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e Le proteine vengono regolarmente sintetizzate
e degradate.
e La degradazione e necessaria per
- impedire la formazione di proteine anomale,
- temporizzare le funzioni enzimatiche,
— permettere il riciclo di aminoacidi.
e Il turn-over delle proteine € piu rapido della
vita della cellula.
e Le proteine vengono degradate attraverso
I'azione di proteasi e, negli eucarioti, vengono
utilizzati diversi sistemi meccanismi.
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Turn-over delle proteine

o Ci sono tre principali sistemi di degradazione delle proteine:

- Ubiquitina-proteosoma
¢ Le proteine sono marcate per la degradazione da unita di
ubiquitina.
e I proteosoma 20S inattivo viene attivato da una proteina
regolatrice diventando proteosoma 26S
¢ Il proteosoma 26S rompe la proteina in peptidi

- I peptidi sono scissi in aminoacidi liberi da altri processi nella
cellula

- Lisosomi
¢ Le proteine entrano nei lisosomi via endocitosi
- La catepsina e le proteasi degradano i legami peptidici.
- Calpaina
¢ Proteasi attivate da calcio nel citosol della cellula
- I differenti isomeri sono attivati da differenti concentrazioni di

calcio.
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e In media il tempo di semi-vita di e B
una proteina & correlato con il Stabilizzanti
residuo N-terminale che rimane Met, Gly, Ala,
dopo la rimozione della Met1. Ser. Thr. Val >20 h

I !

e La presenza di una sequenza o .
PEST (Pro-Glu-Ser-Thr), sono Destabilizzanti
degradate pil rapidamente. Ile. GIn ~30 min

I

¢ Qualungque modificazione post- .
traduzionale sulla porzione N- Tyr, Glu 10 min
terminale influisce sulla semivita Pro ~7 min
di una proteina.

* Negli eucarioti il ciclo cellulare & Leu, Phe, ~3 min
controllato, alcuni enzimi Asp, Lys
regolatori del ciclo sono ~ ;
degradati in fasi particolari del Arg 2 min
ciclo cellulare in risposta a
segnali intra o extra-cellulari.
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Enzimi proteolici

e Classi di enzimi proteolitici:

- Proteasi a serina: enzimi digestivi come tripsina,
chimotripsina, elastasi...

- Differiscono nella specificita del substrato:

e Chimotripsina: privilegia il taglio del legame peptidico nel
quale I'AA che impegna il C=0 ha una catena laterale.

e Tripsina: preferisce un AA carico positivamente (Lys o
Arg) nella stessa posizione.
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Enzimi proteolici: proteasi a serina

¢ Il sito attivo (tripsina bovina) &
fatto da un residuo di serina
(Ser195), uno di istidina
(His57) e uno di aspartato

]

‘.. Ser195

/

e Durante la catalisi vi & un
attacco nucleofilo del OH della
serina sul carbonio del
carbonile del legame peptidico
che deve essere tagliato.

e Durante la reazione un H* &
trasferito dalla serina all’anello
imidazolico dell’istidina,
|'aspartato forma un legame H
con l'istidina.

3BTK
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Centro catalitico

His57

3BTK
Ser195
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Proteolisi: meccanismo generale
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Meccanismo delle proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina

Asp102
*/A\I:;; His57
Ser195
0]

1 4
*
0 o) Gly193
H (.oH N—x
H
—N Y
Sito
Specifico
v 2.5 © gsartor 2020 MO7 - Turn-over delle proteine -18 -

18



Meccanismo delle proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo deIIe proteasi a serina
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Meccanismo delle proteasi a serina
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Proteasi a serina
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Enzimi proteolici: proteasi a aspartato

e Le proteasi ad aspartato comprendono:
- La pepsina (enzima digestivo).

Alcune proteasi lisosomiali.

L'enzima renale renina.
- Le proteasi dell’HIV.

e Due residui di aspartato sembra partecipino alla catalisi
acido/base nel sito attivo.

e Un aspartato accetta H* da una molecola di H,0 nel sito
attivo che attacca il carbonio carbonilico del legame
peptidico.

e Simultaneamente l'altro aspartato cede I'H* all’‘ossigeno
del carbonile del legame peptidico.
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Pepsina

e Secreta dalle cellule della mucosa gastrica (che
secernono anche HCI) come pepsinogeno inattivo (40

kD): )
Pepsinogeno

pH acido l 4)
Pepsina -42AA

...mAA-AA-AA-AA-...

AA + AA-AA + AA-AA-AA

e Taglia con maggior frequenza legami tra aminoacidi
aromatici, Met, Leu e produce peptidi e pochi aminoacidi
liberi.
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Meccanismo delle proteasi ad aspartato
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Enzimi proteolici: metallo proteasi

e Appartengono alla classe delle proteasi a Zinco
(metalloproteasi):

- La carbossipeptidasi (enzima digestivo).

- Le metalloproteasi della matrice (collagenasi),
coinvolte nella degradazione della matrice extra
cellulare durante la crescita dei tessuti.

- Una proteasi lisosomiale.

e Nel sito attivo & presente uno zinc binding motif, con
due residui di istidina il cui imidazolo complessa lo ione
Zn+t+,

e Nella catalisi lo Zn** interagisce con l'ossigeno del C=0
promuovendo |'attacco nucleofilo dell’ossigeno di una
molecola di acqua nel sito attivo al carbonio del C=0.

e Nella carbossipeptidasi un residuo di glutamato facilita
la reazione estraendo un H* dall’acqua.
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Metallo (zinco) proteasi

e Uno ione Zn** & coordinato
con due atomi di azoto di due “\__ .
His, il carbonile di un Glu e
H,O0

e Lo ione Zn*t promuove
I'attacco nucleofilo sul
carbonio carbonilico da parte
dell’atomo di ossigeno
dell’acqua legata nel sito
attivo

e Il residuo di Glu agisce come
base facilita la reazione
estraendo un H* dall'H,0.

Zn++
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Peptidasi intestinali

Procarbossipeptidasi A e B

|
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Enzimi proteolici: proteasi a cisteina

Appartengono alla classe delle proteasi a Cisteina:

- La papaina (della Carica Papaya).

- Alcune protesi lisosomiali (catepsine).

- Le caspasi che si occupano della degradazione delle
proteine dell’apoptosi (morte cellulare
programmata).

e Le proteasi lisosomiali a cisteina sono omologhe alla
papaina. Sono una famiglia molto grande con svariata
specificita di substrato.

e Le caspasi tagliano il lato carbossilico di un aspartato.

e Il meccanismo delle proteasi a cisteina coinvolge la

deprotonazione del SH di una cisteina da parte di un

residuo vicino di istidina seguito da un attacco nucleofilo
dello zolfo al carbonio carbonilico.
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Attivazione delle proteasi

e Attivazione delle proteasi:

e La maggior parte delle protesi sono sintetizzate come
proenzimi di maggiori dimensioni.

e L'attivazione consiste nella rimozione di un segmento
inibitorio nel proenzima.

e |’attivazione pud avvenire dopo che la proteasi & stata
secreta nell’'apposito compartimento cellulare o nella
matrice extracellulare.

e In alcuni casi (attivazione dell’apoptosi) |'attivazione
puo essere a cascata e portare all’attivazione di proteasi
specifiche.
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T161 T14,Y15 T161 T14,Y15
I
CDK
T161 T14,Y15 T161 T14,Y15 T161 T14,Y15
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Ubiquitina - ubiquitinazione

e Alcune proteine (per esempio le cicline, coinvolte nella
regolazione del ciclo cellulare) presentano una sequenza
chiamata destruction box, riconosciuta da un dominio del
corrispondente E3.

¢ L'interazione dell’'ubiquitina ligasi con il suo bersaglio &
regolata, in alcuni casi, dalla fosforilazione della proteina
bersaglio e puo coinvolgere altre proteine adattatrici
(Destruction Box Recognizin Protein - DBRP).

Arg-Thr-Val-Leu-Gly-Val-Ile-Gly-Asp Ciclina A
Arg-Thr-Ala-Leu-Gly-Asp-Ile-Gly-Asn Ciclina B
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(a) )
Si forma il complesso ciclina-CDK, ma & ancora inattivo
a causa della fosforilazione di un residuo di Tyr'®

(2] he b il sito di I dell ATP.
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Nelson « Cox, | PRINCIPI DI BIOCHIMICA DI LEHNINGER, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2014
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DBRP

e DBRP & normalmente inattiva e
viene attivata nell’anafase via
fosforilazione da CDK-Ciclina B /_\'
- Si lega alla destruction box; b'ia
- Attiva la ubiquitina ligasi che
lega I'ubiquitna alla Ciclina B; /
- La Ciclina B viene quindi

etichettata per la degradazione
via proteosoma.

e DBRP viene defosforilata da
una fosforilasi costitutiva. -
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Sistema Ubiquitina-proteosoma

e Ubiquitina:

- Le proteine sono marcate per la proteolisi
selettiva dall’ubiquitina, una proteina ubiquitaria
altamente conservata.

- Nel genoma umano ci sono quattro geni che
codificano per 'ubiquitina: UBB, UBC, UBA52 e
RPS27A

- Si forma un legame isopeptidico tra il
carbossiterminale (Gly) dell’'ubiquitina e un
gruppo NH, di una lisina della proteina da
degradare.

e Il processo & ATP dipendente.
e Sono coinvolti tre enzimi (E1, E2 e E3).
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Sistema Ubiquitina-proteosoma

e Inizialmente il carbossiterminale dell’'ubiquitina &
ATTIVATA tramite un legame tioestere al Ubiquitin-
Activating Enzyme (E1) attraverso una reazione ATP
dipendente (EC 6.2.1.45).

e L'ubiquitina vien quindi trasferita ad un gruppo
sulfidrilico del Ubiquitin-Conjugating Enzyme (E2)
(EC 2.3.2.23).

e Una Ubiquitin-Protein Ligase (E3) trasferisce
I'ubiquitina attivata al gruppo e-amino di una lisina
formando un legame isopeptidico.

e Ci sono diverse ligasi dell’'ubiquitina che differiscono
per la specificita e per il meccanismo:

e HECT: EC 2.3.2.26
e RING e UBOX: EC 2.3.2.27.
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Ubiquitina - ubiquitinazione

e Piu ubiquitine sono = \
legate per formare una L ‘ - \\
catena. ‘ ¥ -

e Il carbossiterminale ‘
forma un legame con il , :
gruppo e-amino della

o> A
Lys48 di una catena —>w

adiacente di ubiquitina.
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Ubiquitina - ubiquitinazione
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E1-E2-E3

Degradation of
) Tt protein
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Scheme 1. Ubiquitination of a protein substrate assisted by the E1, E2,
and E3 enzymes.

Chemistry and Biology of the Ubiquitin Signal

Liar Spasser and Ashraf Brik*

Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6840 —6862
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E1-E2-E3

e Attivazione - E1 ubiquitin-activating
enzyme (EC 6.2.1.45) =

1. Formazione di un intermedio ubiquitino- e_}:l_m
adenilato. E1 lega ATP e Ubiquitina e si forma il
derivato acil adenialto al C-terminale dell’'Uqg con
rilascio di PPi

2. Trasferimento dell’ubiquitina a un residuo di Cys
di E1 con rilascio di AMP e formazione di un E}SH
legame tioestere. Il genoma umano contiene
due geni che codificano per E1: UBA1 and

enzyme (EC 2.3.2.23) |
— Catalizza il trasferimento dell Ug da E1 al Cys
nel sito attivo di E2 attraverso una reazione
trans(tio)esterificazione.
- E2silega sia a Uq attivata che a E1. Nell'uomo
ci sono 35 diversi E2, negli altri eucarioti i Scno  (gupstrate = -nH,
tra 16 e 35 diversi E2 che condividono il
ubiquitin-conjugating catalytic (UBC) fold.
e Legame - E3 ubiquitina ligasi catalizza la
formazione le legame isopeptidico tra la Lys

bersaglio e la Gly C-terminale di Uq.

UBAG.
e Coniugazione - E2 ubiquitin-conjugating Q

AMP+PP;

ubiquitylation

@

-

il

L B

substrate

1
NH=—C =0

2007 ©thibault mayor
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EC 6.2.1.45
e E1 ubiquitin-activating 0 gl
enzyme Ao’ O,?P\O/ip\o/j o
Uq +

1. Formazione di un
intermedio ubiquitino-
adenilato. E1 lega ATP e
Ubiquitina e si forma il i i
derivato acil adenilato al C- Uq o
terminale dell’Uq con
rilascio di PPi

2. Trasferimento
dell’'ubiquitina a un residuo
di Cys di E1 con rilascio di i
AMP e formazione di un Uq
legame tioestere. Il
genoma umano contiene
due geni che codificano per
El: UBA1 and UBAG.

s
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E1 ubiquitin-activating enzyme
(EC 6.2.1.45)
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E1 ubiquitin-activating enzyme
(EC 6.2.1.45)
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a [l Active Adenylation Domain M Ubiquitin-fold Domain
Active Catalytic Cys Domain
= - e cy ', ] Rhodanese-homelogy Domain
[Dinactive Adenylation Domain
[ Canonical E1 Specific Domains [ [l (] Non-canonical E1 Specific Domains

MosBhiF [— [ |
Canonical E1s
vea T +H{T— Monamer
M . Fignre 3. E1 domnln strectares asd ¢z
vese CIT—C0 Monomer | Primary structures of Inman canonical and noncanoncal E1 enzymes, with domains
usa7 ] =L Monomer indicated and coloured according to the legend (bottom), and adenylation domains aligned
sae1 [0 o I - UsA2
= F (ThiF) primary structures shown above. Lines reflect insertions in sequences between
NAE1 N usA3 Heterodimer  conserved domains. b| (‘armml view of canonical El crystal structures with ubiquitin (yellow)
X associated d cerevisiae Ubal
Non-canonical E1s GommrpB)l e| wlll\smal] ubiquitin-related modificr (SUMO)- 1 (yellow) and ATP
iated active site of SAE1-UBA2 (18R PDB), and
| with NEDD! ATP NAEI-UBA3
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(1R4M.PDB)®7. The domains are coloured according 1o the schematic view in panel a, and
oriented as the left view of MoeB in FIG. 2a.

Ubiquitin-like protein activation by E1 enzymes: the apex for
downstream signalling pathways

Brenda A. Schulman ' and J. Wade Harper?:”

Nat Rev Mol Cell Biol. 2009 May : 10(5): 319-331.
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EC 2.3.2.23

e E2 ubiquitin-conjugating enzyme

- Catalizza il trasferimento dell Uq da E1 al Cys nel sito
attivo di E2 attraverso una reazione
trans(tio)esterificazione.

- E2 silega sia a Uq attivata che a E1.

- Nell'uomo ci sono 35 diversi E2, negli altri eucarioti ci
sono tra 16 e 35 diversi E2 che condividono il ubiquitin-
conjugating catalytic (UBC) fold.

EEOO000EEE

Variable Conserved

Figure 5. Connecting E2 strucures with

of the prote
residues in Ule
mined using the C

i
5B orthologs were deter-
NSURF-algorithm and

B spotied on the structure of UbcH5B. Muta-
tional divergence is acconding to the color
key. See text for more information. €) Sche-
matic representation of the shellmodel for
E2 enzymes. The first shell contains the cata-
ptic cystcine and is conneeted through the

Conserved B second shell with the third shell that contains

siuerral elements thar me clective in-

teractions with Ub/UBL Els and E3s. Molec-
alar graphics images were generated using
the UCSF Chimera package (huip://www.cgl.
ucsfiedu/ chimera).

The family of ubiquitin-conjugating enzymes (E2s): deciding between life and death of proteins
Sjoerd J. L. van Wijk and H. T. Marc Timmers (2010) The FASEB Journal vol. 24 no. 4 981-993
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E3

e E3 funziona come sistema di riconoscimento del substrato e
di E2

e Alcuni E3 sono attivati da E2

e Gli enzimi E3 possiedono uno o due domini:

- Il dominio HECT (homologous to the E6-AP carboxyl terminus)
che lega in modo transiente Ug formando un tioestere

- Il dominio RING (really interesting new gene) o un dominio
molto simile (U-box) che catalizzano il trasferimento diretto di

Ug da E2 al substrato
single RING-finger type E3

[RING-finger|
LI

MO07 - Turn-over delle proteine
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ﬁ ﬁ
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=

LS complex

Taxget-recogizing
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Culf complex | RBX1 | Cull | Skp

]
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%?3’%

-51-

v 2.5 © gsartor 2020 MO7 - Turn-over delle proteine

51

Domini HECT e RING

e HECT
- contengono una Cys conservata che funge da ancoraggio di Uq
proveniente da E2-Uq per poi passare Uq ad uno specifico residuo
di Lys del substrato;
e RING
- funziona come scaffold facilitando l'interazione tra E2 e il
substrato;
- possono essere monomeri o complessi multiproteici;

a HECTE3
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Domini HECT e RING

e La maggior parte di E3 sono del tipo RING \
domain e sono caratterizzate dalla -
sequenza .

CX,CXo_30CX,_sHX,_5(C/H)X,CX4_45CX,C \\ , =9

che produce un motivo a croce greca :
stabilizzato dalla formazione di legami di '\ G0N / 4
coordinazione di due ioni Zn** con residui 1
di His e Cys.

2y43
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@ ubiquitin

AMP

ATP + PPi
ol

a HECTE3

Physiological functions of the HECT
family of ubiquitin ligases

|Daniela Rotin* and Sharad Kumar*

400 [ JUNE 2009 [ VOLUME 10 www.nature.com/reviews/molcellbio

v 2.5 © gsartor 2020 MO7 - Turn-over delle proteine -54 -

54

27



E1-E2-E3
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WOAH WoAw  WOAH!
AM | GETTING ENDOCYTOSED?

| HAVE THE
UB\QUITIN.

HERE. VLLHELP You
PUT IT ON THAT LYSINE.
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Proteasoma

e La degradazione selettiva di una proteina avviene nel proteasoma.
Un complesso proteico presente nella cellula.

e Il core complex del proteasoma, ha un coefficiente di
sedimentazione di 20S ed é costituito di 14 subunita di due tipi

(0a787).

- Le sette subunita o formano un anello a struttura cilindrica.
- Le sette subunita p formano l'anello centrale.
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Proteasoma

e Il core complex del proteasoma racchiude una cavita fatta di
tre compartimenti collegati da uno stretto passaggio.

e L'attivita proteasica € associata a tre delle subunita B ognuna
con differente specificita per il substrato.
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residuo acido.

Sistema Ubiquitina-proteasoma

1. Una subunita B ha una attivita simile alla
chimotripsina con preferenza per Tyr o Phe
come AA al carbonile del legame peptidico.

2. Una subunita B ha una attivita simile alla
tripsina con preferenza per Arg o Lys al
carbonile del legame peptidico.

3. Una subunita B ha una attivita post-glutamil
con preferenza per glutamato o un altro

¢ Non sono coinvolti residui di cisteina o serina.
e |'attivita idrolasica del proteasoma costituisce una
famiglia di proteasi a treonina.
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C I3 d
PROTEASONE apt\_m polyubiruitinated proteins

Lid
Derbiquitlate 185
Regulatory Partcls
i (PATID)
Bas
Unfold s open o tivg —[ J
Protenlysis z”s Pt
o

.....

108

Regulaiory Particles

PATO0 (Lid) PA2E-afi
[ | P Tt | |

gt | R [Rputt | Rpud2 [R5 | [Fhs [Pa2g3 |
PATO0 (Base) PA00

[Rpud | R [Rpu3 |

[Rptt [ Rp2 [ Ryt [ Ryt [ Ryt | Rpis |

Bagterial regulaiory stbunit rohaeal regulatory subumit
(#1434 & TPase forraing ring-like complex) (oligomele coriplex,

ARC FAH
Core Particles (205 proteasoms)
Standard proteasoms subunits

[af T2 [o38 [ed [ a5 [ a8 [ w1 |
[ e [ps [ps [ps [ps a7 |

Regulatory Perticls
potenlysis Immunoprokessorme subwnits Thymoprokesoms subunits
PAT00-205-PA700 Prokaryotic 205 submits
(263 protessome)
=
e
http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03050.html
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P ——— Clp(_um polyubiquitinated proteins
L
Devbiquitilate 195
Regulatory Paticls
S (PATO0)
fInfold and open oring —[
Proteclysis : s —
Core Particle
Base
195
Regulatory Particle
protelysis
PA700-205-PAT00
(265 protessorme)
http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03050.html
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Proteasoma

e Nella struttura del core
complex del proteasoma non ci
sono apparenti aperture verso
l'esterno.

e Si é postulata l'interazione con
un cap complex che apra il
passaggio verso l'esterno.

e E stato cristallizzato il core
complex 20S del proteosoma
con il cap complex 11S.

e L'interazione del cap complex
11S altera la conformazione
del dominio N-terminale delle
subunita o del core complex
permettendo I'accesso
dall’esterno.

1FNT
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SR Sl

195
Reputry Puticl
@A

195
Ragiatory Putihe
tpaT,

PO PATD
65 paovasorn)

Fig. 2. Atomic model of the 265 holocomplex
fitted into the cryo-EM map. (A) Holocomplex
seen from three different views. In the model,
the PCl subunits are colored in different shades
of green (order from left to right in middle
panel: Rpn9/5/6/7/3/12), the MPN subunits in
light (Rpn8) and dark (Rpn11) magenta, the Ub
receptors Rpn10 and Rpn13 in purple, Rpn1 in
brown, Rpn2 in yellow, the AAA-ATPase hex-
amer in blue, and the CP in red. (B) Subunit
e ) models fitted into their corresponding experi-
w ) 2, mental densities. The ubiquitin receptors
Rpn10 and Rpn13 were omitted due to their

o small size and due to the low resolution of

Rpn3 Rpn12 Rpn11 the EM map in the corresponding areas.

Near-atomic resolution structural model of the yeast 26S proteasome

Florian Beck, Pia Unverdorben, Stefan Bohn, Andreas Schweitzer, Giinter Pfeifer, Eri Sakata, Stephan Nickell,
Juargen M. Plitzko, Elizabeth Villa, Wolfgang Baumeister, and Friedrich Forster

PNAS September 11, 2012 vol. 109 no. 37 14870-14875
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= \Walker A = Walker B

Fig. 3. Structure of the AAA-ATPase hexamer. (A) The atomic model of the
AAA-ATPase (dark blue: Rpt1/6/4; light blue: Rpt2/3/5) is displayed together
with the segmented cryo-EM density in isosurface representation. The Walk-
er A and Walker B motifs are colored in red and orange, respectively. The
densities marked by the dashed ovals corresponds to the likely disordered
N-termini. (B) Slice through the N-ring as indicated in A. (C) Slice through
the AAA-fold.

Near-atomic resolution structural model of the yeast 26S proteasome

Florian Beck, Pia Unverdorben, Stefan Bohn, Andreas Schweitzer, Glnter Pfeifer, Eri Sakata, Stephan Nickell,
Jurgen M. Plitzko, Elizabeth Villa, Wolfgang Baumeister, and Friedrich Forster

PNAS September 11, 2012 vol. 109 no. 37 14870-14875
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substrato
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Poliubiquitina
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intergisce con
il proteasoma
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*

Nl Porzione
‘.’ regolatoria
) 195
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CORE (20S) PROTEASOMA COMPLETO
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degradation by the proteasome

poly-ubiquitin chain

binding £ unfolding ;

’.)__

substrate

» translocation
and

hydrolysis
2007 ©thibault mayor
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complex

s . : EAL
REX1 2 |
B scrubiquitintigase 9SS ske1
o h S

g J b
o o8 S i . =
; - cific i B | y
il y"j;” —— T ———

€ Polyubiquitylation

Nalepa et al. Nature Reviews Drug Discovery 5, 596—613 (July 2006) | doi:10.1038/nrd2056

nature L.
REVIEWS LIELAE0E

67

. SORRY NOT TOME ON, LET'S
ll‘:ﬁioﬁkﬂﬁo. p KEEP WALKING.

"HEY LITTLE BUODY!
ILL BE YOUR
FRIEND!
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Quante lisine!

1UBQ
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Quante lisine!
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Complessita

@ %o o
© ¢« ©
@
E1 Ub activating enzyme (2}

E2 Ub conjugating enzyme (37)
E3 Ub ligase (>600) @,-—7'- . B Homotypic polyubiquitination
N / Lysé-linked Lyst1- unnea Lys27-finked

Ubvqumn
Deubaqmunases (~85) 6 R ° H ‘

S.TY Kinases (518) S.T.Y & °
—_— Lys63-linked Linear-linked
Phosphatases (~120) u us) Kn U s U

Heterotypic polyubiquitination
Mixed linkages Branched linkages
un

6%'

@

o e 0 1 e

Komander D. The emerging complexity of protein ubiquitination. e

Biochem Soc Trans. 2009 Oct;37(Pt 5):937-53.
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Quante lisine!

e Nell’'ubiquitina ci sono
sette Lys.

e La Metl & il punto di o tunon
collegamento per la '
formazione di catene

(C-terminus - point of linkage)

lineari di Uq ed & vicina a : ' - e
Ly56 3. {iysosomal mﬁ, \ S
kinase modification)
o Il mOtIVO C'term|na|e 4 5 Met1 - linear chains (ND)
Gly75-Gly76 forma il Ay oo
legame isopeptidico. . y S
- NB Inrosso € indicata la . .8 - DR darmege rosponse

% di abbondanza
relativa di ogni
particolare legame in S.
cerevisiae e sono
indicati i ruoli dei singoli

Lys8 (11%)
(DNA repair)

\er (28%) 1UBQ

ERAD, cell cycle regulation

legami.
Komander D. The emerging complexity of protein ubiquitination.
Biochem Soc Trans. 2009 Oct;37(Pt 5):937-53.
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Sette lisine!

o Lys6, Lysll, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, Lys63

Abbiamo effetti diversi a seconda della lisina coinvolta nel

legame isopeptidico

= Lys6 - Riparazione DNA

= Lysll - Regolazione ciclo cellulare

» Lys27 - Degradazione

» Lys29 - Degradazione in lisosomi

» Lys33 - Modificazione kinasica

» Lys48 - Degradazione tramite
proteasoma

» Lys63 - Signaling, Trafficking,
risposta a Danno del DNA

)
C- terminale

Ubiquitina 1 Ubiquitina 2

Ubiquitina 1 Ubiquitina 2

v 2.5 © gsartor 2020 MO7 - Turn-over delle proteine 73
Ubiquitin (Ub)
HZN—{ MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIODKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG ]-COOH
€ 11 9 33 a8 63
@ @ o @ Kzs o o}
NH @G L, - BTG
K63, K48, K33, K29
K27, K11, K6
K K K
Subsir
Homogeneous poly-Ub Heterogeneous poly-Ub Linear poly-Ub
[e] o
NH HN
8- @, 1
Kk K ~ [Substrat
Substrat [o}
Multiple mono-Ub N-terminal ubiquitination
B®-B. gy L
Ge)"nn
(e) ) () it HaN—(Ub) @ @)
U ~x_r Ub)—coon
R:-H, -CH; Ty 3
X:0,5
Ubiquitination on noncanonical Mixed chain Unanchored-
residues (Y : Ser, Cys, Thr) poly-Ub
Figure 2. The diversity of Ub, showing the different compositions of Ub chains and their anchoring possibilities to
a protein target.
Chemistry and Biology of the Ubiquitin Signal
Liat Spasser and Ashraf Brik*
Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6840 -6862
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Struttura di poli-Ug

A. Struttura di tetra-Uq Lys48-
linked. Prossimale e distale A
indicano la posizione e,
relativamente al substrato. b
e Nelle catene Lys48-linked tutte
le Uq interagiscono tra loro e i
residui idrofobici di Ile44 NON
SONO esposti. B e es
D@“.
B. Le catene Lys63-linked hanno \
conformazione aperta;
e I residui idrofobici di Ile44
SONO esposti e possono C toewr
assumere diverse posizioni a w» » @@

RTITRY K -
causa della flessibilita della
catena.

C. Le catene Lys63-linked possono
assumere anche una struttura
lineare

e La differenza nel linker pud
giustificare il diverso

comport_a_mento rlspetto a"a Komander D. The emerging complexity of protein ubiquitination.
deubiquitinazione Biochem Soc Trans. 2009 Oct;37(Pt 5):937-53.

206V

2W9N
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distal

B Lys63 diubiquitin complexes
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Komander D. The emerging complexity of protein ubiquitination.
2WON Biochem Soc Trans. 2009 Oct;37(Pt 5):937-53.
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ERAD (ER)

PM stabilization

-~

Recycling rd

¥

Golgi-to-endosome
transport

- Endocytosis

o - 0 )
e g Epsins
I Cargo ubiquitination lEPS o

"\ MVE sorting

Ubiquitin and Membrane

Golgi complex —b _ I’Vrnlun I m"nu\'ur: From
Cradle to Grave

I lESCR—F‘O’ A Jason A. MacGurn, Pi-Chiang Hsu, and Scott D. Emr
Annu. Rev. Biochem. 2012.81:231-259
proteasome < B
Ubx
p7 Cradle Grave
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Extracellular space
mmmw =
”Mﬂ"““w ket
Plasma Ub
membrane ‘\ \®@
' \@D—/ fndosome
' Golgi
complex
Proteasome Lysosome/
g @ r vacuole
— 41—
{‘&' +— Endoplasmic reticulu%
Secretion and quality control Targeting for lysosomal degradation
I. ERAD of misfolded proteins 1. Cargo recognition and ubiquitination
Il. ER exit and traffic to Golgi complex 2. Sorting and ubiquitin-mediated endocytosis
lll. Golgi-to-endosome traffic 3. ESCRT-mediated sorting and MVB formation
IV. Exocytosis 4. Degradation in the lysosome
V. Endosomal recydling to cell surface
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Ubiquitin-like protein - UBLs

¢ Per molto tempo il meccanismo della ubiquitinazione &
stato considerato come IL modo per etichettare le
proteine per la degradazione via proteasoma.
e E pero stato evidenziato anche un ruolo NON-
proteolitico dell’'ubiquitinazione:
- Funzione delle proteine,
- Localizzazione delle proteine,
- Interazione proteina-proteina
e Oltre l'ubiquitina sono state identificate una serie di
proteine ubiquitin-like (UBLs) con struttura simile
all’'ubiquitina:
- Small Ubiquitin Like Modifier (SUMO),

- Neural precursor cell expressed developmentally down-
regulated 8 (NEDDS8)

- Interferon stimulated gene 15 (ISG15)
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Small Ubiquitin-like Modifier

Le SUMO appartengono alla superfamiglia dell’'ubiquitina
e ubiquitin-like;

La maggior parte delle proteine SUMO contengono il
tetrapeptide con motivo B-K-x-D/E (B = residuo
idrofobico);

C’e solo il 18% di identita di sequenza tra ubiquitina
SUMO-1;

SUMO e ubiquitina hanno una struttura terziaria
estremamente simile;

Contrariamente al sistema ubiquitina che etichetta le
proteine bersaglio per il proteasoma le proteine SUMO
svolgono funzioni cellulari diverse.
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Struttura .«

100 aminoacidi, massa di circa 12
kDa;

La dimensione esatta varia tra i
diversi membri della famiglia e
dall’'organismo;

Scarsa identita di sequenza con Uq \'9;_9;3‘
ma pressoché identica struttura; ' &

SUMOL1 ¢ una proteina globulare con ;
le estremita N-terminale e C-
terminale che si estendono
all’esterno della proteina

Il core sferico € costituito da a-eliche
e un B-sheet.

SUMO1 Umana: 101 aa; 11.6 kD.

1A5R
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SUMO

e Nell'uomo sono presenti quattro isoforme di SUMO:
e SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 e SUMO-4

- SUMO-2/3: presentato un alto grado di similarita e sono distinte
da SUMO-1; durante la mitosi SUMO-2/3 si localizza sul
centromero e sui cromosomi .

- Uno dei maggiori prodotti di condensazione di SUMO-2/3 & con la
topoisomerasi II che viene modificata solo da SUM0O2/3 durante
la mitosi

- Le modificazioni di SUMO-2/3 sembrano essere specificatamente
coinvolte nella risposta allo stress.

- SUMO-1 si localizza nel fuso mitotico e forma catene miste con
SUMO02/3

- SUMO-4 mostre similarita con SUMO-2/3 ma ne differisce avendo
una Pro invece di Gln in posizione 90 il che le permette di non
essere processata e coniugata in condizioni normali ma € usata
per modificare proteine in condizioni di stress.

v 2.5 © gsartor 2020 MO7 - Turn-over delle proteine

-83-

83
SUMOilazione
. La SUMOilazione di proteine bersaglio:
- Aumenta la vita della proteina attraverso un aumento della stabilita;
- Cambia la localizzazione cellulare della proteina: trasporto citosol-
nucleo;
- Regolazione trascrizionale;
- Apoptosi;
- Risposta allo stress;
. La SUMOilazione avviene con un meccanismo simile a quello
dell’'ubiquitinazione (E1-E2-E3).
e  Contrariamente all’'ubquitinazione la SUMOilazione non porta alla
degradazione delle proteine.
. Le SUMO vengono prodotte attraverso il clivaggio dei quattro
aminoacidi al C-terminale permettendo il legame della Gly con la
Lys della proteina da modificare attraverso un legame
isopeptidico.
e Il legame REVERSIBILE di SUMO ¢ controllato in modo analogo a
quello di Uqg.
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[l Active Adenylation Domain M Ubiquitin-fold Domain
[ Active Catalytic Cys Domain
Inactive Adenylation Domain

[C]Rhodanese-homology Domain

El

[ Canonical E1 Specific Domains [ [l (] Non-canonical E1 Specific Domains

Mos/ThiF [——— . L
Canonical E1s
uBA1 Manomer
O Figure 3. E1 domain structures and enzymatic mechanism

ueas C—E Monomer | Primary structures of Inman canonical and noncanoncal E1 enzymes, with domains
usa7 T =L Monomer indicated and coloured according 1o the legend (botom), and adenylation domains aligned
saer [0 D I - UsA2 cingto : ud hia

= F (ThiF) primary structures shown above. Lines reflect insertions in sequences between
NAE1 N usA3 Heterodimer  canserved domains. b | Cartoon view of canonical E1 crystal structures with ubiquitin (yellow)

Non-canonical E1s.

Ubiquitin-like protein activation by E1 enzymes: the apex for

& WS

associated

active site of

cerevisiae Ubal

GeMMPDB)!, ¢ | with

at th
small ubiquitin-re

iated

lated modifier (SUMO)- 1 (yellow) and ATP
active site of SAE1-UBA2 (1YSR. PDB)"“. and

NAEI-UBA3

Fy NEODB

d| with NEDD! ATP
(1R4M.PDB)®7. The domains are coloured according 1o the schematic view in panel a, and
oriented as the left view of MoeB in FIG. 2a.

downstream signalling pathways

Brenda A. Schulman ' and J. Wade Harper?:”

Nat Rev Mol Cell Biol. 2009 May : 10(5): 319-331.
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®—@ ) Ubiquitin 1 SUMO | NEDDS8 ;| ISG15
1
bl - - E1(2) VBT, BT, E1(1)
® : Ubat | AosiiUba2 | APPBP1/Uba3 |  UBEIL
- Ubab - | i
L
." 1 1 1 I
- 1 1 1 I
\1\,. 1 1 1 1
1 E2 (30): 1 E2(1): | E2(@: 1 E2(3):
1 1 1 i
B -“. y UBE2A(hHRGA)  UBE213(UbcH7) | UBE2I(UbcS) j UBE2M(Ubc12) § UBE2L6(UbcHS) |
§ UBEZ2B(hHREB)  yBE2L6(UbcH8)+ | UBE2F(NCE2) j UBE2E1(UbcHS6) 4
(Subsirae ) y UBE2C(UbcH10)  yBEaN(Ube13) 4 1 | UBE2E2:
1 UBE2D1(UbcH5A) UBE20(E2-230K) 1 1 i
y UBE2D2(UbcHSB)  yBE2Q1(NICE-S) 1| 1 I
. y UBE2D3(UbcH5C) gg2q2 ' 1 '
| UBE2D4(HBUCE1) yBgar1(CDC34) | 1 1
B-e B+ UBE2E1UbcHe): ypesro(COC34B) 1 I '
1 UBE2E2 UBE2S(E2-EPF) 1 1 1
-__. - 1 UBE2E3(UbcHY)  yBE2T(HSPC150) 1 1 1
1| UBE2G1(UBE2G) ypgau* 1 1 1
1 UBE2G2(UBC7)  yBEaVi(UEV-1A) | 1 1
1 UBE2H(UBCH) UBE2V2(MMsS2) | 1 1
1 UBE2J1(NCUBE1) ygaw 1 1 ]
1 UBE2J2(NCUBE2) ge2z(Usel) 1 1 1
1 UBE2K(HIP2) BIRC6(apolion) 1 1 1
1 1 1 1
- e ! ! !
': E3 (>1000): | E3(4) | E3@: , E3(@
1 1 1 ]
® ? p Single/multiple subunit | RanBP2,Pc2, |  Rbxi | HERGS
— ®® ' RING, HECT, U-box, PHD 1 PIAS-proteins, | Rbx2 I EFP
Procassed 1 1 Topors 1 ]
The family of ubiquitin-conjugating enzymes {E2s): deciding between iife and death of proteins " "
Sjoerd J. L. van Wijk and H. T. Marc Timmers (2010) The FASEB Journal vol. 24 no. 4 981-993
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SUMQOilazione

Le conseguenza funzionali della SUMOQilazione
variano a seconda del substrato e non € ancora del
tutto chiaro il meccanismo.

SUMO altera le interazioni della proteina substrato
con altre proteine o con DNA.

La SUMOQilazione pud anche agire come blocco
della ubiquitinazione.

Solo una piccola frazione di una data proteina e

SUMO ilata e questa modificazione e rapidamente
cancellata da enzimi deSUMOilanti.
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SUMO cycle

e Il precursore di SUMO &

processato da una @ MATURATION
proteasi specifica che
libera il C-terminale [Farget]
Gly-Gly che é attivato
Proteas:
da E1. DECONJUGATION - ACTIVATION
e Dopo trans @ \&
esterificazione su E2
SUMO viene coniugato [Target |50

con la proteina -
bersaglio e con E3 viene
legato. - @."(\®
e SUMO puo essere
deconiugato dalla LIGATION - [Target] -
proteina bersaglio da
specifiche proteasi. TRANSESTERIFICATION

Molecular Gell, Vol. 18, 1=12, April 1, 2005

SUMO: A History of Modification

Ronald T. Hay*
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SUMO cycle

e 1| precursore di SUMO & processato da una proteasi

specifica che libera il C-terminale Gly-Gly che & attivato da
E1l.

e Dopo trans tioesterificazione su E2, SUMO viene coniugato
con la proteina bersaglio e con E3 viene legato.

e SUMO puo essere deconiugato dalla proteina bersaglio da
specifiche proteasi

.
]
gi MATURATION ACTIVATION CONJUGATION LIGATION DESUMOYLATION
it r
i suMo ATP. suMo ]
&5 (sumo )y PROTEASE, figumol /- »(SUMO»—»{ sumo SUMO) PROTEASE 51 m0 ;;
[ 3 ( \ = i
H R S \
1 +ppi [ o E3 ndependent ¥ L \ Substrate
£ \ \\ or E3 Ligating Enzyme \ it
t Uba2 \ A ) ’%%" SumMg
1 \ K - -]
5 E1 Actvating (U022 Eonjugat Ubcg ‘Substrate 1 k
?5_, £ Enzyme -~ kel Z i‘. Substrate
=t S
.4 8
L
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1. Un fattore di trascrizione
l | n N lOd el IO nucleare (NF-X) & modificato da
SUMO ed
STTIVO eSS 2. E assemblato in complesso

formato da SUMO e un fattore di
repressione da esso controllato.

3. Una volta che il complesso e
formato SUMO puo essere
distaccato da una specifica
proteasi.

4. 1l fattore di trascrizione &
mantenuto nella sua forma
repressa anche in assenza di
SUMO.

5. La lenta dissociazione del
complesso riattiva il fattore di
trascrizione e puo essere indotta
da modificazioni post-
traduzionali del complesso o di
NF-X. Come, per esempio,
I'interazione con Uqg o Ug-like
che portano alla degradazione di

Molecular Gell, Vol, 18, 112, April 1, 2005 pal’te del COmpIeSSO di
SUMO: A History of Modification repressione liberando NF-X.
Ronald T. Hay*
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itin-like Proteins

~ (PUP)

[ Thig,medtd Di ol a blic Health Image Library (PHIL), with identification number #4428
i

v

Prokaryotic ubiquitin-like (PUP)

e PUP ¢ la Prokaryotic ubiquitin-like protein, un analogo
funzionale dell’ubiquitina nei procarioti trovata in Mycobacterium
tuberculosis

¢ La pupilazione avviene in una
reazione a due step invece che
tre come con l'ubiquitina.

e PUP lega una Lisina bersaglio
formando una caratteristica
struttura ad a elica

¢ Viene poi riconosciuta dal
Mycobacterium proteasomal
ATPase che fa parte di un
complesso che include il
proteasoma 20S, portando
quindi la proteina alla
degradazione
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PUP enzymes

L'attivazione e il legame della PPU

coinvolge due enzimi, rispetto ai tre
dell’'ubiquitinazione: Dop e PafA

Dop ¢ la Deamidase of Pup, che

serve probabilmente per esporre il PafA
C-terminale GGE, il cui glutammato,

che viene cosi deamidato, serve a

legare la Lisina della proteina Bop m
bersaglio.

Dop puo anche funzionare
depupilando la proteina

PafA ¢ invece la Pup ligase, che
segue Dop e permette il legame
vero e proprio della PUP sulla
proteina bersaglio

La proteina PUPilata € riconosciuta
dal Mycobacterial proteasome
ATPase in quanto la PUP forma una
struttura ad elica coiled coil con il
N-terminale dell’ATPasi.

K-Substrate

Deamidation ¢
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PUP vs Uq

(@)
K-
Pup-Substrate
Proteasomal
Degradation
E PafA GGE- K-
GGE
Depupylation
PupE
(b)
Ub-Substrate
K48-polyUb
Proteasomal
GG EVE2/E3Cascade GG-K < Degradation
; L Deubiquitination
Ubiquitin
q K
Figure 1. Bacterial ion, like eukaryotic ubiquitination, targets proteins for proteasomal degradation. (a,b) Pupylation (a) or
ubiquitination (b) of a target protein is shown. Both small protein modifiers (red) are attached to a lysine side chain of a substrate protein (grey).
Arandom coil model of Pup (red) represents its intrinsically disordered state in solution. In contrast, ubiquitin (Ub) adopts a stable B-grasp fold
(PDB 1aar). Note that Ub is linked to the substrate lysine via its carboxy-terminal di-glycine-motif (GG, while Pup is attached via its carboxy-terminal
glutamate (GGE)

Barandun et al. BMC Biology 2012, 10:95
http://www.biomedcentral.com/1741-7007/10/95
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Autofagosoma -<——— Degradazione <

Risposta

Aggregazione

Traslocazione nel

Reticolo

Endoplasmatico
———

- ———
Proteina @

l Polipeptide

Vescicola
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LYSOSONE /bwbn’m

early endosome late endosome

multivesicular body (MVB)
fe— @) —

mitochondria
Autophagy autophagosome

Regulation of autophagy
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Lisosomi

¢ I lisosomi contengono enzimi
idrolitici che degradano le
proteine e altre sostanze
catturate per endocitosi.

e I lisosomi hanno un valore di pH
acido a causa di un trasporto di
protoni pilotato da una ATPasi, — |

e Tutti gli enzimi idrolitici
lisosomali hanno un optimum a
pH acido. ATP H+ ADP + P;

e Le catepsine sono attivate dalla
scissione di proenzimi che puo
essere catalizzata da altri enzimi
lisosomali o dall'ambiente acido.
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Enzimi lisosomali
C

e Proteasi

¢ Glicosidasi

e Solfatasi

e Lipasi

¢ Nucleasi

e Sfingomielinasi

e Ceramidasi

e Aspartilglucoaminidasi

e Altri enzimi attivatori /
(tioesterasi) N

99

Enzimi lisosomali - Proteasi
~ e Attivati come proenzimi
*  _ Catepsina C (EC 3.4.14.1) o

o dipeptidil peptidasi rilascia il
dipeptide N-terminale, Xaa-
Yaal!Zaa-, eccetto Xaa=Arg o
Lys, o Yaa o Zaa=Pro

~ Napsina A (EC:3.4.23.-) },
- Legumaina (EC:3.4.22.34)

w3 —

( e Idrolizza proteine al legame <N
oF -Asn!Xaa- H soseme
- Tripeptidil-peptidasi I /
(EC 3.4.14.9) o
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Catepsine

Proteasi a
Serina

Proteasi a
Cisteina

Proteasi ad
Aspartato

Catepsina A
Catepsina G

Catepsina B
Catepsina C
Catepsina F
Catepsina H
Catepsina K
Catepsina L1
Catepsina L2
Catepsina O
Catepsina S
Catepsina W
Catepsina Z (X)

Catepsina D
Catepsina E
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TNF

SPHINGOSINE
DRUGS
k\ \
[

Groth-Pedersen and Jastteis, Figure 2

Death

Lysosome Membrane Permeabilization

Callubir stross
{lonizing radiation,
- s o

P
stimulation

JNK
6 —
QO

N\
[ermmmaee -[awa)

APOPTOSIS
APOPTOSIS-LIKE CELL DEATH
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Lisosomi: sistemi di protezione

e Le cistatine inibiscono le catepsine lisosomali.
Sono presenti nel citosol e nello spazio
extracellulare.

e Le cistatine si legano al sito attivo delle
catepsine competendo con il substrato e
proteggono la cellula dalle catepsine
eventualmente uscite dai lisosomi.

e Autofagia: se una porzione del citoplasma
viene incapsulata dai lisosomi si ha la
degradazione delle proteine.

¢ Questo meccanismo non € il meccanismo di
elezione per la degradazione selettiva delle
proteine.
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Calpaine

L L
Proteasi attivate da calcio ==

nel citosol della cellula m,,‘%g c

- 1 differenti isomeri sono /gﬁ
attivati da differenti i
concentrazioni di calcio.

Non c’é una specifica
sequenza che viene
riconosciuta in modo
univoco dalle Calpaine,
viene piuttosto
riconosciuti elementi di
struttura terziaria

Calpaina II

pu-Calpaina
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Il ruolo fisiologico delle
calpaine & ancora da definire
nei dettagli.

Partecipano ai processi di f
mobilita cellulare,

progressione del ciclo cellulare
Sono sensibili alla
concentrazione, anche
transiente, di calcio quando
essa cambia nelle vicinanze di
canali ionici, provocando |
proteolisi selettiva di alcune

proteine in zone specifiche <
della cellula.

Un altro ruolo & quello del [ -
controllo della coagulazione e ;

sul diametro dei vasi.

Sono implicate nell’apoptosi e
sembrano essere essenziali

per i processi di necrosi H-Ca|paina
cellulare.
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Referenze sul WEB

e Vie metaboliche
- KEGG: http://www.genome.ad.jp/kegg/
* Degradazione degli xenobiotici:
http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01196.html
e  Struttura delle proteine:
- Protein data bank (Brookhaven): http://www.rcsb.org/pdb/
- Hexpasy
e Expert Protein Analysis System: http://us.expasy.org/sprot/
* Prosite (protein families and domains): http://www.expasy.org/prosite/

e Enzyme (Enzyme nomenclature database): http://www.expasy.org/enzyme/

- Scop (famiglie strutturali): http://scop.berkeley.edu/
e  Enzimi:

- Nomenclatura - IUBMB: http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/

- Proprieta - Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de/

- Expasy (Enzyme nomenclature database): http://www.expasy.org/enzyme/
Database di biocatalisi e biodegradazione: http://umbbd.ahc.umn.edu/
Citocromo P450: http://www.icgeb.org/~p450srv/

Metallotioneine: http://www.unizh.ch/~mtpage/MT.html

Tossicita degli xenobiotici: Agency for Toxic Substances and Disease Registry
http://www.atsdr.cdc.gov
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Crediti e autorizzazioni all’utilizzo

e Questo materiale & stato assemblato da informazioni raccolte dai seguenti testi di Biochimica:
- CHAMPE Pamela , HARVEY Richard , FERRIER Denise R. LE BASI DELLA BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-17030-9] - Zanichelli
— NELSON David L. , COX Michael M. I PRINCIPI DI BIOCHIMICA DI LEHNINGER - Zanichelli

— GARRETT Reginald H., GRISHAM Charles M. BIOCHIMICA con aspetti molecolari della Biologia
cellulare - Zanichelli

- VOET Donald , VOET Judith G , PRATT Charlotte W FONDAMENTI DI BIOCHIMICA [ISBN 978-
8808-06879-8] - Zanichelli

e E dalla consultazione di svariate risorse in rete, tra le quali:
- Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes http://www.genome.ad.jp/kegg
- Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de,
- Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb,

« Il materiale & stato inoltre rivisto e corretto dalla Prof. Giancarla Orlandini dell’Universita di Parma alla
quale va il mio sentito ringraziamento.

Questo ed altro materiale puo essere reperito a partire da: http://www. gsartor.or:

o Il materiale di questa presentazione & di libero uso per didattica e ricerca e pud essere usato senza
limitazione, purché venga riconosciuto I'autore usando questa frase:
Materiale ottenuto dal Prof. Giorgio Sartor
Universita di Bologna

Giorgio Sartor
Ufficiale: giorgio.sartor@unibo.it
Personale: giorgio.sartor@gmail.com
Aggiornato il 30/01/2020 12:30:08
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