Metabolismo
dei lipidi

| lipidi sono coinvolti nella
produzione e nella
conservazione dell’energia




Particelle lipidiche nei lieviti:

Una volta che i TAG e gli STE sono sintetizzati si QbOSphOIK‘DJQ,
accumulano in organelli noti come particelle lipidiche. <
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Nel S. cerevisiae il 70% del contenuto lipidico totale della cellula si accumula nelle goccioline
lipidiche all’inizio della fase stazionaria. Questi organelli sono importanti per la biosintesi, il
metabolismo, la degradazione e il traffico dei lipidi all’interno della cellula.



Sintesi delle goccioline lipidiche nel lievito e interazione con il RE:

La regione della membrana contenente alcune delle proteine del
metabolismo lipidico (senza domini transmembrana, nel grafico B)
possono essere incorporate nelle particelle lipidiche nascenti. Il RE
contiene tutti gli enzimi che sintetizzano per i TAG (sito principale
di sintesi degli TAG), inoltre contiene la maggior parte degli enzimi
per la sintesi dell'ergosterolo. Solo tre proteine (Erglp, Ergbp e
Erg7p) sono localizzati esclusivamente nelle particelle lipidiche.

| TAG e gli STE di nuova sintesi si accumulano nella regione
idrofobica della membrana a doppio strato fosfolipidico del RE.

La gocciolina di lipidi neutri circondata da un monostrato di
fosfolipide e contenente alcune proteine, si stacca e viene
rilasciata nel citosol.
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Particelle lipidiche nei lieviti

» Tutte le proteine identificate nelle particelle lipidiche e nel RE sono enzimi delle
vie metaboliche dei lipidi.

* |l RE contiene tutti gli enzimi che sintetizzano per i TAG e gli enzimi di sintesi
dell'ergosterolo, solo tre di questi enzimi sono localizzati nelle particelle
lipidiche.

« Un altro ruolo delle particelle lipidiche e il trasporto dell'ergosterolo alla
membrana plasmatica.

 Le particelle lipidiche del lievito possono svolgere un ruolo regolatorio
nell’omeostasi degli steroli attraverso un meccanismo di esterificazione/idrolisi.
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Il catabolismo dei lipidi

| triacilgliceroli sono la principale forma di deposito dell’energia chimica de lipidi e
di fosfoacilgliceroli che sono componenti importanti nelle membrane biologiche.

In entrambi i tipi di composti, il legame tra I'acido grasso e il resto della molecola

puo essere idrolizzato.

O O
| I
CH,OCR CH,OCR
O H,O0 Livasi O o H,0 O
I ipasi I Fosfolipasi | G |
CHOCR RCO™ —= CHOCR
Acidi (
(ﬁ Glicerolo  grassi Glicerilfosforilcolina ﬁ
CH,OCR liberi CHQOIFOCHQCHQNVCH:;):;
Triacilglicerolo l o
Riutilizzo Fosfatidilcolina
0
Ossidazione

La reazione e catalizzata dalle lipasi nel caso dei triacilgliceroli e dalle fosfolipasi
nel caso dei fosfoacilgliceroli )



Il S. cerevisiae ha tre TAG lipasi, (Tgl3, Tgl4 e Tgl5) responsabili della lisi dei TAG
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ACC1: (acetyl-CoA carboxylase)

DGAI1: (diacylglycerol acyltransferase)

PAH1: (phosphatidic acid phosphohydrolase)
GUT2: (glycerol-3-phosphate dehydrogenase)
ARE1: (acyl-CoA: sterol acyltransferase)
TGL3/4/5: (triacylglycerol lipases)
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PXA1: (subunit of peroxisomal ABC-transporter)
POX1: (fatty acyl-CoA oxidase)

FAA2: (fatty acyl-CoA synthetase) F FA

FAS1/2: (fatty acid synthetase) + TGL3
GPT2 and SCT1: (glycerol-3-phosphate acyltransferase genes) .
LOA1, SLC1 and ALE1: (lysophosphatidic acid acyltransferase genes) Peroxisome Glycerol TGL4 .‘

ARE2: (acyl-CoA: sterol acyltransferase)

G3P: glyceraldehyde-3-phosphate TGL5
DHAP: dihydroxyacetone phosphate

Gro-3-P: glycerol-3-phosphate

LPA: Lysophosphatidic acid

PA: Phosphatidic acid

B-Oxidation
POX1

Modificato da: Ferreira et al., Metabolic engineering of

DAG: diacylglycerol Saccharomyces cerevisiae for overproduction of
SE: sterol ester triacylglycerols. Metabolic Engineering Communications 6
TAG: triacylglycerol (2018) 22-27

FFA: free fatty acid 7
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La via di ingresso nella glicolisi del glicerolo
prodotto dalla demolizione
dei triacilgliceroli

Il glicerolo rilasciato dalla lipasi viene fosforilato
dalla glicerolo chinasi e il glicerolo 3 fosfato cosi
prodotto viene ossidato a diidrossiacetone
fosfato.

L'enzima glicolitico triosio fosfato isomerasi
converte questo composto in gliceraldeide 3
fosfato che entra nella via glicolitica.



Trasporto degli acidi grassi nei perossisomi: attivazione nel metabolismo lipidico

. . . . . Citosol
Conversione di un acido grasso in acetil-CoA 5 5
e catalizzata dalla acil-CoA sintetasi e dalla | [Nl _
pirofosfatasi inorganica. L'attivazione avviene O_IT_O_ | —0—1|3—0— Adenosina
in due stadi ed & una reazione esoergonica. 0 0 O ATP
0
L. ) ) L R—F Acido grasso
L'attivazione nel metabolismo lipidico
. . O Lo ione carbossilato viene adenili-
prevede la formazione di un legame _ lato dallATP, per formare un acil-
tioestereo tra il gruppo carbossilico et (D  adenilato e il PP;. Il PP; viene
dell’acid d il ioli del immediatamente idrolizzato a due
ellacido grasso ed il gruppo tiolico de 5 . ———
coenzima A (CoA-SH) o o I
i T /() —P—0—| Adenosina
- O—P—0—P—0 + \ (|) Acil-adenilato
| B | B r \ (legato all’enzima)
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,. i _e. ! O zzato 4 i’ Pirofosfato CoA-SH Il gruppo tiolico del coenzima A
I'idrolisi di due Iegam| ik &@ attacca l'acil-adenilato
. pirofosfatasi ntetas (un’anidride mista), spiazzando
fOSfa.'tO ad ) alta .energla oA e AMP e formando l'acil-CoA, un
fornisce  l'energia per tioestere
7 . . ) .
I’attivazione dell’acido oP, R—C\ Acil-CoA
grasso ed e equivalente a . S-CoA |

2 ATP AG'® = —19 kJ/mole

AG'® = —15 kJ/mole
(per il processo a due tappe)



Acil-CoA sintetasi nel lievito

Le acil-CoA sintetasi (ACS) sono una famiglia di enzimi che
catalizzano la tioesterificazione degli acidi grassi con |l
coenzima A per formare intermedi attivati.

Svolge un ruolo fondamentale nell'lomeostasi e nel
metabolismo lipidico.

Metabolismo: (1) Limportazione e |'attivazione esogena di
acidi grassi liberi (FFA); (2) Turnover delle catene laterali
lipidiche di membrana; (3) Sintesi ex novo dei lipidi; (4) Dopo
I'idrolisi di triacilgliceridi; (5) Gli acidi grassi attivati vengono
utilizzati come substrati per la sintesi lipidica; (6) nella B-
ossidazione nei perossisomi per la produzione di energia nel
mitocondrio.

Trascrizione: (1) la repressione di geni; (2) induzione dei geni
perossisomiali richiesti per B-ossidazione.

Acilazione: |'acil-CoA e richiesto per I'acilazione proteica con
miristato o palmitato. Le proteine acilate sono coinvolte nel
(1) traffico vescicolare e nella biosintesi degli organelli e (2)
nel segnale di trasduzione.

Yeast acyl-CoA synthetases at the crossroads of fatty acid metabolism
and regulation. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and Cell
Biology of Lipids Volume 1771, Issue 3, March 2007, Pages 286-298
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ATP

>AMP

Gli

perossisomi dei lieviti

acidi grassi vengono importati nel

perossisoma attraverso due percorsi:

a)

b)

Il trasportatore Pxalp/Pxa2p con attivita
tioesterasica che scinde il CoA dall’acido
grasso e lo rilascia nel lume del
perossisoma. Gli acidi grassi a catena
media vengono trasportati tramite Ia
proteina Pex11.

Gli acidi grassi liberi vengono importati
indipendentemente dal trasportatore
Pxal/2p e gli esteri di CoA si formano nel
perossisoma tramite |'azione dell'acil-CoA
sintetasi (Faa2p).

SCFA= acido grasso a catene corta

MCFA= acido grasso a catena media
LCFA= acido grasso a catena lunga

Modificato da: Carlo W. T. van Roermund, Lodewijk lIst, Alison Baker, Ronald J. A. Wanders,Freddie L. Theodoulou and Hans

R. Waterham. The Saccharomyces cerevisiae ABC subfamily D transporter Pxal/Pxa2p co-imports CoASH into the peroxisome. 1 1
FEBS Letters 595(2021) 763-772-2020.



La B-ossidazione degli acidi grassi

Prima fase

Gli acidi grassi vanno incontro al distacco
ossidativo di unita bicarboniose nella forma di
acetil-CoA, iniziando dall’estremita carbossilica
della catena idrocarburica.

Seconda fase

L'unita acetilica dell’acetil-CoA viene ossidata a
CO, nel ciclo dell’acido citrico localizzato nella
matrice dei mitocondri, le prime fasi della -
ossidazione degli acidi grassi riducono i
trasportatori di elettroni NAD* e FAD*a NADH e
FADH,

Terza fase

| coenzimi donano alla catena respiratoria dei
mitocondri gli elettroni che hanno ricevuto;
attraverso questa via gli elettroni arrivano
all’O, con la concomitante fosforilazione di ADP
in ATP.

Fase 1 Fase 2

B Ossidazione

» | 8 Acetil-CoA

Ciclo
dell’acido citrico

16 COs

Fase 3 ‘

NADH, FADH, |

e

v

1
2HY +5 0,
Catena respiratoria f

(trasferimento '\
degli eletironi) Hy0

VR

ADP + Pj ATP
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1) L'acil-CoA e ossidato ad un acil-CoA a,
B insaturo (chiamato anche 3 enoil-CoA)
Questa reazione e catalizzata da un acil-
CoA deidrogenasi FAD dipendente

2) l'acil -CoA insaturo e idratato per
produrre un [-idrossiacil-CoA. Questa
reazione e catalizzata dall’enzima enoil-
CoA idratasi

3) Una seconda reazione di ossidazione
e catalizzata dalla B-idrossiacil-CoA
deidrogenasi un enzima NAD
dipendente. Il prodotto e wun J-
chetoacil-CoA

4) I'enzima tiolasi catalizza la scissione
del B-chetoacil-CoA, la reazione richiede
una molecola di CoA. | prodotti sono
acetil-CoA ed un acil-CoA piu corto di
due atomi di carbonio rispetto alla
molecola originariamente entrata nel
ciclo della B-ossidazione

La B-ossidazione degli acidi grassi saturi consiste in
un ciclo di 4 reazioni enzimatiche e inizia a partire
dall’estremita carbossilica
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Carbonio B Carbonio «
(carbonio 3) (carbonio 2)

ddog
CH3 = (CHQ)X—Cl'lz' cH2_ C-S-CoA
3 2 1
Acil-CoA
Acil-CoA
deidrogenasi FAD
(una famiglia
di enzimi
specifici per
la lunghezza FADH,
delle catene)
0]

"
CHa- (CH,),~-CH=CH-C-S- CoA

trans-2-enoil-CoA

2,3-enoil-CoA
idratasi

H,0

«——

i N
CH3- (CH,),~CH-CH,-C-S-CoA
3-idrossiacil-CoA
: o NAD*
3-idrossiacil-
CoA deidrogenasi
NADH + H*

S

. n
CHz- (CH,),-€C-CH,-C-S-CoA
3-chetoacil-CoA

3-chetoacil-CoA CoA
tiolasi
2 S
CH4(CH,),-€-S-CoA + CH3-C-S-CoA
Acil-CoA Acetil-CoA

Cia — Acetil-CoA
Cra —> Acetil-CoA
Cio — Acetil-CoA
Cs —> Acetil-CoA
Cq —> Acetil-CoA
Gy — Acelil-CoA

Acelil-CoA

Resa di ATP durante l'ossidazione
del Palmitato (C16) a CO, e H,O

Enzima che catalizza la
tappa ossidativa

Numero di molecole di
NADH o FADH, formate

Numero di molecole di ATP
prodotte?

PB-ossidazlone
Acil-CoA deidrogenasi

[B-idrossiacil-CoA
deidrogenasi

Ciclo dell’acido citrico
Isocitrato deidrogenasi

do—chetoglutarato
deidrogenasi

Succinil-CoA sintetasi
Succinato deidrogenasi
Malato deidrogenasi

Totale

7 FADH2

7 NADH

8 NADH

8 NADH

8 FADH,

8 NADH

10,5

17,5

20

20

Sh
12
20

108

@ valori calcolati considerando 1,5 molecole di ATP per ogni FADH2 ossidato e 2,5 per

ogni NADH ossidato

bil GTP che si forma produrra 1 molecola di ATP

14



'Numero degli atomi 7 FADH,, ciascuno dei quali fornisce | | 7 NADH, ciascuno dei quali fornisce | | Ciascuna molecola di
di carbonio contenuti| | 1,5 molecole di ATP quando viene 2,5 molecole di ATP quando viene [| acetil-CoA fornisce 10 ATP
negli intermedi della riossidato dal CoQ della catena riossidato dal Complesso | della quando viene convertita in
B-ossidazione di trasporto degli elettroni: catena di trasporto degli elettroni: CO, e H,0 da parte del ciclo
; resa = 10,5 ATP resa = 17,5 ATP dei TCA: resa = 80 ATP
g Cccecccecececececccecceccecce . <
FADH, 10 ATP
> NADH
Cia + CC
FADH, 10 ATP
NADH
Ci2 + CC
FADH, 10 ATP
NADH
Cio + CC
FADH, 10 ATP
NADH
Cg + CC
FADH, 10 ATP
> NADH
(@]
Co | R-cHy-cH,-&-s-Con cccccc +cC
l‘»FADHZ FADH, 10 ATP
o NADH
c: R-CH=CH-C-S-CoA cccc +cCC
f—ho FADH, 10 ATP
OH = NADH
C, R-CH - CH,-&-S-CoA (o CI + CC
lh, NADH 10 ATP
o o 7 FADH, 7 NADH
R-C=CH,-C-S-CoA
l/— Con =Tee Acetil-CoA
S Q @ ATP 17,5 ATP 80 AIP/
R-C-S-CoA + CHz-C-S-CoA —
Acetil-CoA 108 ATP - 2 ATP* = 106 ATP

Riassunto dell’'energia che si ottiene dall'ossidazione del palmitoil coenzima A (CoA; 16 atomi di carbonio)
[nota: *|'attivazione del palmitato a palmitoil-CoA richiede l'equivalente di 2 ATP (ATP — AMP + PP]]]. FADH, = flavina adenina
dinucleotide ridotto; NADH = nicotinammide adenina dinucleotide ridotto; TCA = acidi tricarbossilici; CoQ = coenzima Q;
CO, =diossido di carbonio.
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Ossidazione degli acidi grassi monoinsaturi

La conversione di un acido grasso
monoinsaturo in acetil-CoA richiede una
isomerizzazione cis-trans

U'enzima [|'enoli-CoA idratasi riconosce
solo doppi legami trans. Nell’'acido oleico
il doppio legame cis e tra gli atomi di
carbonio 9 e 10.

Una cis-trans isomerasi produce un
doppio legame trans tra gli atomi di
carbonio 2 e 3 a partire dal doppio
legame cis tra gli atomi di carbonio 3 e 4.

Da questo punto in poi l'acido grasso e
metabolizzato alla stesa maniera degli
acidi grassi saturi

Oleil-CoA

[3 ossidazione
(fre cicli) ) o
> 3 Acetil-CoA

H H 0
(i
< C
S-CoA
cis-A3-
Dodecenil-CoA
A% A’-enoil-CoA isomerasi
O
N\N\J\/(‘/y
12 N J\S—CO:"\
H

trans-A>-
Dodecenil-CoA
[3 ossidazione
(cinque cicli)

6 Acetil-CoA

B-ossidazione dell’acido oleico



Sistema navetta della carnitina aciltrasferasi
in Saccharomyces cerevisiae

Nella prima via, nel perossisoma, |'acetil-CoA entra nel ciclo del gliossilato, dove produce succinato che,
successivamente viene trasportato ai mitocondri, probabilmente tramite una proteina decarbossilata, Acrlp.

Nella seconda via, il sistema navetta della
carnitina, prevede il trasferimento
dell'acetil-CoA alla carnitina, reazione
catalizzata dalla carnitina acetiltrasferasi
(CAT) del perossisoma.

L'acetilcarnitina  viene trasportata al
mitocondrio attraverso la carnitina acetil-
carnitina traslocasi (Crclp).

La CAT mitocondriale catalizza la reazione
inversa per formare carnitina e acetil-CoA,
dove quest’ultimo entrera nel ciclo di
Krebs (TCA).

*I\ll(CH3)] . *N(CH,),
$H2 Acetil-CoA CoA-SH CH, (")
H—C—OH » H—C—0-C-CH,
%Hz CAT (lez
COO CO0~

Carnitina Acetil-carnitina

e Ethanol/
CER bR o Xebrrhuycted)
Acetyl-CoA Ethanoll

% B-oxidation

Acetyl-CoA + Carnitine *T— = Acetylc

|

CoA-SH + Acetylcarnitine

Cit2p,

Succinate TC A

Ciclo del gliossilato /

>

Peroxisome Mrtochondnum

Yat2)

Il S. cerevisiae contiene tutti i componenti per questo sistema
navetta ma non puo sintetizzare la carnitina e l'uso di questo
sistema navetta richiede I'aggiunta di carnitina al mezzo.

Carnitine and carnitine acetyltransferases in the yeast Saccharomyces cerevisiae: a role for carnitine in stress protection. Current Genetics volume 53, 17
Article number: 347 (2008)



Metabolismo degli acidi grassi saturi ed esportazione dell’acetil-CoA generato dalla
B-ossidazione nei perossisomi del Saccharomyces cerevisiae

SCFAs or MCFAs LCFAs Glucose
‘ I FAAT™ P FAA4 l
Long-chain acyl-CoA
PEXTiqy - Y G-6-P
PXA1 PXA2 | .
(Glycolysis)
Acil-CoA sintasi SCFAs or MCFAs I
I 00
FAA2 (Y aTP 1 | Carnitine «——
Short/Medium-chain Long-chain v MPC PDH
acyl-CoA acyl-CoA Pyruvate —» Pyruvate Acetyl-CoA
ﬁ-jrvPT ; j ADP 02 FAD Etanolo<—Aceta;Ide?3e
ATP FOX1
ADP Lo | ——» Oxaloacetate
1/2024H20 202 FADH2 Acei:ato
e trans-2-Enoyl-CoA Y 5 CiT1
e o Acetyl-CoA Malate Citrate -
FOX?2 -Ay roxyacy 0 Krebs
NAD Oxaloacetate : .
3-Ketoacyl-CoA Malate . U Succinate ?;gzti
FOX3 Xaloacelaie Citrate
R Oxaloacetate MLS Oxal et Ketoglutarate IDH2
Acyl-CoA + | Acetyl-CoA OIT2 DAL
o amiine—] . ¥ © gnyiate Glyoxylate Acetylcamitine ——/
CoASH CATZ2  Citrate ICL1 Citrate 4 CRCT
Acetylcamitine Y"COT Ketoglutarate T
Carnitinec\  crc7 socitrate Succinate
Peroxisome )\» Acetylcarnitine Cytosol

Carnitine~  HNM1

Qian Zhang et al.; Metabolism and strategies for enhanced supply of acetyl-
CoA in Saccharomyces cerevisiae. Bioresource Technology 342 (2021) 125978
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Il malonil-CoA si forma dall’acetil-CoA e dal bicarbonato

Reazione dell’acetil-CoA carbossilasi: la reazione dell’acetil-CoA carbossilasi produce
malonil-CoA per la sintesi degli acidi grassi.

La acetil CoA carbossilasi & costituita da tre proteine: la biotina carbossilasi (gruppo
prostetico), la proteina trasportatrice di biotina e la transcarbossilasi.

O
|

Biotina
HC—C—38—CoA + AIP + HCO4~
. Mn2+
Acetil-CoA
@)

"00C—CH,—C—S—CoA + ADP + P + H'
Malonil-CoA

La reazione dall’acetil-CoA carbossilasi e la tappa che
controlla |a biosintesi



La reazione dell’acetil-CoA carbossilasi

L'aceti CoA carbossilasi ha tre domini funzionali:

* La proteina trasportatrice della biotina,

* La biotina carbossilasi, che attiva il CO, legandolo
a uno degli atomi di azoto dell'anello della
biotina in una reazione dipendente dall’ATP,

* La transcarbossilasi, che trasferisce il CO, attivato
dalla biotina all’acetil-CoA con formazione di
malonil CoA.

Parte della proteina trasportatrice della biotina e |l
lungo braccio flessibile della biotina ruotano, per
trasportare il CO, attivato dal sito attivo della
biotina  carbossilasi al sito attivo  della
transcarbossilasi.

0]
I
C

T Braccio
AN
OH HN" 'NH della

O=(i biotina

Proteina
trasportatrice
della
biotina

o) c=0
7

S
l Catena laterale della Lys
o=c{
NH
Biotina carbossilasi é Transcarbossilasi

Transcarbossilasi

Proteina
trasportatrice
della
biotina

Biotina carbossilasi

Proteina
trasportatrice
della
biotina

Biotina carbossilasi é

Proteina
trasportatrice
della
biotina



Gli acidi grassi vengono sintetizzati mediante una 0 0
sequenza di reazioni ripetute o

Le catene carboniose degli acidi grassi vengono assemblate ﬁm?
nel citosol mediante una sequenza di quattro tappe che si o
ripetono, catalizzate da un sistema multienzimatico, I'acido oG |
grasso sintasi. Ciascun gruppo malonilico e acetilico e & é
attivato come tioestere legato all’enzima: k —

(2}
1. la condensazione di un gruppo acilico attivato e di una S

frammento a due atomi di carbonio derivato dal cHy—C— SR

. . . . . OH
malonil-CoA con eliminazione di CO, dal gruppo é
malonilico, allunga la catena acilica di due atomi di i o
carbonio. L

H o)
CH;—C=C—C—S
2. il gruppo B-chetonico viene ridotto ad alcol o %
L
3. leliminazione di H,O crea un doppio legame kNADpH
riduzione (4]
NADP

4. il doppio legame viene ridotto per formare il 0
corrispondete gruppo acilico saturo.




Struttura dell’acido grasso sintasil e Il (FAS | e Il) La proteina trasportatrice
di acili (ACP)

Catena laterale
della Ser C|3H2

OO

Type I FAS

Type 11 FAS

Acido
pantotenico |
HN 4'-Fosfo-

| panteteina

| differenti siti che hanno attivita enzimatica sono: 3-chetoacil-CoA |
sintasi (KS), malonil/acetil-CoA-ACP trasferasi (MAT), B-idrossiacil- B C=0
ACP deidratasi (DH), enoil-ACP reduttasi (ER) e B-chetoacil-ACP HI\|]

reduttasi (). UACP é la proteina trasportatrice di acili. CH,

I gruppi malonilici |
sono esterificati SH
al gruppo —SH.

Shiou-Chuan (Sheryl) Tsai and Brian Douglas Ames. Structural Enzymology 23
Of Polyketide Synthases. Methods Enzymol. 2009 ; 459: 17-47



La sintesi di palmitato

CH, —CO0O™ CH; - CH, CH,
I | CH, —COO" | |
| =0 CH, | CH, CH,
CH;, | I C=0 I I
S CH, | CH,, . CH,,
=0 | S | CH, —COO |
C= CH: M CHy
S 4H " | | C=0 |
| + S 4H" CHy, | CH,,
B) BB Sk |
. O ) ) ) 4e C=0 CH,
$**+ NN I I
: Y — —>—> 8 4H" CH,,
. cO | + |
Acido grasso 2 Co. O ) ) 4o C=0
sintasi e s |
|

(IJHQ —CO0" |

wn—C0Ca

=0

.
o ()

La catena dell’acido grasso cresce di due atomi di carbonio per
volta, donati dal malonato attivato, con perdita di una
molecola di CO,. Dopo I'aggiunta di ogni unita bicarboniosa,
due reazioni di riduzione convertono la catena nascente in
acido grasso saturo con 4, 6, 8, e cosi via atomi di carbonio. |l
prodotto finale e il palmitato (16:0)

Il gruppo acetilico iniziale e in giallo; il C-1 e il C-2 del malonato sono
in rosa e il carbonio rilasciato sotto forma di CO, & in verde.

altre |

quattro CH,
addizioni |

Palmitato
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Enoll-ACF
.. B-Chatcacl-ACF
ER | \\ rachittasi
KR
Bldrceziacl-ACF ( [JH 4 rap
delidratas) I.: e’ "ACF

‘ —
B-Chetoacil-ACF HS .

sintasi KS " SH
MAT

Malorilfacetl]-CoA-ACF
0 trazferazi

./'
CHz —C.
SCoA Coa-SH
Acetil-Col

- i
-
LN 7 gl
B—CHy—C_ 7 ®
o S-CoA L Ricarica dell' ACP
CoASH con un altro gruppo
o malonilico (MAT})

p '/_—_H""\
A ER'f |c lesso dell
-0 A KR omplesso della
Malonil-Cos o |l, DH - \ J sintasi deghi scidi
O

grassi caricato con un
gruppo acetilico & un
gruppo malonilico

B-Chetobutirril-ACP ’f ER f
o

@ NADPH + H*
Riduzione del NADP*
B-cheto gruppo (KR}

B-ldrossibutivril-ACP

h Sintesi di un acido grasso

Traslocazione

del gruppo butirrilico
alla Cys della
B-chetoacil- ACP-
sintasi (K5)

Butirril- ACP

NADPT @
Riduzione
del doppio

+
NADFH + H legame (ER)
I

trans-A~ Butenoil- ACP

j

Deidratazione {DH}

1)

2)

3)

4)

Tappa di condensazione: coinvolge i
gruppi acetilici e malonilici attivati con
formazione di acetoacetil-ACP, allo stesso
tempo si libera una molecola di CO,.
reazione catalizzata dalla 3- chetoacil-ACP-
sintasi (KS).

Tappa di riduzione del gruppo carbonilico:
I'acetoacetil-ACP formato nella tappa di
condensazione subisce la riduzione del
suo gruppo carbonilico presente sul C3
trasformandosi in D-B-idrossibutirril-ACP.
Questa reazione € catalizzata dalla b
chetoacil-ACP reduttasi (KR) e il donatore
di elettroni e il NADPH.

Tappa di deidratazione: dagli atomi di
carbonio C2, e C3 del D-bidrossibutirril-
ACP viene rimossa una molecola di H,0
per formare un doppio legame nel
prodotto, il trans A? butenoil-ACP.
LUenzima che catalizza questa reazione € la
B-idrossiacil-ACP deidratasi (DH).

Tappa di riduzione del doppio legame: il
doppio legame del trans A? butenoil-ACP
viene ridotto producendo butirril-ACP da
parte della enoil-ACP reduttasi (ER) anche
qui il donatore e il NADPH. 25



(0]

|
CHs —CHy —CHs —C—S

Gruppo butirrilico

0 0
\C*-("H —(/
e
O S-CoA

Malonil-CoA
CoA-SH

N\ H (C*) S
G CHo — G5—S
sy ’
0]

CH3 —CHy —CHz — C7=S
| b

condensazione ('302

—CHy —CHy

-Chetoacil-ACP

—CHg

Le reazioni dell’acido grasso sintasi si ripetono fino alla
formazione del palmitato

Per la sintesi del palmitato sono necessari sette cicli di
reazione di condensazione e di riduzione:

8 Acetil-CoA + 7 ATP + 14 NADPH + 14 H* - palmitato
+8 CoA+7 ADP + 7 P, +14 NADP* + 6 H,O

La biosintesi di acidi grassi richiede acetil-CoA e un
rifornimento di energia chimica in due forme: il
potenziale di trasferimento del gruppo dell’ATP e il
potere riducente del NADPH.

LATP e necessario per legare il CO, all’acetil-CoA e
produrre malonil-CoA,;

I NADPH e necessario per ridurre il gruppo [3-
chetonico e i doppi legami.

(>

26



Produzione di NADPH: esistono due diverse vie per la
produzione di NADPH.

* una via tramite la via del pentosio fosfato (a)

* |'altra via catalizzata dal enzima malico (b)

NADP* NADP*
NADPH + H' NADPH + H
Glucosio i R N P . Ribulosio
6-fosfato via del pentosio fosfato 5-fosfato
(a)
C|OO - NADP' NADPH + H* COO~
CHOH \ / (Ij:Q
| = = + CO
CH» enzima malico C|:H3 2
|
COO~
Malato Piruvato

(b)



A exogenous fatty acid B

uptake
* SCoAVWAC—CH,
) ioid acetyl-CoA
protein ; f fatt . ' ipi
turnover ree fatty acid ‘U’”O"e’ * acetyl-CoA carboxylase (ACC)
} H 0 :
protein steryl esters " "
acylaon ¥ | 2%YI-CoA i SCoAvw~C—R SCoAY™ C—— CH,— COOH
/ phospholipids acetyl-CoA (acyl-CoA) malonyl-CoA
degradation Slongation O *
desaturati
de novo FA synthesis h;;z;‘;f; t'i‘z; 3-ketoacyl synthase (KS)
o
Gli acidi grassi sono essenziali per |l SCOA/ACP W~ C——CH,—C—R
. . . 3-ketoacyl-ACP/CoA
metabolismo del Saccharomyces cerevisiae.
* 3-ketoacyl reductase (KR)
o . . . . 0 OH
Il lievito non si nutre di acidi grassi ma utilizza I |
la sintesi endogena dei lipidi per le funzioni SCoA/ACP WA G ——CH, —C—R

. . 3-hydroxyacyl-ACP/CoA
cellulari e la crescita. YRR

Per la sintesi impiega quantita sostanziali di
metaboliti come I'acetil-CoA, I’ATP e il NADPH. ‘|3| 'i'

b enoyl dehydratase (DH)

SCOA/ACP YW\ C—C=——C—R
Quasi tutti gli organelli cellulari sono coinvolti 2:3-trans-enoyl-ACP/CoA J{
nel metabolismo degli acidi grassi. La sintesi B
puo essere mitocondriale e citoplasmatica o H
mentre l'allungamento fino a 26 C avviene nel SCONACPMC—CHZ—CI}—F{
RE. aCYl Gy 2)"ACP/COA
H

(A) Schematic representation of fatty acid metabolism. (B) reaction schemes of fatty acid synthesis and elongation. 28



Localizzazione subcellulare del metabolismo lipidico

Cellule animali, cellule di lievito

* Non vi e ossidazione
degli acidi grassi

* Ossidazione degli acidi grassi

* Sintesi dei corpi chetonici

* Allungamento degli acidi grassi

Citosol

* Produzione di NADPH
(via del pentosio fosfato; enzima malico)
* Rapporto [NADPH]/[NADP" ] elevato
* Sintesi di isoprenoidi e di steroli (prime tappe)
* Sintesi degli acidi grassi

Localizzazione subcellulare del metabolismo lipidi-
co. Le cellule del lievito e degli animali differiscono da quelle delle
piante superiori per la diversa compartimentazione del metaboli-
smo lipidico. La sintesi degli acidi grassi awiene nel compartimen-

Mitocondri

* Produzione di acetil-CoA

Reticolo endoplasmatico
* Sintesi dei fosfolipidi

* Sintesi degli steroli (tappe finali)
* Allungamento degli acidi grassi
* Insaturazione degli acidi grassi

Cellule vegetali

Cloroplasti Perossisomi
* Produzione di NADPH * Ossidazione degli acidi grassi
e di ATP (che produce H,05)

* Rapporto [NADPH]/[NADP"] = Catalasi, perossidasi:
elevato H,0, — H,0
» Sintesi degli acidi grassi

to in cui € disponibile la quantita maggiore di NADPH necessario
per le sintesi riduttive (cioé dove il rapporto [NADPH]/[NADP*] &
elevato): si tratta del citosol negli animali e nel lievito e dei cloropla-
sti nelle piante. | processi in rosso sono trattati in questo capitolo.
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Y. lipolytica

Gluc-6P
Acll/Acl2 q
! Acetyl-CoA |«—— | Citrate Citrate
t — -
° f
o1 '
%‘; ! | Fatty acid — :‘(i.»’:
i biosynthesis | Acel-CoA Y
A\
D *| Acelate & Acetyl-CoA
Pyruvate =+ S. cerevisiae
Cyt

Nel S. cerevisiae, l|'acetil-CoA citoplasmatico € generato

dall'azione dell'acetil-CoA sintasi (Acs1) sull’acetato derivato Pyruvate | — acetaldehyde «— ethanol

. e . : . . (PDC) (ALDH)
dal piruvato. Nei lieviti oleosi, |'acetil-CoA citoplasmatico e
generato dall'azione dell'ATP:citrato liasi (Acl1/Acl2) sul (ALD)
citrato proveniente dai mitocondri, viene scisso da tale - cotate
enzima in ossalacetato e acetil-CoA.
(Acs2)
Il S. cerevisiae ha due enzimi acetil-CoA sintasi (ACS1 e 2) entrambi sono soggetti (Acs1)

a regolazione diversa: in presenza di alte concentrazioni di glucosio, I'ACS2  Acetyl CoA
diventa essenziale mentre I'ACS1 e represso. L'Acs1 ha un'affinita maggiore per

I'acetato ed e principalmente coinvolto nel ciclo del gliossilato.
Cytosol

30

Stylianos Fakas. Lipid biosynthesis in yeasts: A comparison of the lipid biosynthetic pathway between the model nonoleaginous yeast Saccharomyces cerevisiae and the
model oleaginous yeast Yarrowia lipolytica. Eng. Life Sci. 2017, 17, 292-302



Il sistema navetta per il trasporto dei
gruppi acetilici dai mitocondri al citosol

Membrana Membrana
interna esterna

Matrice )
mitocondriale - 5
AN )
Lo A
Trasportatore f“"/\ ~_—

del citrato

. W )
CoA-SH Girato NGE = R8"

citrato

Acetil-CoA sintasi
(fonti )
molteplici) .
Ossalacetato ~ «
NADH +H* C
malato »
deidrogenasi <

NAD*
Malato ~

piruvato N

carbossilasi S

~ <
R 2L

N o ‘
Trasportatores ™~ ! >— \
p N\ ~

malato- ’
a-chetoglutarato =~ \// /

Piruvato

Trasportatore ””"7/'"7 T
del piruvato Cao=

Citrato

Citosol

CoA-SH

Sintesi
Alk degli acidi grassi

ADP +P, f

Acetil-CoA

citrato
liasi

Ossalacetato

NADH +H*
malato
deidrogenasi
NAD*
Malato
I
/
/
/
/
/
7
# NADP*
7/ enzima
malico
NADPH + H*

co,

Piruvato

| gruppi acetilici escono dai
mitocondri sotto forma di citrato;
viene recuperato |'acetil-CoA per la
sintesi degli acidi grassi.

Il citrato passa nel -citoplasma
attraversando la membrana
mitocondriale interna mediante il
trasportatore del citrato, nel citosol
il citrato viene scisso dalla citrato
liasi ATP-dipendente (ATP:Citrato-
liasi), che rigenera [lacetil CoA,
qguesta reazione e  favorita
dall’energia fornita dall’ATP
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Gli PUFA sono necessari affinché il
lievito, in condizioni anaerobiche,
mantenga l'integrita della membrana e si
adatti bene ai vari momenti di stress
ambientali durante la fermentazione del
vino.

Il palmitato (16:0) e il precursore dello
stearato e degli altri acidi grassi saturi a
catena piu lunga, come pure degli acidi
monoinsaturi palmitoleato 16:1 (A9) e
oleato 18:1 A9).

La formazione di PUFA richiede
I'espressione di enzimi per introdurre un
doppio legame (es. A6-/A12-desaturasi)
ed enzimi per allungamento della catena
(elongasi).

La desaturasi A6 aumenta il livello
dell’acido y-linolenico (18:3w6), mentre la
desaturasi A12 produce acidi grassi w6
come l'acido linoleico (18:2) e l'acido
esadecadienoico (16:2).

Vie di sintesi degli acidi grassi insaturi (PUPA) e
dei loro derivati

palmitic acid 16:0

elongase /

steric acid 18:0 palmitoleic 16:1w9

1 wA
oleic acid 18:1w9 Longer satured

(fatty acid)
/ A12_desaturase

lAg-desatu rase

w3 fatty acids

wb fatty acids  w3-desaturase

a-linolenic acid 18:3w3
hexadecatrienoic acid 16:3w3

linoleic acid 18:2w6
hexadecadienoic acid 16:2w6
AS._desaturase l
A 4

y- linolenic acid 18:3w6 stearidonic acid 18:4w3

elongase l

\ 4
dihomo-y-linolenic acid 20:3w6
l AS-desaturase l

arachidonic acid 20:4w6

eicosatetraenoic acid 20:4w3

eicosapentaenoic acid 20:5w3

Chemler et al., Biosynthesis of isoprenoids, polyunsaturated fatty acids andflavonoids in 32
Saccharomyces cerevisiae. Microbial Cell Factories 2006, 5:20 doi:10.1186/1475-2859-5-20



Le desaturasi:

5 + 2H™ + y
CH3—(CHp), —CHy—CH,—(CHy), —C
. S-CoA

Acil-CoA 2 Cit be Cit bs reduttasi NADPH
saturo (Fe?™) (FAD)

acil-CoA + H*

desaturasi
2 Citbs ™ Cit bg reduttasi NADP"

2H,0 + /o (Fe3) (FADH,)
CH3—(CHy),—CH=CH—(CH,), —C_
Acil-CoA 5-CoA Queste reazioni avvengono sulla faccia rivolta
monoinsaturo verso il lume della membrana del RE liscio.

Le desaturasi, sono accoppiate a un donatore di elettroni (rispettivamente ferridossina nei
cloroplasti e citocromo b5 nel reticolo endoplasmatico) il quale, dopo essere stato ridotto da
NADPH/NADH ossidoriduttasi, collabora nella reazione di ossidoriduzione dove viene creato il
doppio legame. Per formare il doppio legame, il donatore di elettroni, dopo essere stato
ridotto da una reduttasi con l'utilizzo di NADH/NADPH, si ossida nuovamente cedendo due
elettroni alla desaturasi. Lenzima viene attivato e induce una nuova ossidoriduzione con cui si
crea il doppio legame sulla catena carboniosa dell’acido grasso. Lenzima, ossidandosi
nuovamente, distacca 2 atomi di idrogeno, nella posizione in cui si forma il doppio legame, e li
utilizza per ridurre una molecola di O, ad H,O insieme ai due elettroni acquistati
precedentemente.

Le desaturasi maggiormente attive, agiscono su catene a 18 atomi di carbonio, inserendo doppi
legami nelle posizioni A9, A12 e A15 della catena acilica, per produrre rispettivamente acido

oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e acido linolenico (C18:3).
33



Nelle piante l'oleato e prodotto da una
stearil-ACP  desaturasi localizzata nello
stroma dei cloroplasti, usa come donatore di
elettroni la ferredossina ridotta.

Le desaturasi ossidano |'oleato legato alla
fosfatilcolina formando acidi grassi
polinsaturi.

0]
||1 9 18
HC—O R e e
1
H,C—0—P—0—CH,—CH,—N(CH2)5
(|) Fosfatidilcolina contenente
oleato, 18:1(A%)
desaturasi l
1
L e VAT AT ATAYAY R
O
I, 9 12
HC—O0—C - —
18
0
H,C —0—P—0—CH,—CH,—N(CH,);
é Fosfatidilcolina contenente
linoleato, 18:2(A%12)
desaturasi l
1
O
||1 9 12 15 18
A VA VAV R Van Van Vo
1
H,C—0—P—0—CH,—CH,—N(CH2)s
(1) Fosfatidilcolina contenente

a-linolenato, 18:3(A%1215)
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| trigliceridi vengono prodotti a partire dall’acil-CoA
e il glicerolo 3-fosfato mediante una serie di
reazioni enzimatiche.

La prima fase della biosintesi € l'acilazione dei
gruppi OH liberi del glicerolo 3-P con due molecole
di acil-CoA per generare il diacilglicerolo 3-P (acido
fosfatidico, PA). Tale acido viene idrolizzato dalla
fosfatidato fosfatasi per formare un 1,2
diacilglicerolo. | diacilgliceroli possono essere
convertiti in triacilgliceroli per transterificazione con
una terza molecola di acil-CoA.

Il diidrossiacetone-P (DHAP) viene acilato in
posizione 1 dalla DHAP aciltransferasi (DHAPAT) e il
prodotto formato, 1-acil-DHAP, e ridotto dall’acil-

c‘:HE—OH
HO—C—H =0
| i

CH;—0—PO,*

CH;—OH

CH;—O0—PO,*

Acyl-CoA Acyl-CoA
CoA CoA
i i
CH—0—C—R CHY—0—C—R
| ) |

HO— C—H < c=—o

| NADP €——— NADPH \
CH;—0—PO*> ) CH;y—0—pP0O,”

1-Acyl-DHAP
Acyl-CoA

Q

I
¢ 0 CH;—0—C—H1
o) | |

Phospholipids

Saccharomyces cerevisiae. AGAT 1-acyl-glycerol-3-phosphate ac- o CH—O— GC— R
yltransferase, ADR 1-acyl-dihydroxyacetone-phosphate reductase, [ I [ *

DAG diacylglycerol, DAG kinase diacylglycerol kinase, DAGAT
diacylglycerol acyltransferase, DHAPAT dihydroxyacetone-phos-
phate acyltransferase, DHAP dihydroxyacetone-phosphate, /-acyl-
DHAP 1-acyl-dihydroxyacetone-phosphate, GAT glycerol-3-phos-
phate acyltransferase, G-3-P glycerol-3-phosphate, LPA lyso-
phosphatidic acid, PA phosphatidic acid, PAP phosphatidate

DHAP reduttasi (ADR) per produrre LPA (acido SoTros
lisofosafatidico), che viene ulteriormente acilato in w
PA dall’acil glicerolo 3-P aciltransferasi (AGAT). o
(o)
ATP
Fig. 1 Pathways for phosphatidic acid (PA) synthesis in the yeast (HJ (I?

phosphatase, TAG triacylglycerol, TAG lipase triacylglycerol
lipase. Metabolites are enclosed in rectangles, enzymes in ellipses.

D. Sorger, G. Daum. Triacylglycerol biosynthesis in
yeast. Appl Microbiol Biotechnol (2003) 61:289—
299 DOI 10.1007/s00253-002-1212-4 35



* Nella via che porta alla
formazione di triacilgliceroli, il
fosfatidato viene idrolizzato dalla
fosfatidato fosfatasi per formare
un 1,2 diacilglicerolo.

* | diacilglicerolo possono essere
convertiti in triacilgliceroli per
transesterificazione con una terza
molecola di acil-CoA.

aciltrasferasi

O

H,C—O—C—R!
(@)
I
H%—O~C~W
HQC_OH
1,2-Diacilglicerolo

\
H,C—O0—C—R!

()

Il
HC—O—C—R?

i
H,C—0—C—R3

Triacilglicerolo

(@)
I
P—
|
O
fosfatidato
fosfatasi
(lipina)

—R2  Acido fosfatidico

attacco
della testa polare

(serina, colina,
etanolammina ecc.)

O

|
H,C—O0—C—R!

O

I
HC—O—C—R?

i
WC—O—F—OA

@)
Glicerofosfolipide

Testa
polare
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Riassunto della sintesi dei TAG:

Questa via parte dal glicerolo 3-
fosfato e comprende quattro
reazioni in cui avviene |'addizione,
in successione, di due molecole di

acidi grassi fornite da due acil-CoA,

I’eliminazione del gruppo fosfato e
I'aggiunta del terzo acido grasso.

CH,O0H
HO-C-H O

Glicerolo 3- fosfato

CoA- C R1$
ciltrasferasi

CHQOCR,
HOCH o

Acido Ilsofosfahdlco

CoA C R,
Aciltrasferasi

o CHZOCR,
RZCOCH o
CHQOPO

tsfa tasi

CH2 O= c R,
Rz C )= C H

CH20H
Diacilglicerolo (DAG)

CoA- C I=l3
Aciltrasferasi

CH2 (0) c R1
Rz c O- C H O

CH2 D= c R;
Triacilglicerolo (TAG)

CH=0-P -0

CH,-0- P

Acido fosfatidico (DAG fosfato)

Sintesi di un TAG.
R:-R; = acidi grassi attivati;

CoA = coenzima A; P, = fosfato inorganico.
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La gliceroneogenesi:

Dal piruvato al diidrossiacetone fosfato (via
gluconeogenesi), o direttamente dal diidrossiacetone
fosfato che viene convertito in glicerolo 3-fosfato per
azione della glicerolo 3-fosfato deidrogenasi NAD-
dipendente (citosolica).

Il glicerolo 3-fosfato viene utilizzato nella sintesi del
triacilglicerolo.

Glicolisi

l

NAD* NADH + H'

glicerolo 3-fosfato
deidrogenasi
citosolica

CHs0OH
|
C=0
Glicerolo Diidrossiacetone !
3-fosfato fosfato CHz -0 _®

Piruvato

piruvato carbossilasi

Y

Ossalacetato

PEP carbossichinasi

Y

Fosfoenolpiruvato

piu tappe

Y

Diidrossiacetone fosfato

glicerolo 3-fosfato
deidrogenasi

Y

H2c|—OH
HC|—OH CH)
H,C—O—P—0

|
O

Glicerolo 3-fosfato

Sintesi del triacilglicerolo
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Biosintesi
dell’ergosterolo




campesterolo

FITOSTEROLI

HO

I'ergosterolo e considerato
un "ormone" in grado di
stimolare la crescita e la
proliferazione cellulare.

W
- "

ergosterolo
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Biosintesi dell'ergosterolo in S. cerevisiae

La prima parte (verde): (vacuolo
e mitocondri) & la formazione di
mevalonato dall'acetil-CoA. La
fase limitante di questa fase ¢ la
riduzione a mevalonato da parte
delle 3-idrossi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) reduttasi
(Hmg1/2).

La seconda parte (blu): (vacuolo)
e la formazione del farnesil-PP.

La terza parte (arancione):
(reticolo endoplasmatico) o via
tardiva e la sintesi
dell'ergosterolo.

Statins

2 Acetyl-CoA
Ergl0 |
Acetoacetyl-CoA
Ergl3 |

HMG-CoA

J Hmgl/2 |}

Mevalonate

Ergl2 |
Mevalonate 5-P
Erg8 |
Mevalonate 5-PP
Ergl9 |
Isopentenyl-PP
Idi1 }
Dimethylalyl-PP
Erg20 |
Geranyl-P
Erg20 |
Farnesyl-PP

Ubiquinone
Dolichol
Heme

Prenylated proteins

/ “\

X2

Erg9 |
Squalene
Ergl | +o0,
Squalene epoxide
Erg7 |
Lanosterol
Azoles — Ergll | +30, heme
4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol
Morpholines - Erg24 |

4,4-dimethylzymosterol
Erg25 j +30, dife

Allylamines N

Erg26, Erg27
Erg28, Erg29
Zymosterol
Erg6 |
Fecosterol
Morpholines — Erg2 |}
Episterol
Erg3 l + 0, diFe
Ergosta-5,7,24(28)-trienol
Erg5 | +0, heme
Ergosta-5,7,22,24(28)-trienol
Ergd |
Polyenes —| Ergosterol
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Nella prima fase della via di sintesi del ergosterolo viene sintetizzato l'isopentenil
pirofosfato a partire da acetil CoA

La prima fase

(A) sintesi dell’acetoacetil CoA

(o] 0 CoA o) (o)
& CoA C CoA _i) C C CoA
RN + PTG PN PN
H,C S H,C S tiolasi H,C ﬁ S
2
acetil CoA acetil CoA acetoacetil CoA
(B) sintesi dell’'HMG CoA e del mevalonato 2H* CoA
+ +
o o 0 HO CA O Hc on © 2NADPH MADP 8. we o OH
3 3
L. 8 I \J X N \J Y ey |
A AN A A O P AN,
H,C C s H,C s nMGCia O C C S HMGCoA O C <
H, e H, H, reduttasi H, H,
sintasi
acetoacetil CoA acetil CoA 3-idrossi-3-metilglutaril mevalonato
CoA (HMG CoA)
(C) da mevolonato a isopentenil pirofosfato La seconda fase
PI
COO- COO- COO-
/ ATP ADP / ATP ADP / ATP ADP @
H.C ! 2 H.C ! g H.C ! 2 H.C H.C
2 \ /CH3 2 X /CH3 2 \ /CH3 2 \ /CH3 2 \\
C\ C\ C\ C\ /PO;' Cc—CH
/ OH / OH 4 OH / O
H,C H,C 0 H,C o 0 H,C 0 0 H,C o o
e \ I % I | \ I | \ I I
CH,OH CH.Oa=mPans - CH O =P O =P O CHO—P—O0—P—0O" CHIO—T—O—P—O
O O O 0 O O o 0
mevalonato fosfomevalonato pirofosfomevalonato isopentenil pirofosfato
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La condensazione di sei unita isopreniche
attivate per formare lo squalene

e T 0
CHZZC—CHZ—CHz—O—T—O—ﬁ’—O

isopentenil O 0
pirofosfato || A3-Isopentenil pirofosfato
Isopreni ) (IPP) isomerasi
attivati
e T 0
CH3*C=CHfCH2*O*§T~O~IT*O
O O

Dimetilallil pirofosfato

L'isopentenil piroposfato e il dimetilallil pirofosato
condensano testa-coda (liberazione di un gruppo
pirofosfato) e si forma una catena a 10 atomi di
carbonio: geranil pirofosfato. Questo subisce
un’altra condensazione testa-coda in cui viene
prodotto un intermedio, a 15 atomi di carbonio, il
farnesil pirofosfato.

Infine due molecole di farnesil pirofosfato si
uniscono testa-testa con eliminazione di entrambi
i pirofosfato, formando lo squalene costituito da
30 atomi di carbonio.

O—f—0—b—0"
o o0 o- o0

Dimetilallil pirofosfato A3-Isopentenil pirofosfato

prenil trasferasi
(condensazione testa-coda)
PP;
T
0—P—0—P—0 Geranil pirofosfato
N | |

. s | |
vprermtmsfemx\ 0O—P—0—P—0 A3-Isopentenil
(condensazione testa-coda) | | g

pirofosfato

pp 0 0

\ [

O0—P—0—P—0
N |
0 0] Farnesil pirofosfato
=
T
O—P—O—P—0 Farnesil
(|j (|) pirofosfato
squalene sintasi NADPH + H'
(condensazione testa-testa)
k NADP*
2 PP,
Ny
~ N
Squalene
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Biosintesi dell'ergosterolo in S. cerevisiae
La terza fase

L'ergosterolo €&  sintetizzato nel reticolo
endoplasmatico ed e trasportato principalmente alla
membrana plasmatica (PM).

CHj

HC™

Farnesil pirofosfato

Famesil pirofosfato + NADPH
squalene sintasi

2 + NADP" + H'

CH, ’ CH,4

N / R -
\

“CHs

Squalene

Lo zimosterolo € il primo intermedio della sintesi
e pud essere incorporato nelle membrane
cellulari. La biosintesi dell'ergosterolo dipende sia
dall'ossigeno che dal ferro rappresentando i
fattori limitanti della sintesi.

Erg9

Allylamines Squalene

Squalene epoxide

lanosterolo sintasi

Lanosterol
Azoles — Ergll
4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol
Morpholines —| Erg24 |
4,4-dimethylzymosterol

Lanosterola
+30, heme l4-a-deme

C-14 reduttasi

Erg25 +30, dife
Erg26, Erg27 C-4 complesso di demetilazi
Erg28, Erg

Fecosterol
Morpholines —| Erg2 |}
Episterol
Erg3 } +0, dife
Ergosta-5,7,24(28)-trienol
Ergs 1 + 0, heme
Ergosta-5,7,22,24(28)-trienol
Ergd |

Ergl l +0, squalene monossigenasi

tilasi

Dne

Polyenes —| Ergosterol
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La chiusura degli anelli converte lo squalene lineare
nel nucleo steroideo condensato a quattro anelli

La squalene monossigenasi aggiunge un atomo di
ossigeno prelevandolo dall'O, all’estremita della
molecola dello squalene formando un epossido, l'altro
atomo della molecola di O, viene ossidato ad acqua dal
NADPH.

| doppi legame dello squalene 2,3 epossido sono
posizionali in modo tale che in una reazione Ia
struttura lineare dello squalene epossido viene
trasformata in una struttura ciclica.

La ciclizzazione porta alla formazione del lanosterolo.

Nelle fasi successive, il lanosterolo viene trasformato in
zimosterolo ed infine in ergosterolo.

HO

Ergosterolo

Squalene

NADPH + H

squalene O2
monossigenasi
H,0

NADP*

Squalene 2,3-epossido

HO Lanosterolo

45



Localizzazione subcellulare degli enzimi di

biosintesi dell'ergosterolo:

Gli enzimi che partecipano alla biosintesi
dell'ergosterolo sono proteine di transmembrana
che si associano a formare un complesso
funzionale, denominato Ergosoma (Erg), per
facilitare la catalisi.

Ergll, Erg25, Erg27 ed Erg28 rappresentano il
nucleo centrale del complesso.

Sebbene la sintesi degli steroli avvenga nell'ER, vari
enzimi Erg (Ergl, Erg7, Erg27 ed Erg6) possono
anche localizzarsi negli particelle lipidiche.

L'associazione e la localizzazione subcellulare degli
enzimi Erg sembra determinarne la funzionalita del
complesso, sebbene |la sua regolazione sia ancora
poco chiara.

Erg9

Squalene
Ergl | +0,
Squalene epoxide
Erg7 |
Lanosterol
Azoles —| Ergll | +30, heme
4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol
Morpholines - Erg24 |

4,4-dimethylzymosterol
Erg25 I +3 0, difFe

Allylamines

Erg26, Erg27
Erg28, Erg29
Zymosterol
Erg6 |
Fecosterol
Morpholines —| Erg2 |}
Episterol
Erg3 } +0, dife
Ergosta-5,7,24(28)-trienol
Erg5 }] +0, heme
Ergosta-5,7,22,24(28)-trienol
Ergd |
Polyenes —| Ergosterol
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La biosintesi dell'ergosterolo € un processo ad alto consumo energetico, per ottenere una
singola molecola di ergosterolo sono necessarie 24 molecole di ATP e 16 molecole di
NADPH.

In presenza di ossigeno il S. cerevisiae preferisce sintetizzare I'ergosterolo piuttosto che
assorbire quantita significative extracellulari di lipide, questo fenomeno potrebbe essere
una strategia per garantire agli steroidi «piu adeguati» di essere incorporati nelle
membrane. In condizione aerobiche, & probabile che I'ergosterolo di nuova sintesi sposti
gli steroli esogeni nella PM.

La ridotta capacita di sintetizzare steroli in condizioni ipossiche o anaerobiche e
compensata dall'incorporazione di steroli dall’esterno, si formano microdomini arricchiti
da sfingolipidi e steroli ovvero i lipid rafts che vengono progressivamente trasportati dalla
superficie cellulare al RE attraverso le proteine trasportatrici. Nel S. cerevisiae,
I'assorbimento dello sterolo e l'incorporazione nella PM & un meccanismo ATP-
dipendente.

Nonostante I'ER sia il sito di biosintesi degli steroli, contiene pochissimo ergosterolo,
perché viene principalmente trasportato alle membrane cellulari, in particolare alla PM.
Nell'ER, gli steroli sono parzialmente esterificati e successivamente immagazzinati nelle
particelle lipidiche (LP) mentre, gli steroli non esterificati vanno direttamente alla PM.



Disintossicazione da steroli: Le cellule di lievito possono produrre in eccesso |'ergosterolo o
steroli intermedi che possono essere incorporati, in una certa misura, nelle membrane
cellulari per modulare le loro proprieta fisico-chimiche.

L'accumulo di intermedi di steroli liberi pud diventare tossico per le cellule poiché alterano
la respirazione mitocondriale, con conseguente generazione di intermedi tossici di
metilsterolo, che diminuiscono la capacita di sintetizzare il centro ferro-zolfo (Fe-S) delle
proteine.

Per prevenire questi effetti dannosi, le cellule di lievito utilizzano molteplici meccanismi di
disintossicazione:

 Gli steroli non possono essere degradati, ma solo conservati sotto forma di esteri
sterolici nelle LP o secreti nel mezzo come acetati di sterolo.

 Con un altro meccanismo di disintossicazione, gli steroli vengono acetilati e trasportati
alla PM, dove vengono secreti tramite alcune proteine del lievito correlate agli agenti
patogeni. In condizioni normali, |'ergosterolo appena sintetizzato viene acetilato e
rapidamente deacetilato nel RE. Oltre alla disintossicazione, I'acetilazione degli steroli
contribuisce anche all'eliminazione dei lipidi danneggiati.



/ Stoccaggio e trasporto degli steroli

Osh
proteins

Plasma membrane

+
Acetyl-CoA
Acetyl

@ Characterization and Role of Sterols in Saccharomyces cerevisiae

during White Wine Alcoholic Fermentation Giovana Girardi Piva
Erick Casalta, Jean-Luc Legras, Catherine Tesniere, Jean-Marie
Sablayrolles, David Ferreira, Anne Ortiz-Julien, Virginie Galeote
and Jean-Roch Mouret.

Non-vesicular
transport

Nucleus

Un eccesso di steroli liberi nella cellula pud essere tossico, cosi, gli steroli in eccesso vengono immagazzinati
come esteri sotto forma di goccioline lipidiche (LD) o secreti nel citoplasma come acetato di sterolo.

Nel rilascio sono coinvolte lipasi specifiche, a seconda dell'equilibrio tra sintesi, trasporto ed esterificazione di
steroli liberi, essenziali per il mantenimento dell’'omeostasi degli steroli.

Un altro meccanismo consiste nell'acetilazione e deacetilazione degli acetati di steroli rispettivamente
dall’alcool acetiltransferasi (Atf2p) e dalla sterolo deacetilasi (Saylp). Gli steroli acetilati vengono trasportati
dalle proteine del lievito alla membrana plasmatica; questo meccanismo € sempre correlato alla presenza di
agenti patogeni. 49



Vie per il trasporto intracellulare degli steroli
nel lievito.

(014
proteins

Non-vesicular
transport

Plasma membrane

[P

Idrolasi + Acetyl-CoA
y Acetyl
Nella figura le frecce indicano il trasporto degli steroli. Le proteine di

Nucleus |
| Arelp

Characterization and Role of Sterols in Saccharomyces cerevisiae during White Wine Alcoholic
Fermentation Giovana Girardi Piva Erick Casalta, Jean-Luc Legras, Catherine Tesniére, Jean-

Marie Sablayrolles, David Ferreira, Anne Ortiz-Julien, Virginie Galeote and Jean-Roch Mouret.

trasporto degli steroli sono rappresentate dai trasportatori Auslp e
Pdrllp e dalle proteine di trasporto lipidico Osh;

. Le aciltransferasi Arelp/Are2p convertono gli steroli liberi in esteri da
immagazzinare nelle LD; Le idrolasi sterilestere Yehlp/Yeh2p/Tgllp
controllano il rilascio degli steroli dalle LD; I'Atf2p acetiltransferasi va ad
acetilare gli FS (steroli liberi); Saylp deacetilasi per la deacetilazione
dell'AS (sterolo acetilato).

Le vie di trasporto vescicolari e non vescicolari ATP-dipendenti trasportano gli steroli sintetizzati nel reticolo
endoplasmatico fino alla membrana plasmatica.

Nel lievito esistono sette proteine di trasporto chiamate Osh che hanno la funzione di trasportare all’interno della cellula
gli steroli localizzati nella membrana plasmatica.

Il trasporto non vescicolare degli steroli alle membrane avviene attraverso le proteine di trasferimento dei lipidi (LTP),
gueste sono in grado di facilitare lo scambio di steroli tra la membrana plasmatica e il RE. La proteina Auslp € in grado di
facilitare la cattura degli steroli dalle LTP.

Le idrolasi Yehlp, Yeh2p e Tgllp sono coinvolte nel rilascio degli steroli situati nelle LD e sono responsabili della
regolazione dei livelli di ergosterolo libero nella cellula. =
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e Metabolismo lipidico:
regolazione
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Regolazione della biosintesi dell'ergosterolo:

Il mantenimento di appropriate concentrazioni di ergosterolo e
ottenuto mediante in meccanismi a feedback

Regolazione a feedback: Un punto di controllo chiave per la
biosintesi dell'ergosterolo e la prima tappa con la riduzione del
3-idrossi-3-metilglutaril-CoA a mevalonato da parte della 3-
idrossi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reduttasi (Hmg1/2), una
concentrazione elevata del farnesil-PP inibisce I'enzima
reduttasi.

Nel S. cerevisiae, 'enzima Hmgl € molto piu stabile del Hmg2
convertendolo nelllenzima regolatore chiave dell’intero
processo di produzione dello squalene.

Durante la fermentazione, la glicolisi rende sbilanciato lo stato
redox cosi il lievito utilizza la fermenazione per mantenere
I'equilibrio ossidoriduttivo con produzione di etanolo e solo una
piccola parte dell’acetilCoA prodotto nel citoplasma potra
essere convertito in squalene.

Statins N
A

2 Acetyl-CoA
Ergl0 |
Acetoacetyl-CoA
Ergl3 |

HMG-CoA

Hmgl/2 |

Mevalonate

Ergl2 |
Mevalonate 5-P
Erg8 |
Mevalonate 5-PP
Ergl9 |
Isopentenyl-PP
Idi1 |
Dimethylalyl-PP
Erg20 |
Geranyl-P
Erg20 |}
Farnesyl-PP

Ubiquinone
Dolichol
Heme

Prenylated proteins

4
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Regolazione degli steroli: nella sintesi del farnesil pirofosfato (FPP), metabolita della via del mevalonato,
il passaggio chiave e la conversione del 3-idrossi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) in mevalonato da parte
dell'HMG-CoA reduttasi (HMGR). Nel lievito ci sono due HMGR, Hmgl e Hmg?2.

Nel S. cerevisiae la Hmg1 ha la massima attivita HMGR durante crescita aerobica.

La crescita aerobica promuove la sintesi dell’eme che, a sua volta, attiva il fattore di trascrizione per la
sintesi della Hmgl. La Hmg1 € anche regolata da un sistema a feedback e il segnale molecolare che regola
il controllo e il farnesil-PP.

S. cerevisiae ey

Proteasome [aradiibs

> (g
Cdcasp
™\

- GGPP

+ GGPP

La crescita aerobica reprime l'espressione di Hmg?2.

La proteina Hmg2 e regolata da un turnover proteico attraverso un meccanismo di degradazione da parte
di un complesso multiproteico associato alla membrana del reticolo endoplasmatico.

Il segnale lipidico che controlla la velocita di degradazione della Hmg2 ¢ il geranil pirofosfato (GGPP).
L'elevata attivita HMGR aumenta la sintesi del GGPP, che a sua volta altera il ripiegamento della Hmg2
stimolando la degradazione. Con questo meccanismo il lievito mantiene 'omeostasi dei lipidi.

John S. Burg, Peter J. Espenshade. Regulation of HMG-CoA reductase in mammals and yeast. Progress in Lipid Research 50 (2011) 403-410 54



Il S. cerevisisae non possiede una ATP:citrato-liasi, pero utilizza un'altra via per produrre acetil-CoA: prima la
decarbossilazione del piruvato ad acetaldeide, successivamente la conversione in acetato e acetil-CoA.
L'acetaldeide, in condizioni fermentative, € principalmente convertita in etanolo, ma una quantita sufficiente
viene convertita in acetil-CoA per garantire la biosintesi dei lipidi.

Questa via e principalmente presente nel metabolismo fermentativo, ma & funzionale anche in condizioni di
piena respirazione, dove puo garantire un apporto sufficiente di acetil-CoA per la biosintesi dei lipidi. L'acetil-
CoA citoplasmatico puo essere trasportato dal sistema di trasporto della carnitina al mitocondrio o

PDC

glucose —3 pyruvate _l
1
f v \ ADH

perossisomi.
Glucosio Acsle?2
Acetato —> AcCoA — Lipidi
l :
G3P
Acetato
Acsl lT Achl
AcCoA
T PDH
v
Piruvato Piruvato
pyruvate
citoplasma mitocondrio AcCoA
L'acetato puo  attraversare la /\l
. . . oxaloacetate citrate
membrana mitocondriale dove verra

convertito in acetil-CoA dall’enzima
acetil-CoA sintetasi citosolico (Acsl e
Acs2). Questo sistema garantisce il
rifornimento  di  acetil-CoA nel
citoplasma per produrre lipidi.

antochondrla /

acetaldehyde —» ethanol
¥ AldDH
acetate

v
l Acs [—> MalCoA ——> FAs
3

AcCoA —

cytosol

D

PDC: piruvato decarbossilasi
ADH: alcol deidrogenasi
AldDH: aldeide deidrogenasi
Acs: Acetil CoA sintetasi
Achl: Acetil-CoA idrolasi

[-oxidation

PA => PL

3 AceAcCoA ? ergosterol

DD

Systems biology of lipid metabolism: From yeast to human. FEBS Letters Volume 583, Issue 24, 17
December 2009, Pages 3905-3913

|—> DAG -» TAG
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Nella biosintesi lipidica, |'acetil-CoA viene convertito in malonil-CoA dall'acetil-CoA carbossilasi (Accl). La
prima fase della sintesi degli acidi grassi & altamente regolata. LAccl, cosi come la HMGR, ¢ inibita dalla
fosforilazione da parte della proteina chinasi Snfl, quest’ultima proteina viene attivata allostericamente
dall/AMP. Uenzima Accl e soggetto ad attivazione allosterica da parte del citrato ed e inibito dal palmitoil-

CoA (il prodotto finale della via).

LUacido palmitico (C16:0), nel lievito, pud essere ulteriormente convertito in acido stearico (C18:0) da
un'elongasi. Sia |'acido palmitico che I'acido stearico possono essere convertiti nei loro corrispondenti acidi
grassi monoinsaturi, I'acido palmitoleico (C16:1) e I'acido oleico (C18:1) da una A°-desaturasi.

O 0 o0
Acetil-CoA carbossilasi
(protomeri inattivi)

Citrato ~"~—> @|@ <= Palmitoil-CoA

Y
00000000000

Acetil-CoA carbossilasi
(polimero attivo)

O = o
CH4-C-S-CoA

Acetil-CoA O  Malonil-CoA

CcO,

ATP  ADP + P,

N 1]
,C -CH,-C-S-CoA

Inositol, ethanolamine, choline

sphingolipids <€ \> LG s membranes

C16:1 C18:1 Gly3P

A P o TG

MalCoA ———» C(C16:0 —3» C18:0

AcCoA FAs sterolesters

lipid bodies

AceAcCoA - sterols

EuERES
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Acetil CoA carbossilasi del lievito e strettamente regolata dalla fosforilazione. La

proteina chinasi (sucrose non-fermenting 1, Snfl) attivata fosforila I'OH della

dell’acetil-CoA carbossilasi (Accl) inibendola.

SNF1
(Snf1-Gal83-Snf4)

Tos3lMgz*-ATP

®-SNF1

SCACC — a7 @SeACC

Esempio di meccanismo molecolare
mediante fosforilazione nella regione
centrale (indicata con Serl1157) che
stabilizza la forma monomerica del
dominio  biotina  carbossilasi  (BC)
dell’Accl.

Dopo la fosforilazione, la regione del sito
attivo del dominio BC e sottoposta a
grandi cambiamenti conformazionali che
alterano il legame della biotina e, quindi,
la catalisi enzimatica.

A unified molecular mechanism for the regulation of acetyl-CoA carboxylase
by phosphorylation. Cell Discovery volume 2, Article number: 16044 (2016):
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La proteina Snfl inattiva la Accl mentre stimola la 3-ossidazione.

La Snfl viene attivata quando nella cellula il livello di ATP & basso (alto AMP; tutti i processi di
consumo di ATP sono inattivati come la biosintesi dei lipidi, mentre si attivano i processi che
generano ATP come la [3-ossidazione). Poiché I'acido oleico (C18:1) svolge un ruolo chiave nella
biosintesi e regolazione dei fosfolipidi, questo lipide agisce come inibitore a feedback dell’Accl e
come attivatore della B-ossidazione. Quindi, se c'€ accumulo di acido oleico, c’e inibizione a
feedback della propria biosintesi e la contemporanea attivazione della B-ossidazione.
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,,// : i nibizione a feeabac : -> Oaft :
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See > [-oxidation
- C16 0 -—>» C18:0
1
: FAs - +>» Multiple reactions
. . 1 -3 Single reaction
@ B'OSSIdaZIOne . l -3 Activation by regulation

C18:1 =@ )

&) Acetil-CoA carbossilasi (Accl)

-~ |nactivation by regulation

“ Phospholipids

-—---l

fAMP Uno schema di regolazione nella biosintesi dei fosfolipidi nel lievito. AcCoA (acetil-CoA); MalCoA
ATP @ S fl (malonil-CoA); C16:0 (acido palmitico); C18:0 (acido stearico); C16:1 (acido palmitoleico); C18:1
* (acido oleico); FAs (acidi grassi).
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Modello di regolazione del complesso proteico chinasi SNF1

La proteina SNF1 e associata a formare un complesso con la sua subunita attivante SNF4
e altre proteine (Sip1/Sip2/Gal83).

Lievito
SNF1

Dominio
chinasi

1

Dominio
regolatore

I

SNF4

(KD)

(RD)

Rong lJiang and Marian Carlson. Glucose
regulates protein interactions within the
yeast SNF1 protein kinase complex. 1996
Genes & Development 10:3105-3115,9
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Attiva

Glucosio alto: Il dominio chinasi
(KD) si lega al dominio regolatore
(RD) della  proteina  SNF1,
arrecando auto inibizione
dell'attivita chinasica.

Glucosio basso: Quando Ia
subunita SNF4 si lega alla
regione carbossiterminale del
dominio regolatore (RD) di
SNF1, libera il dominio chinasico
(KD) attivando la proteina.




Modello di regolazione del complesso proteico chinasi SNF1

Nel lievito la proteina chinasi Snfl esiste come complesso eterotrimerico costituito dalla subunita
catalitica a (Snfl) e dalle subunita regolatrici B (Gal83, Sip1 e Sip2) e y (Snf4).

L'attivazione della Snfl richiede sia la fosforilazione del residuo Thr210 nel dominio chinasi (Snf1-KD)
da parte delle proteine chinasi Sak1, Tos3 ed Elm1, sia l'interazione del dominio regolatorio (RD) con

la subunita Snf4.
Proteine chinasi

CGlcz)

Proteine fosfatasi

Snfl INACTIVE Snfl ACTIVE

Busnelli. Protein kinase snfl/AMPK: a new regulator of G1/S transition in
saccharomyces cerevisiae. Universita degli Studi di Milano-Bicocca,
Dipartimento di Biotecnologie e Bioscienze. Dottorato di Ricerca in

Biotecnologie Industriali - XXV ciclo. Anno accademico 2012-2013. 60



La proteina chinasi Snfl attiva tutte
le reazioni di produzione
di energia (ATP)

Velocita di
internalizzazione del
glucosio
Sintesi
proteica i3 Glicolisi
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degli acidi

Glicogeno ‘
sintesi | @ '
/ \ grassi

Biogenesi
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genesi

Sintesi degli acidi
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Nel lievito e coinvolta nella regolazione del metabolismo:

€ necessaria per l'espressione di geni che consentono la crescita
cellulare in presenza di fonti di carbonio fermentabili diverse dal
glucosio come, saccarosio, galattosio, maltosio o fonti di carbonio
non fermentabili come, etanolo e glicerolo.

modula I'espressione di geni gluconeogenici.

regola I'espressione di geni biosintetici degli aminoacidi attivando e
promuovendo i fattori della trascrizione.

controlla lo stato energetico cellulare, in condizioni limitanti di
glucosio, inibisce la biosintesi degli acidi grassi fosforilando e
inattivando I'enzima acetil-CoA carbossilasi (Accl).

e coinvolta nella risposta a diversi stress cellulari come quelli
causati dai metalli pesanti.

regola anche il fattore della trascrizione delle Heat Shock protein,
garantendo la resistenza cellulare alle alte temperature.

e coinvolta nei collegamenti tra il metabolismo energetico e
I'invecchiamento cellulare: la sovraespressione della Snfl e
I'assenza della proteina Sip2, della subunita regolatrice B, favorisce
I'invecchiamento, mentre I'eliminazione della subunita Snf4
accresce la durata della vita cellulare.

regola positivamente |'autofagia, un processo per il riciclaggio di
organelli e di macromolecole ed € in grado di modulare la meiosi.



