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Il problema biologico, la struttura e le ipotesi 
sul meccanismo di reazione dell’ureasi
L’ureasi è un enzima nichel-dipendente presente 
in numerosi organismi [1, 2] in grado di catalizza-
re l’idrolisi dell’urea in ammoniaca e bicarbonato, 
determinando un aumento del pH con conseguen-
ze negative per la salute umana [3], l’agricoltura e 
l’ambiente [4]. Molti microrganismi patogeni uma-
ni, tra cui Staphylococcus aureus [5], Yersinia ente-
rocolitica [6], Mycobacterium tuberculosis [7], He-
licobacter pylori [8], ed altri associati a fenomeni di 
antibiotico-resistenza [9], sfruttano l’ureasi come 
fattore di virulenza. Inoltre, l’utilizzo dell’urea come 
fertilizzante e l’elevata presenza di ureasi nei suo-
li generano il rilascio di grandi quantità di ammo-
niaca, con conseguente perdita di efficienza della 
fertilizzazione azotata e formazione di particolato 
solido che contribuisce all’inquinamento atmosfe-
rico [10]. In aggiunta, la tossicità dell’ammoniaca 
e l’aumento del pH dei suoli causano danni alle 
vegetazioni [4]. Queste implicazioni hanno spinto 

la comunità scientifica a indagare le relazioni strut-
tura-funzione dell’ureasi per comprendere le basi 
molecolari del suo meccanismo di reazione e svi-
luppare composti in grado di modularne l’attività 
riducendone gli effetti avversi.
La prima ipotesi di meccanismo catalitico fu pro-
posta nel 1975 da Zerner e collaboratori, in as-
senza di informazioni strutturali, e si basava sulla 
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Fig. 1 - Sito attivo dell’ureasi
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presenza di due ioni Ni(II) nel sito attivo [11]. Dal-
la metà degli anni Novanta, con la determinazio-
ne delle strutture a raggi X dell’ureasi dai batteri 
Sporosarcina pasteurii e Klebsiella aerogenes [12, 
13], è stata definita l’architettura tridimensionale 
dell’enzima. Nel sito attivo (Fig. 1) due ioni Ni(II) 
[Ni(1) e Ni(2)] sono legati a ponte dal carbamma-
to di una lisina carbamilata (Lys*) e da uno ione 
idrossido [W(B)] e sono ulteriormente coordinati da 
atomi di N imidazolici di residui di istidina (His) e da 
un atomo di O carbossilico di un aspartato (Asp). 
La sfera di coordinazione di ciascuno ione Ni(1) e 
Ni(2) è completata da una molecola di acqua, W(1) 
e W(2), rispettivamente. W(1), W(2) e W(B) formano 
un cluster tetraedrico di molecole di solvente con 
un’altra molecola d’acqua presente nel sito, W(3). Il 
sito attivo è localizzato in una tasca coperta da un 
motivo strutturale di 30 amminoacidi (flap), il quale 
può trovarsi in conformazione aperta o chiusa ed è 
coinvolto nel meccanismo catalitico grazie alla sua 
mobilità e alla presenza di due residui conservati di 
cisteina [Cys(F)] e istidina [His(F)] (dettagli disponi-
bili nella prossima sezione).
La conoscenza strutturale dell’ureasi e del suo sito 
attivo ha permesso la formulazione di due nuove 
ipotesi di meccanismo di reazione, proposte ri-
spettivamente da Ciurli e suoi collaboratori [12, 14] 
e Hausinger e suoi collaboratori [13, 15, 16] (Fig. 

2). Nelle loro forme originali esse condividono molti 
passaggi, ma presentano tre differenze sostanziali. 
Schematicamente, entrambe prevedono l’ingresso 
dell’urea nel sito attivo quando il flap è in confor-
mazione aperta. Secondo il meccanismo proposto 
da Ciurli l’urea sostituisce le tre molecole di acqua 
W(1), W(2), e W(3) chelando il cluster bimetallico 
utilizzando l’atomo di O per legare Ni(1) ed un ato-
mo di N ammidico per legare Ni(2), mentre l’ipotesi 
di Hausinger prevede che l’urea leghi solo Ni(1) con 
l’atomo di O, lasciando W(2) coordinata a Ni(2). Le 
due ipotesi propongono che la reazione inizi con 
l’attacco nucleofilo sull’atomo di C dell’urea: l’ipo-
tesi di Ciurli attribuisce il ruolo di nucleofilo all’i-
drossido a ponte W(B) legato a ponte tra i due ioni 
Ni(II), mentre quella di Hausinger lo attribuisce a 
W(2) (coordinata a Ni(2)) sotto forma di ione idros-
sido. L’attacco nucleofilo porta alla formazione di 
un intermedio tetraedrico che evolve a prodotti in 
seguito alla chiusura del flap e all’interazione di un 
atomo di N imidazolico del residuo His(F), presente 
sul flap, con il gruppo -NH2 distale dell’intermedio 
formato. Tuttavia, il ruolo assegnato ad His(F) di-
verge nelle due ipotesi: secondo l’ipotesi proposta 
da Ciurli His(F) svolge il ruolo di base catalitica in 
grado di ricevere un legame ad H dal gruppo -NH3

+ 
distale dell’intermedio precedentemente protonato 
da W(B) [17], mentre secondo Hausinger His(F) agi-

sce da acido catalitico, trasferendo 
un protone al gruppo -NH2 distale 
dell’intermedio. In entrambi i casi, la 
reazione termina con la rottura del 
legame C-NH3

+ e l’uscita dei pro-
dotti (una molecola di ammoniaca 
e uno ione carbammato, il quale a 
sua volta si decompone spontane-
amente in una seconda molecola di 
ammoniaca e bicarbonato) dal sito 
attivo e l’ingresso di nuove moleco-
le d’acqua.
Le differenze fra le due ipotesi, cioè 
i) il modo di legame dell’urea nel sito 
attivo, ii) la natura del nucleofilo, e 
iii) il ruolo del residuo His(F) nella 
catalisi, hanno fino ad oggi impedi-
to la completa caratterizzazione del 
meccanismo catalitico.

Fig. 2 - Differenze fra le ipotesi di meccanismo 
di reazione proposte da Ciurli (A) e Hausinger (B)
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In questo lavoro sono riportati i recenti risulta-
ti, ottenuti grazie al mio contributo all’interno del 
gruppo di ricerca coordinato dal prof. Ciurli, che 
hanno consentito la delucidazione dei passaggi 
sopra descritti e, più in generale, l’ottenimento di 
una visione dettagliata del meccanismo catalitico 
dell’ureasi, definendo il ruolo del flap mobile nella 
catalisi e permettendo lo sviluppo di una strate-
gia di inibizione alternativa basata sul blocco della 
mobilità del flap stesso.

Il complesso enzima-substrato e la 
delucidazione del meccanismo di reazione
A partire da alcune evidenze riportate sulla capa-
cità di inibizione del fluoruro (F-) sull’ureasi [18], il 
nostro gruppo di ricerca ha recentemente contri-
buito a dimostrare che F- inibisce l’enzima trami-
te la sostituzione dell’idrossido W(B) a ponte fra i 
due Ni(II), attribuendogli in modo chiaro il ruolo di 
nucleofilo della reazione [19]. Questa inibizione, 
che rimuove il co-substrato della reazione (ione 
idrossido), ha permesso di determinare la struttura 
a raggi X dell’ureasi legata al suo substrato [20] 
(Fig. 3A), dimostrando il modo di legame bidenta-
to della molecola nel sito attivo. L’urea sostituisce 

le molecole di solvente W(1), W(2) e W(3), legando 
rispettivamente Ni(1) e Ni(2) tramite l’atomo di O e 
un atomo di N ammidico, come previsto dall’ipote-
si di Ciurli e collaboratori. Il secondo N ammidico 
punta verso l’esterno della cavità ed interagisce 
tramite un legame ad H con un atomo di N dell’imi-
dazolo di His(F) del flap, quest’ultimo stabilizzato 
in conformazione chiusa. His(F) interagisce, grazie 
all’altro atomo di N imidazolico, con due residui di 
Asp e Arg posti all’ingresso della tasca enzimatica 
mediante legami ad H (Fig. 3B). Il network di lega-
mi ad H presente impone che l’anello imidazolico 
di His(F) sia neutro e che l’atomo di N di His(F) che 
interagisce con il gruppo -NH2 distale dell’urea sia 
deprotonato, indicando il ruolo di base catalitica di 
His(F) nel meccanismo, come suggerito da Ciurli e 
i suoi collaboratori.
Di recente è stato dimostrato, inoltre, il ruolo del 
pH nella stabilizzazione del flap in conformazione 
aperta o chiusa tramite la variazione dello stato di 
protonazione dell’anello imidazolico di His(F) (pKa 
ca. 6,6) [21, 22] (Fig. 3B). A valori di pH maggiori del 
valore di pKa l’anello imidazolico di His(F) è neutro 
e forma, come visto precedentemente, legami ad 
H con i residui di Asp e Arg posti all'ingresso della 

Fig. 3 - (A) Sito attivo dell’ureasi in complesso con l’urea e (B) rappresentazione del flap stabilizzato 
in conformazione aperta (verde) e chiusa (azzurro) in funzione del pH
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tasca con la conseguente stabilizzazione dello stato 
chiuso del flap. Al contrario, a valori di pH minori 
della pKa di His(F), la carica positiva dell’anello imi-
dazolico impedisce l’interazione con i residui di Asp 
e Arg, causando l’apertura del flap. I dettagli com-
pleti degli studi che hanno permesso la descrizione 
accurata del meccanismo di reazione sono stati re-
centemente pubblicati in una monografia [23].

L’utilizzo del flap come target 
per una strategia di inibizione
La conoscenza dettagliata del funzionamento 
dell’ureasi ha permesso l’individuazione di numero-
se molecole che inibiscono l’enzima legando i due 
Ni(II) nel sito attivo [24, 25]. Tuttavia, la centralità del 
ruolo del flap mobile nel meccanismo di reazione ha 
suggerito di esplorare l’utilizzo di composti in gra-
do di inibire l’enzima tramite l’interazione con il flap 
stesso. In particolare, le nostre ricerche hanno per-
messo di caratterizzare dal punto di vista strutturale 
e biochimico l’inibizione dell’ureasi da parte del ca-
tecolo [26] e di suoi derivati [27] (Fig. 4A). Queste 
molecole sono in grado di legare il residuo conser-
vato Cys(F) presente sul flap formando un addotto 
covalente che, a fronte dell’aumento dell’ingombro 

sterico del flap stesso, ne impedisce la chiusura e la 
conseguente stabilizzazione dell’intermedio di rea-
zione, causando l’inattivazione dell’enzima. L’emer-
gente capacità dei polifenoli e flavonoidi, composti 
naturali contenenti funzionalità catecoliche con pro-
prietà antiossidanti e benefiche per la salute umana, 
di inibire ureasi da diversi organismi [28-31] rende i 
risultati ottenuti molto promettenti.
Un’altra ricerca svolta dal nostro gruppo ha riguar-
dato la caratterizzazione strutturale della inibizione, 
già nota dal punto di vista biochimico [32], di ioni 
di metalli pesanti sull’ureasi. In particolare, è stato 
dimostrato che Ag(I) ed Au(I) sono in grado di inte-
ragire con il flap mobile formando un cluster bime-
tallico [33, 34] (Fig. 4B): gli ioni Ag(I) e Au(I) presen-
tano una caratteristica geometria pseudo-lineare e 
sono legati a ponte dal gruppo tiolato della Cys(F), 
con il cluster che forma poi un legame di coordina-
zione con un atomo di N della His(F) ed un atomo di 
S del gruppo tioetere di una metionina (Met), resi-
duo anch’esso altamente conservato e posizionato 
in una regione proteica rigida a ridosso del flap. La 
formazione di questo addotto determina il blocco 
del flap in conformazione aperta portando all’inatti-
vazione dell’enzima.

Conclusioni
La ricerca svolta dal sottoscritto 
all’interno del gruppo di ricerca 
coordinato dal prof. Stefano Ciurli 
ha portato alla delucidazione dei 
passaggi chiave del meccanismo 
catalitico dell’ureasi. La caratte-
rizzazione del ruolo del flap mo-
bile, che copre la cavità del sito 
attivo e che è direttamente coin-
volto nel meccanismo catalitico, 
ha permesso l’individuazione di 
una strategia alternativa per l’ini-
bizione dell’enzima, rendendo la 
modulazione dell’attività ureasi-
ca più efficiente. Ad oggi sono in 
fase di studio e caratterizzazione 
alcune molecole con doppia fun-
zionalità, in grado sia di interagire 
con i due ioni Ni(II) che con la ci-
steina presente sul flap, in modo 

Fig. 4 - Cavità del sito attivo dell’ureasi inattivata da catecolo (A) 
e da ioni di metalli pesanti (B)
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Urease, a Nickel-Enzyme
Urease, a nickel-dependent enzyme able to hy-
drolyze urea to ammonia and hydrogen carbon-
ate, causes severe negative effects on human 
health, agriculture and environment. In this work 
recent results obtained by our research group are 
reported on the comprehension of the catalytic 
mechanism of urease and the development of a 
new inhibition strategy.

che l’efficienza e la specificità di inibizione siano 
massimizzate, con l’obiettivo finale di minimizzare 
gli aspetti negativi dell’ureasi sull’ambiente e sulla 
salute umana.
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