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ORMONI

Sostanze presenti a concentrazioni molto basse
(circa 10° M) che agiscono legandosi ai recettori
(proteine)inducendo specifiche risposte cellulari;
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Ormoni pancreatici

Il pancreas endocrino (isole di Langherans) produce
questi ormoni:

e|lnsulina
*Glucagone
eSomatostatina

Il pancreas esocrino produce gli enzimi digestivi (come
zimogeni), attivati nel duodeno.
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Insulina- Storia

1921: Dr. Frederick Banting and Charles Best isolate insulin and use
it to treat diabetic dogs.

1922: At the age of 14, Leonard Thompson becomes the first
human being to receive insulin.

1923: Eli Lilly and Company markets lletin® (animal source insulin),
the first commercially available insulin.

1950s: Amino acid sequences for several species of insulin are
described.

1960s: Complete chemical synthesis of insulin is achieved.
Proinsulin is discovered. Purity of insulin is improved. X-ray crystal
structure of insulin is established.

INSULINA ESTRATTA DAL
PANCREAS DI ANIMALI

*Prima che fosse disponibile I'insulina ricombinante,
essa era ottenuta dal pancreas di bovino o di suino
(4-5 Kg di tessuto pancreatico per paziente/anno).

Bovino = 3 amminoacidi diversi dall’insulina umana

Maiale = 1 amminoacido diverso
Gli amminoacidi diversi possono stimolare risposte
allergiche;

Per questo motivo e da preferire assolutamente
I'insulina umana
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connecting

sequence

INSULINA

B-chain

¢|’insulina é costituita da 2 catene

polipeptidiche = 51 amino acidi in
totale:

preproinsulin l

— Catena A = 21 amino acidi

— Catena B = 30 amino acidi proinsulin

insulin (active form)

DA PREPROINSULINA
A INSULINA

Preproinsulina:

- Contiene un segnale di presequenza
- Il segnale di presequenza é rimosso dopo il legame al RER

- La rimozione di 33 amino acidi nell’ Apparato del Golgi e
'unione delle catene A e B formano l'insulina

Insulina:

*Due ponti disolfuro intercatena legano insieme la catena Aela
catena B

*Un ponte disolfuro intracatena & presente nella catena A
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CITOPLASMA
1 goni ohe MEMBRANA PLASMATICA —————>
codificano I'insulina sono
NUGLEO trascritti in mRNA nel nucleo.
Dopoil dell’'mRNA nel
la sui ribosomi

in seguito alla quale si forma la sequenza segnale
che determina il trasporto dell’'mRNA al RER.

mANA

all DNA

cromosomiz
PORO NUCLEARE

11 peptide segnale all'estremita

amminica penetra nella membrana
del RER. L'ulteriore allungamento
spinge la catena polipeptidica nel
lume del RER, dove si forma la
preproinsulina.

3

1l peptide segnale viene
tagliato ed eliminato e si forma
la nello spazio
interno delle cisterne.

Proinsulina u

La proinsulina é trasferita dal
RER al Golgi dove, in seguito
a un taglio enzimatico,

si forma l'insulina.

Insulina

L'insulina e il peptide C
all'interno dei granuli
di secrezione.

Il contenuto dei granuli
di secrezione & secreto
per esocitosi, liberando
I'insulina e il peptide C.

7

Farmacia AA 2019-20




Lezione 10 - Biochimica Applicata Medica

=g

*Ormone sintetizzato dalle
cellule B del pancreas.

dipendente — IDDM, di tipo 1)
*|n questo caso:

—Si sintetizza insufficiente ATP

Beta cell
Delta cell

Blood capillary

*Rende capaci le cellule di captare il glucosio dal sangue per
catabolizzarlo e produrre ATP o per sintetizzare glicogeno.

*l’assenza di insulina provoca il diabete mellito insulino-

—Le cellule non possono captare il glucosio dal sangue

—Il glucosio (escreto dai reni) viene eliminato con le urine

—DevVv’essere iniettata I'insulina per evitare gravi complicazioni.

Secrezione d’insulina

uptake *

L'insulina
oligomerizza in
esamericon  “v=~__.
ioni di Zinco

insulin release

glucokinase

ATP-sensitive
potassium
channel

glycolysis,
respiration

voltage-gated -
calcium channel e

storage granules

©® 2004 BETA CELL BIOLOGY CONSORTIUM
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Secrezione d’insulina

II “

sensore” del glucosio per la secrezione d’insulina
dalle cellule B del pancreas & la Glucochinasi. Cosi come
nel fegato, il glucosio entra nelle cellule B attraverso Glut2 e
anche qui con una affinita bassa e quindi ad una velocita
simile alla conc. plasmatica di glucosio.

Nelle cellule B il G6P non diventa glicogeno, non
segue la via dei pentosi-fosfato ed inoltre I’attivita della LDH
e bassa. Il G6P viene tutto ossidato nel ciclo di Krebs.

L'innalzamento della_glicemia e quindi dell’attivita della

lucochinasi nelle cellule B fa aumentare la conc. di G6P che
provoca il rilascio di _insulina. Infatti, anche una parziale
diminuzione dell’attivita della glucochinasi provoca il
diabete mellito.
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Secrezione d’insulina
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Secrezione d’insulina

+ La secrezione e anche stimolata

+ La secrezione di insulina segue

due fasi .
insulina

+ La seconda fase comporta la plasmatica

produzione di nuova insulina ed
e stimolata da acilCoA
citoplasmatici

glucosio orale

. .. prima fase
« La secrezione é stimolata anche e o7ione
da amminoacidi come la leucina, dellinsulina

arginina e lisina

da peptidi di origine intestinale
prodotti in seguito all'ingestione
di cibo: GIP (peptide
insulintropico glucosio-
dipendente), GLP-1 (peptide 1

/

seconda fase

glucagone-simile),

¢ > tempo
colecistochinica
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uinemia

La quantita di insulina secreta nell’'uomo, per il controllo della
glicemia, & pari a 50-70 U/die (ca. 1U/kg di peso corporeo), che
corrisponde a ca. 15-20% di quella depositata: la quantita
immagazzinata nel pancreas e di ca 400 U.

La sua secrezione e regolata dalla concentrazione di glucosio, di
alcuni amminoacidi, dal glucagone e dall’adrenalina.

L'inattivazione & provocata da una proteasi insulino-dipendente
e dall’enzima_citosolico _epatico glutatione — insulina —
transidrogenasi (insulinasi - IDE) che riduce i ponti disolfuro solo
dell’insulina monomerica.

L'insulinemia a digiuno & pari a 10-20 pU/It che si innalza di 10
volte dopo un pasto per tornare a valori normali dopo ca. 2 ore.

14
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RECETTORE DELL’INSULINA

* |l recettore dell’insulina (IR) & una proteina
eterotetramerica costituita da due subunita a extracellulari
e due subunita B trans-membrana. Si tratta di una Protein
Tyrosin-kinase (PTK).

* Il legame dell’insulina alle subinita a provoca
I’autofosforilazione delle subunita B e precisamente di 7
residui di tirosina con un aumento dell’attivita catalitica
dell’enzima di 200 volte, che innesca tutta una serie di
reazioni a cascata tra cui I'attivazione della GLUT4
muscolare e del tessuto adiposo.

* L’inattivazione dell’enzima avviene per azione di 2
Protein Tyrosin phosphatase.

16
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Recettore
insulina

-r-

(Traslocazione
membrana pl.) +
JCAMP

C

Trasporto l PKA
glucosio *

f

1 Trigliceride lipasi
(defosforilata)

GRB2 ) —» {Via Ras/MAPK

' >

Trascrizione geni,
Proliferazione e
Sopravvivenza cell.

rPIP3

IRS: Insulin receptor

r PDK1, Akt/PKB
e altre proteine

FRAP/mTOH
\ p7° S6K

rallcogeno sintasi
(defosforilata)
(defosforl lato)

TATP Citrato liasi
(defosforilata) elF4E
eEF2

Sé6

Glicogenosintesi

Azione

anti-lipolitica

I Sintesi proteica

Sintesi acidi grassi |

r = attivazione o aumento

‘ = inibizione o diminuzione

substrate

PI3K: Fosfatidil
inositolo 3 kinasi
PDK1: prot.kinasi 3-
fosfoinositolo
dipendente

PDE3: fosfodiesterasi
GSK: glicogeno sintasi
kinasi

elF: fattori di inizio
della traduzione
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®

GSK3, inattivata

dalla fosforilazione,

non pud convertire

la glicogeno sintasi (GS)
nella sua forma inattiva

e quindi GS resta attiva

GS

/Hl\\

Glicogeno

@

La sintesi del
glicogeno da
glucosio

é accelerata

! inat GSK3 L (o)
mediante fosforilazione, (inattiva)

©)

IRS-1, fosforilata dal recettore
dell'insulina, attiva la PI-3K
legandosi al suo dominio SH2.

) La PI-3K converte PIP, in PIPy
@ @=——PIP,

PIP,

®

La PKB legata a PIP, &
fosforilata dalla PDK1
(non mostrata).

Una volta attivata,

la PKB fosforila GSK3 su
un residuo di Ser

e la inattiva

GLUT4

@ Glucosio

®

La PKB stimola il movimento
dei trasportatori del glucosio
GLUT4 da vescicole interne
alla membrana plasmatica,
aumentando I'assunzione

di glucosio
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Effetti dell'insulina sulla
trascrizione genica

- MAPK: mitogen-activated protein
kinase

- Effetto mitogenico-anabolico
dellinsulina e dei fattori di crescita
insulino-simili

)
1l recettore dell'insulina
lega l'insulina e va incontro

suling A . .
fnaslin ad autofosforilazione su residui
di Tyr del dominio carbossiterminale

1l recettore dell'insulina

1 | fosforila I'IRS-1 sui
0 suoi residui di Tyr

1l dominio SH2 della Grb2
si lega alla B-Tyr dell’ IRS-1.
La Sos si lega alla Grb2, e quindi
alla Ras, promuovendo il rilascio|
del GDP, ¢ il legame del GTP
alla Ras

Citosol

La Ras attivata si lega
e attiva la Raf-1

Nucleo
MEK @
La Raf-1 fosforila la MEK
su due residui di Ser, e la attiva,
@] [@E] MAPK La MEK fosforila la ERK
su un residuo di Thr
l l ‘—/ e uno di Tyr, e la attiva

Ll ERK si trasferisce
nel nucleo e fosforila

SRF |Elk1

. DNA
Nuove proteine

La EIk1 fosforilata si unisce
alh SRF, per stimolare la
scrizione e la traduzione
e di geni essenziali
sione cellulare

20
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glucokinasi

PFK

piruvato chinasi
glicogeno sintetasi

piruvato carbossilasi

F-1,6-BPasi
G-6-Pasi

fosfoenolpiruvato carbossichinasi

Linsulina regola la sintesi degli enzimi chiave della
glicolisi e della gluconeogenesi

Con dietaricca di carboidrati si ha:
Induzione della trascrizione genica degli enzimi glicolitici

Inibizione degli enzimi chiave della gluconeogenesi

Il glucagone ha sempre effetti opposti a quelli dell’insulina

21

Trasporto Trasporto
attivo facilitato

Moltissimi el e o
tessuti, {inattivo) LA
tra cui il muscolo -
scheletrico

e il tessuto

adiposo

Sensibili
all'insulina

& nsulina W

Eritrociti
Epitelio Leucociti
intestinale Cristallino
Tubuli renali Cornea
Plesso corioideo| Fegato

Encefalo

Non sensibili
all'insulina

L
la del glucosio dipendente dall'insulina fa del glucosio

Quando il livello dell'insulina
diminuisce, i trasportatori
del glucosio abbandonano

aumentare il trasporto del glucosio.

Insulina W =

Membrana plasmatica

Fusione.
20y,

pi A [Pl
) —Tirosina ,m

Rs-tyr—)

La tirosina chinasi del
recettore fostorila altre
proteine, per esempio i
substrati del recettore
dellinsulina (IRS).

F ¥
Antivazicne di pid vie
i segnaiazions

Le proteine IRS fosforilate
attivano altre prote

il reclutamento nella membrana dei
trasportatori di glucosio che si trovano
nella riserva intracellulare.

L'insulina si lega al proprio
recettore di membrana.

g Il recettore insulinico attivato promuove l

della cellula all'insulina,

Effetti biologici
dell'insulina:

glucosio
Sintesi del
jicogenc

Sintesi delle
proteine

Sintesi dei grassi

Gluconeogenesi

Glicogenolisi

Lipolisi

Wodificazione
dell' espressione genica

22
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EFFETTI METABOLICI DELL INSULINA SULLA
CONCENTRAZIONE DI GLUCOSIO NEL SANGUE

Enzima bersaglio
. 1 io

Effetfo metabolico

T Assunzione di glucosio
(muscolo)
ione di &

A
(fegato)

T

T Si del gli
1

T

(fegato, muscolo)

D lizi del gli
(fegato, muscolo)
Glicolisi. produzione

di acetil-CoA

(fegato, muscolo)

Sintesi degli acidi grassi
(fegato)

Sintesi di triacilgliceroli
(tessuto adiposo)

Acetil-CoA carbossil

-
e T Y S S

Lipoproteina lipasi

-

n dell’i
da due catene x e da due catene § che

Insulina legata ai
attraversano la membrana plasmatica e sporgono

=iti sul recettore

quindi anche dalla faccia citosolica della
In 1 dell’s i alla a
Spazio i 1" i i di i i di Tyr nel
extracellulare io car i i le delle ita g: a
attiva il d ini i i i & che

ora pud fosforilare altre proteine bersaglio.

Bersagiio

®
. D |Enetiintaceuan densuinal
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Effetti metabolici dell’insulina
glucosio O Muscolo
@ ﬂmm-s Elg
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;
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acidi grassi
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Trasporto e deposito dei grassi
in seguito all’alimentazione

rae O
D apolipoproteina NS
RS VLDL
— (]
triacilglicerolo
®
insuéina
Fi

IDL glucosio

membrana mitocondriale

T sintasi
piruvato malato -
nsul
v ossalacetato =) residui
VLDL
! ==

lipoproteina

acil CoA ® lipasi
a

acidi grassi

® (cn)

O—>-i)>

triacilglicerolo
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Meccanismi d’azione dell’Insulina

dimerizzazione
e aggregazione del recettore

\

autofosforilazione
del recettore

fosforilazione delle
proteine effettrici

effetti antiglucagone:
T GTPasi

T fosfodiesterasi

T fosfoproteina fosfatasi
T tirosina chinasi

richiamo di GLUT-4 sulla
membrana plasmatica

[del recettore, desensi?izzazione]

espressione genica
—inibizione degli enzimi
gluconeogenetici e catabolici
—induzione degli enzimi
biosintetici e anabolici

26
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degradazione
dell’Insulina Insulin has a short half-life in the circulation, estimated at 4-6 minutes

IRK Insulin
o

PM I

RECYCLING

Late
Endosome

| e

METABOLIC & GROWTH ®
SIGNALS

Insulin is degraded in tissues after binding to the insulin receptor. In this receptor-
mediated degradation, the insulin-insulin receptor complexes come together on

the plasma membrane of the target cell, forming groups that are sequestered in
so-called coated-pits.

27

dell’Insulina . . . - . .
After internalization, insulin is degraded in the intraendosomal

space in which Insulin-degrading Enzyme (IDE) has been
localized. Two major cleavage sites were found, one in the
insulin A chain (between residues L13 and Y14) and one in the B
chain (between residues S9 and H10)

) Exosite
ll , The human protein

Insulin-degrading

& Enzyme is ~118 kDa in
; size and composed of
1019 amino acid

“~Zn e

Insulin

28
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Glicogenolisi Glicogenolisi
Gluconeogenesi Gluconeogenesi
Chetogenesi Chetogenesi

Insulina  Glucagone
Adrenalina

29

®Secreto come pro-glucagone dalle
cellule alfa delle isole di Langerhans

®Breve tempo di emivita plasmatica
® |nattivato dal fegato
®Stimola gluconeogenesi e lipolisi

®Rallenta glicolisi

® Agisce tramite recettori e cAMP

30
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IPOGLICEMIA: RISPOSTA DEL PANCREAS

CELLULE o

Adrenalina

(

Precursori

v

Glucagone

Glucagone

(saturate a 1 mM)

ATP /ADP |

“ty Na'- P/Q-type
Ca**channel channel Ca**-channel

L-type Ca®*

channel

Le cellule a esprimono il trasportatore di membrana GLUT1.
La Glucochinasi simile a quella delle cellule B
Le esochinasi con bassa Km, coinvolte nel rilevare basse concentrazioni di glucosio

Il flusso della via glicolitica e simile a quello delle cellule B, ma nelle cellule a &
essenzialmente anaerobica, mentre nelle cellule B & aerobica

a-cell
2+

SR

In condizioni di ipoglicemia i canali al
Calcio T-type sono attivati e causano
depolarizzazione attivando i canali al
Sodio (Nav), che attivano i canali al
calcio L-type e P/Q type, presenti nelle
vicinanze dei granuli secretori.

32
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via paracrine che per via autocrina

Insulin, Zn**

Somatostatin {77

Il glucagone rilasciato dale cellule a
determina un segnale positivo autocrino
e sembra essere in grado di promuovere
I'ulteriore rilascio di glucagone.

Il glutammato co-secreto con il glucagone
puo avere un effetto sia negativo che
positivo, sulla secrezione di glucagone da
parte delle cellule a.

La secrezione delle cellule a & sotto il
controllo negativo paracrino da parte
delle cellule B (tramite I'insulina e lo Zn)

3 e le cellule 5 (somatostatina).
%lutamate Flucagon

33

blocco dell’ingresso di Calcio.

Na* channel i

Na* CF
N-type Ca?*
channel

L-type Ca?*
channel
channel

R-type Ca®*
channel

In condizioni di iperglicemia, il glucosio inibisce la secrezione di glucagone. L'incremento
della concentrazione del glucosio determina I'aumento dell’ATP con conseguente

depolarizzazione della mambrana e chiusura dei canali Ki» e inattivazione dei Canali Nav e

Glucose

Metabolism  c+ Kor-channel

fATP/.APP’ I Karte-channel
[CaZ+]i ><( A-channel

Ki-channel

Glucagon

34
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Trasduzione del segnale
glucagone e adrenalina

« Il glucagone si lega a recettori presente principalmente nel
fegato, dove mobilizza il glicogeno per il ripristino della glicemia,
e nel rene. |l muscolo non ha recettori per il glucagone.

 ’adrenalina si puo legare sia ai recettori B-adrenergici (con un
meccanismo identico a quello del glucagone) che a quelli a-
adrenergici del fegato (ma con un meccanismo differente). Il
glicogeno muscolare viene mobilizzato dall’adrenalina che si lega

ai recetori B-adrenergici del muscolo.

35

Glucagone e Adrenalina

* Regolazione della gluconeogenesi e glicogenolisi epatica

*L’adrenalina stimola la glicogenolisi muscolare e la glicolisi
muscolare (nel muscolo ma non nel fegato PFK-2 produce F-
2,6BP in seguito a fosforilazione)

* Entrambi stimolano la lipolisi nel tessuto adiposo

* Il rilascio di questi ormoni é regolato anche da stress
(patologico, fisiologico, psicologico)

36
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Effetti metabolici del Glucagone

glucosio
glicogeno-
sintesi A Fegato 9
e
- =%
glicogeno glicogenolisi 3 glicolisi

glicerolo

piruvato - : alanina ‘

— chetogenesi v lipogenesi
ol Oyl ) QO
\ acetil CoA

ossidazione ~ acidi grassi
di acidi grassi

gluconeogenesi (+

37

Trasduzione del segnale,
ormoni non-steroidei

*Tutte proteine integrali di membrana
*Dominio di riconoscimento dell’ormone
*Dominio catalitico

Ormone
(1° messaggero)

e

Do

Es. cAMP
(2° messaggero)

EFFETTI

38
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* Il recettore del glucagone & un recettore
proteico della massa di 62 kDa, accoppiati a
proteine G, in particolare accoppiato alla
subunita Gs alfa.

* Quando il glucagone si lega al recettore, si ha
una variazione conformazionale del recettore
che viene cosi attivato. Dalla sua attivazione si
ha il distacco della subunita a dalla proteina G.

Glucagone

e

7‘)‘? QIQ T
1 e !
D s Bnssus

Adenlla[o

F!ecel'mre del clclas|
glucagone amva

cAMP (-)—)- 5-AMP

Proteina ohir
cAME de 1 rie AMF'dtpaﬂderi
...... (attiva)
— -

nnnnnnnnnn

Effetti biologici:

Glicogenolisi

Gluconeogenesi

39

*Trasduttore fra recettore e bersaglio

*Subunitaa, B,y
. o unita catalitica

. B: ancoraggio alla membrana

. y: alta affinita per subunita a

di risposta.

Trasduttore: Proteina G (GTP-binding protein)

>20 isoforme a, >4 isoforme B, >6 isoforme y: per cui
esistono molte proteine G diverse con grande flessibilita

40
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Meccanismo d’azione
delle proteine G

legame del

recettore
recettore N @\. recettore
inattivo ‘\GTP jﬁ attivo

—
45 membrana
cellulare

membrana s

cellulare

(GDP/ ~ dissociazione

della proteina-G

attivitd oooos
GTPasica
intrinseca saoos

terminazione

del segnale ™\ attivazione dell'effettore cascata di

\'\GTP) @ @/segnalazione
E

E;

41

Funzioni della subunita a

*Forma o, stimolatore dell’effettore AC (resa
costitutivamente attiva dalla tossina del colera)

*Forma a,, inibitore dell’effettore (inibita dalla tossina
della pertosse)

*Forma a,, stimolatore dell’effettore PLC

42
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enalina si lega
ecettore specifico

AC

GTP
T

GTP GDP

Esterno

Interno

&
@ ® ® ®
1l recettore occupato G (la subunita a) Ladenilil ciclasi CAMP La PKA La fosforilazione
dall'ormone determina interagisce ca 2 K’\lvm- di proteine cellulari
la sostituzione del GDP con l'adenilil ciclasi la formazione attivata —> da parte della PKA
legato alla G con GTP, e la attiva di cAMP dal cAMP causa la risposta
attivando la G i cellulare
alladrenalina
11 cAMP & de;
eviene a «
(a) 5'-AMP lattivazione della PKA
NH,
|
N
= )
) 0 0 [ Q KN ‘ ‘\>
S I,
1)—l|—()—l|—()—|l—(:—(]| o ()—!I—u—(ll_» )
O (8] 0 O
H H H H /A
H | /H
Do
OH OH OH OH
ATP 0 Adenosina 5'-monofosfato (AMP)
3'5“monofosfato ciclico
(b) (cAMP)
43
G, con legato 1l contatto di G, con G, con legato il GTP si
il GDP ¢ spenta; il complesso dissocia nelle subunita
essa non pud recettore-ormone a e By. La subunita
attivare I'adenilil determina la sostituzione Gy, conil GTP & attiva
ciclasi di GDP con GTP e puo stimolare
lattivita dell'adenilil
GTP ciclasi
e
—
Y <
N
P
1 GTP legato a G, viene idrolizzato da un‘attivita GTPasica
intrinseca alla stessa proteina Gg,; in questo modo questa proteina si
autospegne. La subunita « inattiva si riassocia alle subunita 3 e y
44

Farmacia AA 2019-20

22



Lezione 10 - Biochimica Applicata Medica

H 2,
Metabolismo dell’AMPc
NH
N
0 0 0 N N
0—p—0—P—0—P—0 )
0 o 0 H H
ATP OH OH
=le
clas
reazionedi | o
attivazione ‘\N_
N
v N
¥ N
0.
N—V.
H
O;, 0 OH
0=
AMPc =
AMPc @
% fosfodiesterasi
reazione di
disattivazion . NH
N
0 N N
0 0 “
0 5 g
N—",
OH OH
5* AMP

Effetto di caffeina, teofillina,teobromina

| derivati metilati delle purine:

Caffeina (caffe), Teofillina (thé) e Teobromina
(cacao) inibiscono la fosfodiesterasi prolungando
gli effetti del cAMP.

46
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cAMP attiva la PKA

(2) AKAP

Dorminio di
- dimerizzazione
Fessura di legame

del substrato

Subunita
catalitica

Subunita
regolatrice

4 cAMP 4 cAMP

Fessura di legame
del substrato
(ora disponibile)
N

(b)

Sequenza
inibitrice

Sequenza inibitrice

Lobo minore
(che lega 'ATP)

Fessura di legame
del substrato

Subunita
catalitica (C)

maggiore
(che lega
Subunita il substrato)

regolatrice (R)

AKAP: A-kinase anchor proteins

cAMP attiva la PKA

PKA
Proteina + ATP — Proteina-P + ADP

La Proteina chinasi cAMP-dipendente: PKA

Proteina ubiquitaria, particolarmente abbondante nel muscolo, costituita da 2 subunita’
catalitiche di 40 KDa (C) e 2 subunita’ regolative di 45 KDa (R)

DimerodisubR

+ CAMP * AR *

10-8M
—_— +

AW J N s
N = -

e

c (o] -
-1 1.
N BN

2 subunita’ Catalitiche attive

PKA ®

ATP  ADP

|
RRGSI- 2y  RRGS-
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Meccanismo di azione della PKA

La modificazione covalente (tramite
fosforilazione) di enzimi chiave & un
importante meccanismo di regolazione
del metabolismo degli zuccheri e dei
lipidi.

1) Fosforilazione di fosforilasi
chinasi, PFK2-F-2,6BPasi, piruvato
chinasi,trigliceride lipasi

2) Fosforilazione di pompe e canali:
Es. Na*/K*-ATPasi, canali al Ca**,
acquaporina

3) Inibizione della defosforilazione
tramite I'azione della PP1
(fosfoproteina fosfatasi 1)
esercitata dall'inibitore 1

GomEm) §

Adenylate
cyclase

w e
\

Induces
degradation

Glycogen —

synthase
synthase
(dephosphorylated) (/pmspm.ylawdl

Glycogenesis
inhibited

Phosphorylase 4

(@ | kinase (inactive) Phospotiyisse’)

kinase (active)

®
Glycogen
phosphorylase b Glycogen
(inactive), mos:;nnm?w a
Inhibitor-1 active)
\_/

Protein l
© phosphatase-1 | Glycogenolysis
stimulated

49

4) Attivazione della trascrizione
genica mediante CREB

82

ATP camp ——L2E o amp

e

PR —— " oales

_

traduzione
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Glucagon
epinephrine,
oth‘ers

et
Adenylyl mﬂ Cytoplasm

cyclase  #/1\\
(4h

Inactive e Active !

Syt Glycogen

MP-<———CcAMP : synthase
Phosphodiesterase (o)

Protein
kinase A 9

Inactive Active X

#/1\,a Phosphorylase
e kinase

Active Phosphatase |nactive
Phosphorylase #¥ y\* @

Inactive

Phosphatase :
Inactive P Active
CHzoF’O(aJ

o o Syt
C o= el d=g— g"i?:

Glucose Glucose 6~  Glucose 1- Glycogen
phosphate  phosphate

#—Plasma membrane

Bloodstream

Nucleus

Esempio di come
I'attivazione della
adenilato ciclasi
nelle cellule
epatiche da parte
del glucagone
attiva la scissione
del glicogeno e il
rilascio del
glucosio nel
sangue

51

Recettore B2-adrenergico

7 segmenti transmembrana

*Ormone attivatore:
adrenalina > NA

*Agonista:
isoproterenolo

* Attiva prot. Gs

extracellulare

Superficie

Oligosaccaridi
legati con legame NV

52
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Sistema di amplificazione a cascata

B-adrenergico

Kig M Aq o
j7 d I por?
od B Sz [ Gors
M
®
snibitore 1 inibitore | fostorilasi fostorilasi

chinasib  chimasia

Fo

glicogero
sintasi b

®

INATTIVO

L
E s <@
: poe |
R R e i
53
Glicogenolisi
AEEEEENEENENEEEENREES
Fegato

p= 1-glucosio

O
o..
core 00060
glicogeno
P fosforilasi

e enzima
regolatore
p=7 Glc-1-P .o' ‘
Q
core 0000

enzima deramificante

(transglicosilasi)

..‘
Q
&

Glucosidasi

H,0

"saman
Glc-6-Pase

b Glc-6-P glucosio

enzima
e

|

Sangue
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Meccanismo a cascata
della glicogenolisi

Quello della glicogenolisi € un meccanismo di
catalisi multienzimatica con amplificazione a
cascata.

Ad es. per ogni molecola di adenilato-ciclasi
attivata dall'ormone adrenalina che si lega ai
recettori B-adrenergeici della membrana
dell’epatocita si producono 40 molecole di
cAMP che attivano 10 molecole di proteina
kinasi, ognuna delle quali attiva 10 molecole
di fosforilasi kinasi e cosi via, fino ad
ottenere 10000 molecole di glucosio che si
riversano nel sangue dal fegato

Adrenalina & molecole

& molecole

Epatocita

ATP

PKA inattiva

Fosforilasi &

chinasi inattiva

Glicogeno

fosforilasi b inattiva

Glicogeno

-
3

—- AMP ciclico

iclas / 20 % molecole |
PKA attiva
-

- 10 x molecole
/s

¥
® Fosforilasi b
e cliiNASI attiva

&
e
s 100 » molecole

¥

Glicogeno
fosforilasi a attiva

s
/7 1000 2 molecole
d

) (Glucosio 1-fosfato

10 000 & molecole

molte
tappe

Glucosio

Glucosio nel sangue

10000 & molecole
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Recettore al-adrenergico

(7 segmenti transmembrana)

*Ormone attivatore: NA > adrenalina

* Attiva prot. Gq

56
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Spazio
extracellulare

Trasduzione del

segnale: IP3 e DAG

Il recettore

oceupato causa Fosfolipasi ©
lo scambio GDP-GTP (PLC)
sulla G, £

GTP
® app

Gy con legato il GTP,
| | sl assocla alla PLC e la attiva

Membrana
plasmatica

| \ 1P3
La PLO attiva scinde il fosfatidilinositolo
| PLC | 4,5-bisfosfato in inositolo trisfosfato (IPg)
— ¢ diacilglicerolo
| | Reticolo
endoplasmatico
1Py si lega a uno specifico recettore
o= =0 o= =0 sul reticolo endoplasmatico,
iq ¢ il Ca®*
L L in questo organello
T CHy Hy CHp
H | Citosol
DAG o
Proteina
chinasi C

Fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato
1l diaciiglicerolo e il Ca®*
attivano la proteina chinasi C
sulla superficie

della merbrana plasmatica

Canale
per il caleio

La fosforilazione di proteine cellulari
da parte della proteina chinasi C
produce aleune delle risposte

della cellula all'ormone

57

Attivazione della glicogenolisi
epatica a opera dell’adrenalina

L adrenalina @‘Sﬁ;

p recettore adrenergico
2008
O

e proteina chinasi C
(PKC)

proteina chinasi
Ca?*-calmodulina dipendente

fosforilasi chinasi
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Attivazione della glicogenolisi
epatica a opera dell’adrenalina

0
I
<“) Cle—O—C—R
R-C-0-CH
|
H,-®
HO @0 PLC
PlP,

59

Attivazione della glicogenolisi e glicolisi
nel muscolo durante I'esercizio fisico

60
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Ca** come messaggero

intracellulare

- concentrazione
citosolica basale bassa
(107 ™M)

- ingresso dall'esterno

Fosforilazione

. ciTosoL proteine
a da depositi [
intracellulari
- si raggiungono conc X
micromolari cat [fhj Tica) e G
- spesso la
. Fosforilazione
concentrazione RETICOLO \ e
. TICO
aumenta in uno el Lyl @
specifico distretto Bp
cellulare (spikes di °°";f;’e“i::‘°“°
. Regolazione Regolazione
CalClO) altre proteine altre proteine
61
Glucagone  Adrenalina Adrenalina Insulina
(1Y 1 |
| | |
ecelore Glucosio | |
S recertore ¥ ¥ weceaore per Tinsulina

4 Y
per il glucagone
N/®

degradazione
del glicogeno

Glucosio

Irasporitore

del glucosio

!
!
3
i
1

sintesi
del glicogeno

traspartatore
# del glucosio

P-adrenergivo

degradazione
del glicogena

\
glicolisi

¥
sintesi
del glicogeno

Glscosk

\

“”X’\me,:
del plooosa

Cellula epatica Cellula muscolare
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Effetti metabolici dell'adrenalina

F 4 Pancreas )
\ w-cell [-cell
/ O Epi
) I |
o nsulin
Glucagon
Liver
Glycogen
Glucose @ Epi
Glucose
K @ Epi
Glycerol
Epi@ pFA o
. ycogen
~ T\
f TG Pyruvate
\ and lactate
Adipose Muscle
N

Fig, 43.6. Effects of epinephrine on fuel metabolism and pancreatic endocrine function, Epi-
nephrine (Epi) stimulates glycogen breakdown in muscle and liver, gluconeogenesis in liver,
and lipolysis in adipose . Epinephrine further reinforces these effects because it
increases the secretion of glucagon, a hormone that shares many of the same effects as epi-
nephrine. Epi also inhibits insulin release but stimulates glucagon release from the pancreas.

64

fegato

pancreas

tessuto
adiposo

Effetti metabolici delle catecolamine

Q glicogenolisi l glicogeno Iglucosio
Q secrezione insulina e glucagone

Q gluconeogenesi | acidi grassi nel plasma
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Effetti del glucagone

sulla gluconeogenesi

Insulina
(bassa) —_

AT TIY
o — 1

ARSI
ALY

dell'attivita della proteina chinasi A.

Glicolisi Fruttosio 6-fosfato —

P

R S® Fruttosio bisfosfato

Fruttosio 1.6bisp  fosfatasi-1 Y

Jue H0

Fruttosio 1,6-bisfosfato

A il
Un rapporto elevato glucagone/insulin. gﬁ;,:,?o
determina un aumento del cCAMP e ATP

sto
Una diminuzione del livello del fruttosio 2,6-
bisfosfato fa diminuire I'inibizione della FBP-1,
determinando un aumento del livello della
gluconeogenesi.

Glucagnne\ '

I T TR Ty msmseomenctontiy

A0 AAAALREALRALARE LR AL, B sk cxs s sensnsaall
CITOSOL

Un aumento dell’attivita della

proteina chinasi A favorisce

la formazione della forma

fosforilata del complesso

PFK-2/FBP-2.

o}

CAMP

Proteina chinasi A attiva

Fruttosio 6-fosfato

ADP

LL et
n va)
m— (inattiva)

Y
P Enzima bifunzionale

Fruttosio 2,6-bisfosfato

La PFK-2 fosforilata & inattiva,
mentre la FBP-2 & attiva; cio
impedisce la formazione del
fruttosio 2,6-bisfosfato.
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Effetti del glucagone

sulla gluconeogenesi

Glucagone
S

T LT
LML

Adenilato
ciclasf

ATP  cAMP + PP,

[

Proteina chinasi A attiva *

Glucosio

67

Farmacia AA 2019-20

33



Lezione 10 - Biochimica Applicata Medica

68

Regolazione della lipolisi

69

L'equilibrio tra insulina e glucagone &

un elemento chiave del metabolismo
energetico.
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GLUCOSIO EMATICO BASSO
(Glucosio ematico inferiore a 40 mg/dL)

B

DI della p di
80
Centro regolatore Aumento della produzione di
ipotalamico %l e glucag
> Aumento della uzione
| £ dell'ormone della crescita
'é' 60 < A della p ione di
E < Compai
ACTH Sistema nervoso autonomo - < o . i sintomi
\] 8 i sintomi della bt
F (% 10 neuroglicopenia: * ansia
Surrenale ( nci % = e - palpitazioni
e « stato confusionale| * tremori
- difficolta della + sudorazione
parola
Noradrenalina % S Corunisionl
Cortisolo| Adrenalina Glucagone
- coma
Glico-
genolisi 0 +++ ++ * morte
Gluconeo-
genesi s 0 s
o
70
LEGENDA
4 Glicemia
Stimolo
l 2 < Centro di integrazione
2t ® \O Via efferente $ Glicemia )
/C 4 b 7/0e \ () Efettore l/‘ g -
N— ellule liule o i 5 ® ¥
: I A iran ) () Risposta tissutale PN S, ~
' () Risposta sistemica VN @ R
' 1 R e s (i Celdea 71/ Celie ™
: 1 \del pancreas) { <ue\| pancreas)
' 4
: : \ 4 \/
' tinsulina ' v f
'
' l \ 1 4 Glucagone $insulina
'
! Cellule muscolari, cellule ; l
k adipose e la maggior parte . » l
' delle altre cellule ' Lattato, piruvato,
i ' aminoacidi Tessuto muscolare
: : Acidi grassi e adipaso
' 4 Glicolisi [f Trasporto di gluooslc] i
: 4 aii " Ipoglicemia
' 4 Lipogenesi ! proungets
'
1 '
: i [ Glicogenolisi ] [ Gluconeogenesi J Chetoni
: 1
) '
: Retroazione '
negativa
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CORTISOLO

*Effetti sulla trascrizione genica

*E’ un glucocorticoide prodotto dalla +Guconsogensi 1 FrocUsor
corteccia del surrene con un ritmo ;ic"g;,gwwgm Giycogen sorage |+
circadiano (raggiunge il massimo livello Glucose A

plasmatico alle 8 del mattino per poi Joec s
decrescere e stabilizzarsi nelle due-tre

ore successive) in stretta correlazione con Gyoerol AR

PACTH. Il cortisolo ha un effetto opposto s iy O s

a_gquello dell'insulina: il suo effetto -1l ‘ ' /
diabetogeno si esercita inducendo la P ey

sintesi degli enzimi della gluconeogenesi. ) \Ta,.i;n';g:aaam

Una maggiore liberazione di cortisolo (per e | Prowe e

insufficiente apporto di glucosio, digiuno, v
dieta iperlipidica e diabete) stimola la  oricoids simue
gluconeogenesi da amminoacidi e da e ety epneiine
lipidi essendo stimolata la lipolisi.

3C) on fuel metabolism. Glucocorticoids stimulate

of amino acids from muscle protein. In liver, glu-

sgen. The breakdown of

luconeogenesi

nd the synthesis of gly

Insieme al cortisone esercita azione anti-immunitaria ed anti-inflammatoria. Il
cortisolo influenza molti altri processi vitali tra cui: il funzionamento del cuore, la
pressione arteriosa, il bilancio idrico-salino, il metabolismo osseo, ecc. Il suo
eccesso e una delle cause di osteoporosi.

72

Hypothalamus

*Peptide di 191 aa secreto dall'ipofisi / Pituitary
anteriore GHRH /\\/ Somatostatin
*Ha un'azione diretta e una mediata dalla
produzione di IGF (insulin-like growth
factors) o
*Azione generale: promuvere la lipolisi per Growth hormone
permettere un risparmio di glucosio e aa da // \
destinare alla crescita
* Tessuto adiposo: aumenta la sensibilita @ (@ ‘
all'adrenalina (lipolisi) e diminuisce la ‘ ( /
sensibilita alla lipogenesi L J

' . . Liver Muscle
*Tessuto muscolare: Aumenta I'ossidazione ¢ GF ‘ Growth Adipose + Glucose uptake

. o . PRSI uconeogenesis i +Protei ith
degli acidi grassi e dimiuisce quella del YGiogenoess P L::)sosl::ls rotein synthesis
glucosio e degli aa. Aumenta la sintesi
proteica.
73
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* Fegato: aumenta I'utilizzo degli acidi grassi,
la ketogenesi, la gluconeogenesi da glicerolo,
la glicogenesi. E' inibita I'ossidazione del
glucosio

* Sintesi di IGFs (Insulin-like Growth Factors -
somatomedine) con azione autocrina e
paracrina e in parte endocrina.

* IGFs hanno un’azione simile a quella
dell'insulina ma con maggiore efficienza;
aumentano l'anabolismo e la proliferazione
cellulare

Fig 43.5. Production and action of 1GFs. The
hypothalamus produces growth hormone—
releasing hormone (GHRH), which stimulates
somatotrophs in the anterior pituitary to release
growth hormone (GH). Growth hormone
release-inhibiting hormone (GHRIH) inhibits
H binds to cell surface receptors

and stimulates IGF production and release by
liver and other tissues. 1GF binds to cell surface
receptors and stimulates the phosphorylation of
proteins that cause mitosis and growth,

GH - OROMONE DELLA CRESCITA

Aminergic neurons

Hypothalamus —\

GHRH GHRIH
l@

Somatotroph [©]

@-GH

.

GH receptor

Liver
cell

tigra

synthesis

W-GF

Growth,
AJ\b _Otner Sulfation
tissues | fpone

IGF receptor

tyrosine
kinasa

Protein-

Mitogenic
response

Growth
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o Aumentato catabolismo.

cervello.

Metabolismo da stress

a  Fight or flight, ustioni, interventi chirurgici, infezioni

o2 Ruolo importante di ormoni anti-insulina:adrenalina,
glucagone, cortisolo (ORMONI CONTROREGOLATORI)
mediato da alcune citochine come TNF-alfa e IL-6.

a2 Inducono Insulino-resistenza. Glucosio destinato al

o lperglicemia. Proteine della risposta acuta (CRP,
aptoglobina, alfal-glicoproteina acida)

75
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Somatostatina

* Peptide ciclico prodotto dalle cellule delta della isole di
Langherans e nell'ipotalamo.

* Nell’attivazione passa da pro-ormone (28 aa) a ormone (14 aa).
Inibisce la secrezione dell'ormone della crescita e di tanti altri
ormoni.

*| recettori della somatostatina sono localizzati nel cervello e
nell’intestino.

* E’ un inibitore del rilascio e dell'assorbimento di glucosio; riduce
la secrezione gastrica aumentando il tempo di svuotamento

gastrico; riduce I'assorbimento dei nutrienti, degli zuccheri e la
secrezione degli enzimi digestivi (pancreatici e di gastrina).
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Effetti degli ORMONI TIROIDEI

* Fegato: favorisce I'azione dell'adrenalina (gluconeogenesi,
glicogenosintesi). Aumento del glicerolo che arriva al fegato.

* Adipocita: duplice azione: a) aumento della disponibilita del
glucosio e quindi di glicerolo3P e b) aumento della lipolisi

* Muscolo: stimolata la glicolisi e I'anabolismo muscolare
* Pancreas: favorita la secrezione di insulina

* Termogenesi: favorita I'azione dell'adrenalina a) aumenta il
disaccoppiamento mitocondriale via UCP e b) favorisce
I'ingresso di Na+ e quindi stimolare I'attivita di Na/K-ATPasi

77

Farmacia AA 2019-20

38



