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INTRODUCCIO

* Enzims hidrosolubles molt importants en el metabolisme dels lipids.

e Catalitzen la hidrolisi d’enllacos éster de substrats hidrofobics lipidics,
com els TAG, fosfolipids i ésters de colesterol.

Classificacidé d’SCOP

Classe: proteines a/b
Plegament: a/b hidrolases

Superfamilia: a/b hidrolases
4
Esterases

: < Tioesterases




TIPUS DE LIPASES

Hepatica
Lipoprotein lipasa
Lisosomica
Endotelial
Fosfolipases
Esfingomielonases
Lingual

Faringia.




CARACTERISTIQUES

- Core:
8 cadenes b (7 paral-leles + 1 anti-paral-lela),
3 helixs a a cada banda.

Centre actiu - triada catalitica: Ser-His-Asp

Oxyanion hole




CARACTERISTIQUES
e Lid : cobre

Ihe Ser nucleofilica = no lliure acces del substrat
&

|l

Conformacio tancada: tapa triada catalitca

Conformacio oberta: permet accés del substrat




CARACTERISTIQUES




MECANISME D’ACCIO

1.Atac nucleofilic de I'O de la Ser del centre actiu CHa

, |
2.Trencament de I'enllac éster HZN—?T—COOH

3.Estabilitzacio del producte intermedi per ponts H

serine

d’H amb residus de I'oxyanion hole

4.Atac de l'aigua

epinepherine
glucagon
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LIPASA GASTRICA

FUNCIO:

-Enzim lipolitic (activitat triacilglicerol lipasa) secretat per les cel-lules del
fundus de I'estomac.

lipasa gastrica

TAG AG + glicerol

- Secrecio estimulada per pentagastrina.

- S’encarrega de la digestio del 30% dels lipids de la dieta.

- Es estable i activa a pH acid.




LIPASA GASTRICA

ESTRUCTURA
- Enzim globular de 379 residus amb una massa de 50 kDa.

- Principals parts:

Core - 9-183 / 309-379

-~

Cap > 184-214 / 245-308
Domini d’extrusi6 (184-308)<

l Lid = 215-244
g

priva el lliure accés dels substrats al centre actiu







Triada catalitica

colze nucleofilic




CORE - cisteines

Cys 236
- 3 residus { / /

propera a la

'




Oxyanion hole

Grups NH )
Leu 67




DOMINI D’'EXTRUSIO







LLOCS D'N-GLICOSILACIO

- Proteina altament glicosilada (15% de la massa proteica).

|

4 llocs d’'N-glicosilacio

- Resistencia al pH

acid de I'estobmac.

|

CH protegeixen de la
degradacio per part
de pepsines
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LIPASES PANCREATIQUES

Formada per:
- Lipasa pancreatica (LP)
- PLRP 1
- PLRP 2

Provenen d’un gen comu

% Id:
- LP - PLRP 1 68%
- LP - PLRP 2 65%




LIPASES PANCREATIQUES

LIP1 CANFAL (PO
LIP1 HUMAN (P
LIF1 RAT (PS5
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LIPASA PANCREATICA

FUNCIO

*Principal enzim lipolitic en I'i.prim (duode), secretat per cel-lules
pancreatiques.

« Acids biliars dificulten la seva activacio = requereix un cofactor: Colipasa

e Catalitza conversio : TG DG - MG + acids grassos




LIPASA PANCREATICA

e Polipeptid de 499aa (50 kDa).

e Plegament en dos dominis:

N-terminal

- residus 1-335

!G - a/b hidrolasa

%

C-terminal
- residus 336 - 449
- tot b (b-sandwich)




LIPASA PANCREATICA : Domini N-terminal

Lid domain (237 — 261) - loop de
superficie

g l‘*
\\1

A=9¥a
C \J\‘,/
Serl52 + Aspl76 + His263 >

\ Q




LIPASA PANCREATICA : Domini N-terminal

e LOOPS ACTIUS:
Loop b5 - 75 - 84

Lid domain - 237-261:

Estabilitzat per b5 1 b9
amb enllacos de Van der
Waals.




LIPASA PANCREATICA : Domini N-terminal

e Reorganitzacio estructural de b5 i lid domain en presencia d’interfase,
promovent la conformacio oberta.

— Acces del substrat al lloc actiu.

Oxyanion Hole - reqgio propera a Serl52 que estabilitza
estat de transicid intermediari format durant la catalisi
(Phe77 1 Leul53)

. Establiment de nous llocs de contacte amb la colipasa
pel seu Nt.




LIPASA PANCREATICA: Domini C-terminal

e Classe: proteines tot b.

e Plegament: domini lipasa/lipooxigenasa (sandwich b)
e Superfamilia: lipasa/lipooxigenasa.

e Familia: domini d’'unié a colipasa.

\
/ 8 cadenes en 2 fulles b

e Unit a colipasa tant en conformacié oberta com tancada.




LIPASA PANCREATICA - COLIPASA

e Establiment de contactes polars.

colipasa




COLIPASA

- Proteina que interacciona amb la HPL.
- Facilita la interaccio lipasa-substrat.

- Permet que la lipasa pugui actuar en presencia de sals bilars.

Estructura:

79 residus

3 fingers:
47-64




COLIPASA

ponts diS - estabilitzacio de la colipasa




COLIPASA




COLIPASA

superficie hidrofobica




PANCREATIC RELATED PROTEIN

*PLRP2 és la millor estudiada.

SIMILITUDS

e Seqlencia primaria:
hPLRP1 | hPLRP2: 68% 1 65% d’identitat amb la PL.

e Dominis estructurals:

Ve

Domini N-Terminal: globular

Domini C-Terminal: sandwich beta

~




PANCREATIC RELATED PROTEIN

Fulla b +

Sandwich b

C -Terminal

N -Terminal




PANCREATIC RELATED PROTEIN

e Glicosilacions: 334 Asn entre N i C terminal.
e Site actiu:
- La topologia del site actiu de rPLRP2 caract. lipases.
- La triada catalitica es conserva: 152Ser, 263 His, 176Asp

Triada catalitica
en fenedura HB




PANCREATIC RELATED PROTEIN

- Site actiu cobert pel lid.
- Localitzat entre els dos R de Cys 237-261 units per ponts disulfur.

- Juntament amb el loop b5 adopta = comformacio g en PL.




PANCREATIC RELATED PROTEIN

 Interaccio amb colipasa:

- Els 3 R del lid domain involucrats amb la interaccid amb la
colipasa son conservats.

- 12 R residus C-terminals interactuen amb la colipasa.
La majoria d’interaccions son conservades.

Nomeés 4R diferents de hPL (Phe360Tyr, lle401Leu,
Tyr403Asn, Glu441Asp).




PANCREATIC RELATED PROTEIN

DIFERENCIES: Funcionals + Cinétiques > Estructura

e Glicosilacions: PLRP1 (R138) - no en PL ni PLRP2
R166 - classic de les lipases (No en PLRP1-2)
e Funcio:
PLRP1 - no activitat coneguda

PLRP2 - a diferencia de la PL presenta altres funcions a mes a mes
de la hidrolisi de greixos.

» Especificitat de substrat:

- Conservacio de la triada catalitica = pero PLRP2 menor
especificitat de substrat que PL.

- Hidrolitza triglicerids, fosfolipids i galactolipids (PL nomeés TG).




PANCREATIC RELATED PROTEIN

-L’est. rPLRP2 no explica les diferents activitats.

No diferencies en els residus entorn el site actiu.

Diferencies en el lid domain i el loop 5 - no expliquen les
diferencies de substrat.

Possiblement R llunyans al site actiu implicats

- PLRP2 hidrolitza monomers de TG de cadena curta solubles en H.,0.
- PL té baixa activitat contra substrats monomerics.

- PL incrementa l'activitat en substrats insolubles - Interfase lipid — H,0 =
Activitat interfacial.

- rPLPR2 presenta activacio interfacial ->diferent a la de la PL.




LIPASA HEPATICA — LIPOPROTEIN LIPASA

LPL DI YPNGGTFQPGCNI GEAI RVI A
i
HL VDAI HTFTREHMELSVA KQPI G } .

HL LPL

aa. acids 3 5
3 1

HL - lid neutre = permet entrada de fosfolipids, hidrolitzant-los.

LPL - lid carregat negativament = repulsio cap fosfolipid

e - i et i |
H H H H H H H H H H H H H H H H

Faity mcids
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Que és el que protegeix a la lipasa gastrica de ser degrada per les pepsines presents en el suc gastric?
Indica la resposta correcta.

a) la seva gran quantitat de ponts d’hidrogen
b) la seva gran quantitat de ponts disulfur

c) la seva elevada glicosilacio

d) ai b sén correctes

e) Cap de les anteriors

LA RESPOSTA CORRECTA ES LA C).

Assenyaleu les afirmacions correctes respecte la lipasa gastrica:
1- pertany a la classe de proteines a/b

2- presenta un plegament a/b hidrolasa

3- és una triacilglicerol lipasa

4- interacciona amb la colipasa per a un hidrolisi de triglicérids eficient

a)l, 2i3
b)1i3
c)2i4
d) 4
e)1,2,3i4

LA RESPOSTA CORRECTA ES L’A).




Respecte la lipasa gastrica quines afirmacions sén falses?
a) consta de dues cadenes

b) té un plegament lipasa/lipooxigenasa

c)aib

d) consisteix en un core i un domini d’extrusio

e) té 4 llocs de N-glicosilacio

LA RESPOSTA CORRECTA ES LA C).

Quin o quins aminoacids son els responsables de I'atac nuceofil al substrat?
a) His

b) Ser

c) Asp

d) totes les anteriors

e) cap de les anteriors

LA RESPOSTA CORRECTA ES L'B).




Respecte el “lid domain”, assenyala les correctes.

1- regula I'accés al substrat

2- en la lipasa pancreatica s’uneix a la colipasa tant en conformacié oberta com tancada
3- en la lipasa gastrica forma el domini d’extrusig, juntament amb el “cap”

4- participa en I'atac nuceofil

a)l, 2i3
b)1i3
c)2i4
d) 4
e)1,2,3i4

LA RESPOSTA CORRECTA ES LA B).

Respecte les lipases en general

a) tenen un origen ancestral comu

b) tenen un core constituit per una triada catalitica i I’oxyanion hole

c) ai b sén correctes

d) I'oxyanion hole estabilitza els intermediaris de la reaccio nucleofilica

e) totes les anteriors sOn correctes

LA RESPOSTA CORRECTA ES L’E).




Assenyala les respostes correctes respecte la lipasa pancreatica
1- presenta dos dominis amb plegament diferenciat

2- la colipasa s’uneix al domini N-terminal

3- té funcio principal en el duodé

4-el domini N-terminal té plegament b sandwich

a)l,2i3

b)1i3

c)2i4

d) 4

e)l,2,3i4

LA RESPOSTA CORRECTA ES LA B).

8. Pel que fa a la colipasa
1- presenta estructura secundaria definida
2- la part hidrofobica dels fingers es troba en contacte amb la lipasa
3- és inhibida per acids biliars
4- juntament amb el “lid” obert augmenta la superficie de contacte amb el substrat
a)l,2i3
b)1i3
c)2i4
d) 4
e)l,2,3i4

LA RESPOSTA CORRECTA ES D).




9- Respecte a la PLRP, assenyala les respostes correctes:
a) El seu % d’identitat amb la lipasa pancratica es troba entre el 60 i el 70%
b) La PLRP2 pot hidrolitzar altres lipids diferents dels TG.
c) Ai B son correctes
d) El lid domain de guinea pig (conillet d’indies) té 20aa.

e) Totes soOn correctes

LA RESPOSTA CORRECTAES LA C).

10- Que deteremina I'obertura del lid domain en la lipasa pancreatica?
a) El canvi comformacional del loop b9
b) El moviment del loop b5
c) La presencia d’acids biliars
d) La preséncia de la colipasa

e) Cap de les anteriors

LA RESPOSTA CORRECTA ES L'A).




PREGUNTES
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1. Quines soOn les caracteristiques estructurals de les lipases ?

Les lipases presenten un core amb plegament a/b hidrolasa format per 8
cadenes b (7 d'elles paral-leles i una antiparal-lela), i 6 helixs a (3 a cada
canto). El core conté dos elements necessaris per portar a terme l'activitat
lipasa. Per un canto, la triada catalitica formada per Ser/His/Asp (conservada
estructuralment pero no en sequencia), de la qual la Serina és 'aminoacid meés
rellevant, porta a terme l'atac nucleofil. Per altra banda, en el core trobem
I'oxyanion hole, format per dos residus que s’encarreguen d'estabilitzar el
producte intermediari de la catalisi. Aquesta estabilitzacio s’aconsegueix

mitjancant carregues positives que compensen la carrega negativa de l'oxianio
de l'intermediari.

L'altra caracteristica estructural rellevant és el “lid domain”. Es tracta d'un loop
que cobreix la triada catalitica evitant el lliure acces del substrat quan I'enzim es
troba en conformacio tancada. En presencia del substrat adequat, el “lid
domain” s’obre i permet l'accés del substrat a la triada catalitica.




2. Indica les interaccions entre colipasa i lipasa pancreatica, aixi com les
iImplicacions funcionals que se’n deriven.

La colipasa €s un cofactor necessari per a la correcte activitat de la lipasa
pancreatica, ja que facilita l'activitat de la lipasa en presencia de sals biliars en
elevades concentracions ( creen un ambient polar que dificulta l'activitat de la lipasa
pancreatica).

La colipasa es troba unida de forma permanent al domini C-terminal de la lipasa
pancreatica, el qual té un plegament b-sandwich. Aquest cofactor no disposa d’'una
estructura secundaria ben definida, pero es caracteritza per contenir un elevat

nombre de ponts disulfur que l'estabilitzen.

Tot i 'absencia d’'una estructura secundaria caracteristica, shi poden diferenciar 3
“fingers”, els extrems dels quals sdn hidrofobics i es troben en el cantd oposat al
d’'unio a la lipasa.

La interaccio amb el domini C-terminal de la lipasa pancreatica implica residus
hidrofilics i es dona principalment per ponts d’hidrogen.

La colipasa, doncs, presenta una assimetria pel que fa a la distribucio de residus.
Per una banda els residus hidrofilics permeten la unio a la lipasa pancreatica, i per
I'altre, els residus hidrofobics. Aquests augmenten la superficie de contacte amb el
substrat, juntament amb els residus del lid (en conformacid oberta es troba unit a la
colipasa) i aixo facilita I'activitat catalitica de I'enzim.




3. Anomena les similituts i1 diferencies principals entre la lipasa
pancreatica i la PLRP ( Pancreatic Lipase Related protein ).

LIPASA PANCREATICA

SIMILITUTS

N-terminal - globular i C-terminal = b-sandwich.

Conservaci6 en les posicions de la triada

DIFERENCIES

catatitica:

Residus dinteraccio del

d G ERM;@ unics substras

Funcio lipolitica

ndA'HﬁﬁaS“BS“’@éﬁ&’éa

galactolipids).

Altres funcions

(fmfocits T granuis de
zimogen).




4. Quines son les principals diferencies entre la lipasa gastrica i la
lipasa pancreatica?

Lipasa gastrica Lipasa pancreatica

Plegament a/b hidrolasa. Plegament a/b hidrolasa en el domini
N-terminal i tot b (b sandwich) en el
domini C-terminal

Activitat a 'estomac. Activitat al duode.

Proteina altament glicosilada

El lid forma part del domini
d’extrusio, juntament amb el cap.

No necessita un cofactor per actuar. Requereix la lipasa per la seva
activitat.

Triada: Ser153/His353/Asp324 Triada: Serl152/His263/Aspl76




