRE |AF1 | AF2 |TRE | SRE | P4 |P31I| P3I | P2 | Pl | CRE | TATA |1 /0
-1500 =300 ( TBP ) N a
mRNA =
Fattori di trascrizione Elementi di risposta e siti di legame
FOXO1 forkhead box other 1 regolatori nei promotori TFIIH
PPARy2  recettore y-attivato dal proliferatore dei perossisomi dAF2  fattore accessorio distale 2
HNF-38  fattore nucleare epatico 3B dAF1 fattore accessorio distale 1
SREBP-1  proteina-1 che lega 'elemento di regolazione SRE  elemento di regolazione degli steroli
degli steroli AF1  fattore accessorio 1
HNF-4a  fattore nucleare epatico 4o AF2  fattore accessorio 2
COUP-TF fattore di trascrizione che lega il promotore GRE  elemento di regolazione dei glucocorticoidi
per la sintesi dell’'ovalbumina di pollo TRE  elemento di regolazione dell'ormone tiroideo
RAR recettore dell’acido retinoico CRE  elemento di regolazione del cAMP
GR recettore dei glucocorticoidi
T;R recettore dell’ormone tiroideo ; . . . .
C/EBP proteina che lega il CAAT enhancer L att|vaZ|O ne d I Uun Ssin g 0] | (0] g ene
HNF-1 fattore nucleare-1 epatico e , . .
NP1 fatcore nucleare. g necessita dell’azione congiunta e
ATF3 fattore 3 di attivazione della trascrizione
CREB proteina che lega I'elemento di risposta al cAMP I I 101 I
N e coordinata di molteplici fattori
TBP roteina che lega il TATA-box H— H : H :
TFIH  hattore di crascrsione ITH trascrizionali. Ciascuno di essi a

sua volta é sottoposto ad una
serie di sistemi regolativi che ne
determinano concentrazione ed
attivita.



Glicogeno

(Scopo: deposito di glucosio senza alterare 'osmolarita cellulare)
‘Dove citosol di F gato Muscolo
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0/ Rosetta alfa

Particelle beta: circa 50000 residui d| glucosio
Rosette alfa: 20-40 particelle beta

Strutture complesse che contengono anche gli enzimi per la sintesi,
degradazione e modulazione di queste due attivita



DEGRADAZIONE E SINTESI GLICOGENO

Glicogeno

Glicogeno fos
(+ enzima deral

Fosfogluc

Glico

lisi osintesi

forilasi
mificante

rofosforilasi

Glucosi

pomutasi *

. Glucosi




Glicogeno
Legami alfa1—4 con ramificazioni alfa 1—6

Estremita non riducente

6 CH,OH CH,OH CH,OH

0) O
H H H H H H
OH H OH H
0 00—
H

H OH OH Catena di glicogeno
(glucosio),,
Pi# Glicogeno

fosforilasi

NB: parziale conservazione

de"’energ ia Estremita non riducente
6 CH,OH CH,OH CH,OH
2 (0) (0)
H H H H H H
T OH H OH H
HO 0 o—
H OH H OH
Glucosio 1-fosfato Glicogeno accorciato

di un residuo (glucosio),_;
Funzione: riserva energetica
Fegato: quando glucosio ematico € basso (fornire glucosio a tutto
I’'organismo)
Muscolo: in seguito ad elevato consumo locale
NB: Fosforolisi => degradazione endogena del glicogeno (fosforilasi)
Idrolisi => degradazione del glicogeno durante assorbimento (amilasi)



Glycogen structure Estremita non
3 \ riducenti

5

Incremento della
possibilita di
procedere con la
reazione della
glicogeno fosforilasi

A core protein of glycogenin is surrounded by branches of glucose units.
The entire globular complex may contain approximately 30,000 glucose units.



Estremita

non riducente o Deramificazione del glicogeno

|

Glicogeno
glicogeno Attiva solo fino a 4 residui da una
aeoliasE ramificazione 1—6
YOO0O 0O00Ho0
4 & & 4 4 =
Molecole
di glucosio 1-fosfato
attivita

trasferasica
dell’enzima
deramificante

Intervento di un enzima deramificante con attivita

gz - Glicosidasica (scissione del legame 1—6 e

trasferasica
attivita
glicosidasica
(o1—6)
dell’enzima

N> () Glucosio

deramificante
O-O-0-0-0-0-0-0-0-O
Polimero (o1—4) deramificato; Ra m |f| caz | one:

puo subire ancora
I'azione della fosforilasi




Fosfoglucomutasi

Glucosio o
9

Glucosio Glucosio
1-fosfato ~ ~03P0 “T Ser AT Ser ~ T Ger

1,6-bisfosfato HO 6-Fosfato 2_03P()
H,COPO3 H,COPOZ-

Fosfoglucomutasi



Disponibilita Glucosio dal FEGATO
Glicogeno => Glucosio 6P => Glucosio => esportato

(ruolo chiave anche la Glucochinasi con la sua elevata Kw)

Citosol Membrana

_ plasmatica
Glucosio

6-fosfatasi

Trasportatore Sraportatore Capillare
di G6P ( ((ir}‘ %ucosm
(T1)
G6P

Glucosio —— Glucosio %

GLUT2
Lume Py Py
del’ER
Trasportatore di P,
(T3)

Accresciuta
concentrazione
di glucosio

nel sangue

NB: Glucosio 6-fosfatasi - assente in
adipociti e cellule muscolari



Destino C Fegato )

GGP
Glucosm 6 fosfatasi
I (solo in fegato e reni)

Muscolo
v ¥

Glicolisi Glicogeno * Glucosm

Clrcolo ematico
NB: G6P non pud uscire *
111 *

Biosintesi
Cervello / Muscolo

Glicogeno

Dipendenza dallo stato energetico e condizione di
concentrazione ematica di glucosio



Sintesi del glicogeno - UDP glucosio pirofosforilasi

=0

0] 0) 0
I | [ [ +
0—}|’—O* + ’O—F|’—O_}|’_OJ}|>_0_ G1 P UTP

O~ o~ O~ O~
Zucchero fosforilato NTP

i UDP-G + PPi
q 9 ¢ 9 Coniugaziqne con un nucleotide
e e O—P—0—P—O—{Ribosio offre alcuni vantaggi:
0~ 0° 0= 0° 1) reazione irreversibile
PEOEIe ) e (rimozione del substrato e
"%;:’f.‘;;fiii:iil (NDP-zuicchero) idrolisi PPi);
0 2) Superficie d’interazione con
5 s o 'enzima molto piti ampia;
o 3) Attivazione del C per attacco
Kot B nucleofilo;

Reazione complessiva: Zucchero fosforilato + NTP — NDP-zucchero + 2P; 4) “et|chettatura” mOIGCOIa,
sottratta ad altri destini
metabolici



SCHOH Sintesi del glicogeno - Glicogeno sintasi

O

H H
4 1
HO (0]
H HO ﬁ
0 —ﬁ—O —P—0O"
. O @)
H
UDP-glucosio 4 ]
HO 0 0—
H OH H OH
Estremita

non riducente di una catena
del glicogeno con n residui
UDP (n>4)

Gicogeno
sintasi

CH,OH CH,OH

Nuova estremita
non riducente

H OH H OH

Glicogeno allungato
conn + 1 residui

NB: GLICOGENO SINTASI non pud innescare la formazione del
glicogeno, agisce su una catena preformata!



GLICOGENINA: Supporto e formazione delle prime catene di
glicogeno

Ogni catena possiede
da 12 a 14 residui di glucosio
Glicogenina

12 file

H HO

I
UDP-glucosio *O—1|3|—O—I|)—O’ 55000

residui
attivita -
I N N ES CO della glucosiltrasferasi G G | u COS i O
UDP-glucosio UDP
G ) glicogenina terza fila 1 07

s primer quarta fila

fila esterna

seconda fila
(non ramificata)

Glicogenina: supporto per il glicogeno

et ¢ e starter polimerizzazione per auto
| R T catalisi. Forma i PRIMER per la
9 o (Rieo | Hralle

glicogeno sintasi (8 unita)
Glicogenina catalizza entrambe queste
owr  Allungamento prime reazioni,

Ghripere et vl poi subentra la glicogeno sintasi




Sintesi del glicogeno - enzima ramicante
(amilo (1—4) (1—6) transglicosilasi

———

a7

di glicogeno

Estremlta (al —>4)
non I‘lducente enzima r Ulllflt ante
del glicogeno
) Punto di
Estremita ramificazione
non riducente " / (a1—6)
Estremita H)< >l J< >l K >l J< >l Granulo
non riducente di glicogeno

RAMIFICAZIONE: UTILITA? Avere piu punti dove la
glicogeno fosforilasi e la glicogeno sintasi possono agire
=> amplificazione

Esempio: in caso di forte richiesta di glucosio, avere piu
estremita velocizza la degradazione del glicogeno (lavoro
in parallelo)



Sintesi e demolizione del glicogeno - aspetti modulatori
GLICOGENO FOSFORILASI (demolizione)

Fosforilasi b
(Non modificata)

NON ATTIVA

Insulina

Fosforilasi a

(Fosforilata)
ATTIVA

Catena  OH OH Catena
laterale | | laterale
diSer'* CH, CH, diSer'*

Fosforilasi b

Bl Accumulo
T Disponibilita di glucosio

glucagone
~7 (fegato)

2P 2ATP~ | @&

fosforilasi b
P P 1 chinasi
2H,0 2ADP @\ adrenalina,
B S<A[CaZ'], A [AMP]
(muscolo)
O\ ‘ /O
CH2|[|IIIII/,//CH2
~/ F

/ —
osforilasi a -
= (attiva) =
I / =

RN

Richiesta energetica
(Glucagone e adrenalina,
contrazione muscolare: AMP
elevato, Ca**)




Miocita

Muscolo

e =
Meccanismo
calmodulina
dipendente

MAMP] -

ATP: compete
con AMP e
quindi disattiva
la fosforilasi

Adrenalina Glucagone
| |

I Epatocita
i
1
1

@ 600 @

ATP =——> AMP ciclico

adenilil
e 20x molecole

ciclasi

PKA inattiva PKA attiva
)
P 10x molecole
7
____________ §
Fosforilasi b \® Fosforilasi b
chinasi — — chinasi
inattiva -~~~ attiva
! 100x molecole
Glicogeno Glicogeno

fosforilasi b mmmm—— fosforilasi a
inattiva attiva

/I 1000x molecole
/

Glicogeno === Glucosio 1-fosfato

10 000x molecole

Glucosio

!

Glucosio nel sangue

10 000x molecole

Glicolisi

|

Contrazione muscolare

Stimulatory Receptor (Rg)
<— Hormoneg

Inhibitory Receptor (R))
Hormone,—>

Cell
Membrane Gg- Protein G; - Protein
Cytoplasm © \D
GDP (Adenylatel| @GDP
GDP%GTP Cyclase GTP
GDP

\@\ GTP
]

ADP-ribosylation by
pertussis toxin results
in inactivation of G;o

ADP-ribosylation by
cholera toxin maintains
Gsa in active state

GAMP + PP,

Protein Kinase A

Glucagone / ADRENALINA
Gsalpha
Adenil Ciclasi
cAMP
PKA

Fosforilasi b chinasi

Fosforilasi b

Demolizione glicogeno



Sintesi e demolizione del glicogeno - aspetti modulatori
Glicogeno fosforilasi - epatica

CAMBIAMENTO
CONFORMAZIONALE

(esposizione fosfati che in tal modo sono
piu accessibili all’azione della fosfatasi

(l) (l) Insulina Cl)H Cl)H
1
| \

W ey gy CHZ \\\\\\ ||l||||||||,,,,,CH2 1 CHZ (JHZ
2 Glucosio > - 2P.
CH. O—(:)/(:)—O CH, /= l - ! ‘
:3/ 2 Fofiloie 2 N Fosforilasi a = @Pm R Fosforilasi b
= = = Glc l Gle =z Glc ‘ Glc
fvprprperprrprprpvey AT
Sito . .
. tt
allosterico (acdiva) (meno attiva)
vuoto

Disponibilita di glucosio
=>
Inattivazione degradazione del glicogeno
(modificazione conformazione indotta dal legame
glucosio favorisce azione protein phosphatase 1 -PP1)



Sintesi e demolizione del glicogeno - aspetti modulatori

Glicogeno sintasi

Insulina

|
I
o)
Fosfoserine vicine sk (é; ATE ADP
1SK:

alla terminazione

I fo—r=0 chinasi I1

Sito attivo Ve ™~

5 ‘ Sito di priming

5205 _
| fosforilato / \ y
dalla caseina \ |
| o—

i
n'

carbossilica

Glicogeno
sintasi
b

Glicogeno
fosforilasi

s 7 / \\
s / \\
s / \ N
< / \ N
- / \ A

Glucagone, . Glucosio .

. Insulina Glucosio
adrenalina 6-fosfato

Glicogeno sintasi:
Attiva in condizioni di disponibilita di Glucosio,
Bloccata quando serve Glucosio.

(anche da altre chinasi)

H \/\ H O[S \ L \\ \ .
0 ) o ¢ \_/ j 0 {
‘ 2 Q > NO RN B
fAsvasPsLsuussPuQSLDLL(mmm HNG&R P RTTSFH
sintasi 0 +4
(b) Pseudosubstrato

PKB-mediata
(pseudosubstrato)

Recettore
dell'insulina

Inattiva

®) | oH
G OH
Glicogeno ~ thogeno o
Sln[abl — | sintasi
// .
Imtm |
Amm
H 1 3,

Inibizione da insulina



Sintesi e demolizione del glicogeno - aspetti modulatori
Protein phosphatase 1 - PP1

G @] GM: proteina che porta PP1
Inst}lina Adrellmlina al g|ICOgen0
¢ |
® | g o
chinasi @ PP1: 2 siti fosforilazione:
/“%C[@ PKA » \" T
- (1 o o ® mPHOTE T 3)  Insulino dipendente =>

®) attivazione

Glico PP1 GMm
geno . : :
fosforilasi Glicogeno 1 | Linibitore 1 b) Adrenalina (PKA dipendente) =>
sintasl (P) | fosforilato . . .
, silegaconpp1  dISAttivazione

le lo inattiva
v

Fosforilasi chinasi

PP1 & ancorata al glicogeno assieme alle proteine coinvolte nella sua sintesi/degradazione

(degradazione: Fosforilasi chinasi e glicogeneno fosforilasi - sintesi: glicogeno sintasi):
ATTIVAZIONE PP1=> GLICOGENOSINTESI (prima fosforilazione Insulino dip.)
INATTIVAZIONE PP1 => GLICOGENOLISI (seconda fosforilazione - Adrenalina (glucagone)

dip.)



Carenza/necessita glucosio Disponibilita glucosio

Glucagone/adrenalina Insulina
Demolizione scorte glicogeno Costruzione scorte glicogeno

Q —

Fosforilasi Chinasi Fosforilasi ChinasD
Fosforilasi ‘ ( Fosforilasi >
Glicogeno Glicogeno

sintasi sintasi

\_/




- GlUCOSIO] 4uurnnnn @ T wnnnns
Insulina <= e[matlco allo GLUT2
FE
rotein chinasi
(Crss®) (s ) TFs
PP1 PFK-1
( GSK3 Esochinasi IV
Piruvato
Fosforilasi l chinasi
chinasi >\ ol
icogeno Glicogeno
fosflnlam smtgm
Demolizione Sintesi
 gicogeno glicogeno
? PFK-1
Glicogeno 4
sintasi )[FZGBP]
Glicogeno i
fosfoﬂlasi T FBPasi-2 *
k 4 )PFK-Z
Fosforilasi —
chinasi € PKA —_—
ety badso P> Glucagone == [CAVIP]

[lGIucosm]
racellulare
alto

|

\4

Glicolisi

A

Piruvato
chinasi

Regolazione
del
metabolismo
del glucosio
nel fegato



Metabolismo del glucosio: fegato / muscolo

Adrenalina
Glucagone l l
Fegato Muscolo MUSCOLO:
Privo della
Glicogeno Glicogeno ~ Via Gluconeogenica
‘ } Glicogenolisi 4 ‘ Privo dei recettori
SSICOSiO <= Glucosio Glucosio per il glucagone
6-fosfato 6-fostato
sangue
1 V Glicolisi % ‘
4 Gluconeogenesi
Piruvato Piruvato
Immettere glucosio Utilizzare glucosio
in circolo per la produzione di ATP

Metabolismo: sistema integrato a livello di organismo,
ovvero azioni coordinate a livello di organismo in modo da
far fronte a specifiche richieste/necessita.

NB: ci sono dei sistemi per 'uptake di glucosio a livello di cellule muscolari che vedono I'utilizzo di GLUT4
ma in modo indipendente dall’insulina, e dipendente dalla contrazione muscolare/attivita fisica



