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1 Introduzione

Nei sistemi biologici sono molti 1 cofattori che affiancano enzimi nelle loro funzioni, tra 1 piu
comuni ci sono 1 centri (o cluster) Fe-S che si ritrovano nella piu ampia classe di metallo-
proteine. !

Nell’organismo sono in grado di svolgere svariati ruoli: sono coinvolti nella catena di trasporto
elettronica, e, nei batteri, nella fotosintesi e nell’azotofissazione;' svolgono importanti funzioni
come cofattori in catalisi enzimatiche oppure come acidi di Lewis situati in siti attivi, come
accade per I’aconitasi mitocondriale;! sono molti anche i ruoli regolatori come la modulazione
genica in risposta allo stress ossidativo attraverso le proteine SoxR (superoxide response
proteins), la regolazione dei livelli di ferro mediante le proteine IRP1 e IRP2 (Iron Response
Proteins), oppure la regolazione dei livelli di ossigeno ad opera delle proteine FNR (fumarate-
nitrate reduction proteins).?

I centri Fe-S sono coinvolti anche nel metabolismo del DNA e si possono trovare nelle DNA
primasi, nell’elicasi, nella DNA polimerasi e nelle nucleasi.?

Queste proteine sono situate generalmente nelle membrane interne delle cellule, nel citoplasma
o all’interno di mitocondri, specialmente per gli organismi eucarioti, oppure nei cloroplasti.?
Di grande interesse, soprattutto per applicazioni in campo medico, ¢ lo studio della biogenesi
di queste proteine in quanto molte disfunzioni a livello neurologico, metabolico ed ematologico,
sono correlate allo scorretto assemblaggio di esse. 3

Le patologie generate sono spesso mortali nella prima infanzia e alcune tra le piu importanti

sono I’atassia di Friedreich, I’anemia sideroblastica e 1’ atassia cerebrale.?

1.1 Struttura e caratteristiche centri Fe-S

I cluster, in generale, sono complessi molecolari caratterizzati da legami metallo-metallo che
generano strutture triangolari o cicliche estese, la definizione rigorosa escluderebbe dalla
categoria 1 centri Fe-S in quanto gli atomi di Fe sono intervallati da atomi di S a ponte come
ligandi; tuttavia, vengono incluse nella definizione anche strutture lineari metallo-metallo (M-
M), e strutture con ligandi a ponte (M-L-M), come nel caso dei cluster in questione. *

Come le loro funzioni, anche le strutture dei centri Fe-S sono differenti, le piu comuni ci sono
quelle dei cluster [2Fe-2S], [3Fe-4S] e [4Fe-4S], dove la coordinazione degli ioni di ferro con
catene proteiche avviene comunemente mediante i residui amminoacidici cisteina e, in alcuni
casi, istidina , come per i centri di “Rieske”; la coordinazione, in generale, avviene sull’atomo
di ferro con una geometria generalmente tetraedrica e gli ioni di ferro sono presenti come Fe(I1I)
o Fe(IT) a seconda dello stato redox del centro.!> (Figura 1 e Figura 2)
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Figura 1. Strutture pit comuni dei centri Fe-S. ° Figura 2. Cluster Fe-S con struttura adrenodoxin-type

della proteina ferridossina, vengono evidenziate in giallo

le eliche e in verde i beta-strands.®

I1 potenziale redox dei cluster ¢ compreso tra i -700 e 1 +400 mV, questa diversita facilita il
trasporto di elettroni nella catena respiratoria, ¢ stato dimostrato che i legami ad idrogeno delle
cisteine che fungono da leganti sono la causa principale di queste differenze di potenziale redox
tra 1 vari centri, oltre al contributo dovuto alla presenza nel backbone di altri residui
amminoacidici in grado di formare legami ad idrogeno.”

Legami piu forti e quindi distanze minori favoriscono 1’aumento del potenziale di riduzione, il
gruppo ammidico del residuo amminoacidico stabilisce un legame ad idrogeno con lo zolfo
(N—H--S) che provoca delocalizzazione elettronica e una stabilizzazione della carica negativa
nello stato ridotto del cluster.®

La struttura pit comune ¢ quella [2Fe-2S] tipica della proteina ferredossina dove i ligandi sono
cisteinici, il potenziale di riduzione di questo centro varia da -250 mV a -420 mV, da cio si puo

notare il suo carattere di forte riducente. > (Figura 2)

L’ossidazione di questi centri da parte di reactive oxigen species (ROS) and reactive nitrogen
species, nei sistemi biologici, puod portare a mutazioni o disassemblaggi della struttura dei centri
Fe-S, queste modifiche sono spesso irreversibili ed ¢ necessaria 1’azione di enzimi per
ristabilirne la struttura iniziale; un esempio ¢ I’aconitasi per la quale avviene I’inattivazione del
centro [4Fe-4S] da parte dello ione superossido, O, , portando ad una nuova struttura [3Fe-4S]

inattiva, I’enzima fratassina ¢ coinvolto nel ripristino dell’attivita del centro.’

Nei capitoli successivi verra trattato il ruolo biologico e la struttura dei centri Fe-S nei complessi
mitocondriali che sono coinvolti nella catena di trasporto elettronica.

Questi cluster sono di importante interesse biologico perché mediano processi redox necessari
alla respirazione cellulare, e la conoscenza dei meccanismi in cui essi prendono parte potrebbe
offrire nuovi orizzonti di ricerca sulle patologie che causano I’invecchiamento cellulare e stress
ossidativo dovuto alla produzione dei ROS. ?



Verra inoltre trattato il meccanismo molecolare delle reazioni redox della fosforilazione
ossidativa per i complessi contenenti 1 cluster, per poter contestualizzarne il loro ruolo e la
provenienza degli elettroni trasportati.

2 Mitocondri e catena di trasporto elettronica nella fosforilazione
ossidativa

I mitocondri sono organelli, situati all’interno delle cellule sia eucariote sia procariote, adibiti
alla respirazione cellulare.!® Sono presenti in essi due zone: lo spazio intermembrana ¢ la
matrice mitocondriale, generate da una doppia membrana mitocondriale, una interna e una
esterna ripiegata con numerose creste.'? Nella matrice vengono svolte la maggior parte delle
reazioni del ciclo dell’acido citrico (o ciclo di Krebs) e dell’ossidazione degli acidi grassi,
mentre nella membrana interna, dove sono collocati quattro complessi proteici, avviene la
fosforilazione ossidativa. (Figura 3)

La matrice contiene il patrimonio genetico del mitocondrio, si ritrovano in essa molecole di
DNA, RNA e ribosomi adibiti alla sintesi proteica. '%!!

I metaboliti necessari al processo di fosforilazione ossidativa entrano attraverso la membrana

esterna, diffondendo verso I’interno mediante porine e proteine situate su di essa. '°
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Figura 3. A sinistra struttura schematica del mitocondrio, a destra schema dei complessi enzimatici e dell'ATP sintasi
necessari alla fosforilazione ossidativa presenti sulla membrana interna del mitocondrio. 2

La fosforilazione ossidativa ¢ il processo che, a partire da NADH e FADH:, prodotti dal ciclo
dell’acido citrico, genera acqua sfruttando la riduzione dell’ossigeno molecolare per la
produzione di ATP.!!

In un primo step, gli elettroni, per la riduzione dell’ossigeno, vengono trasportati dalla catena
di trasporto elettronica che ¢ costituita da quattro proteine di membrana chiamate Complesso 1,
Complesso 1I, Complesso Il e Complesso IV. '° 1 primi tre complessi sono adibiti al trasporto
degli elettroni derivati dall’ossidazione di NADH e FADHo, il quarto catalizza la riduzione
dell’ossigeno con gli elettroni che hanno percorso la catena.!! Il trasporto elettronico avviene
mediante centri redox che nei vari complessi assumono potenziali via via maggiormente positivi

e dunque con maggiore affinita verso gli elettroni.' (Figura 4)



I1 secondo step ¢ invece costituito dalla produzione di ATP attraverso la forza proton-motrice,
nel complesso ATP sintasi.!!
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Figura 4. Schema delle specie redox nella membrana interna mitocondriale. '3

La  reazione di ossidazione di  NADH ¢ riportata di seguito:

1
NADH + 50, + H, > NAD* + H;0

L’efficienza termodinamica del processo di trasporto elettronico ¢ calcolabile considerando le
semi-reazioni dell’equazione sopra riportata e i relativi potenziali standard di riduzione. !
NAD* + H* +2¢e" 2 NADH  E =-0315V

1 o
502 + 2H" 4+ 2e~ 2 H,0 E =+40815V

Il potenziale standard associato alla reazione completa ¢ AE® = 0,815 — (—0,315) = 1,130 V..
L’energia libera ¢ calcolabile dalla relazione qui di seguito riportata, dove » indica il numero di
elettroni scambiati e F ¢ la costante di Faraday.'?

AG" = —mFAE° = —2-1,130-F = —218 kJ /mol
Dunque, I’ossidazione di una mole di NADH da parte di Oz consente di produrre un’energia
libera pari a 218 kJ che viene sfruttata per la produzione di ATP alla fine del processo. '°
La produzione di una mole di ATP richiede un’energia pari a 30,5 kJ/mol e durante la
fosforilazione ossidativa per ciascuna molecola di NADH vengono prodotte 2,5 molecole di
ATP in condizioni biochimiche standard. '

L’efficienza termodinamica del processo & dunque: '°

253052
Tall = — et 0,
Efficienza 218 k] /mol 100 = 35%



2.1 Complesso I

Gli elettroni trasportati dal NADH entrano nella catena respiratoria a livello del Complesso 1
(chiamato anche NADH-Q ossidoreduttasi), la struttura di questa proteina di membrana ¢ nota
grazie a studi effettuati mediante cristallografia a raggi X ' e microscopia elettronica'. Grazie
ad essi ¢ stata evidenziata la presenza di un braccio periferico contenente nove cluster Fe-S e
un braccio in membrana coinvolto nel trasferimento protonico, dove sono presenti dei
semicanali, ' alcuni aperti verso la matrice, altri verso lo spazio intermembrana, e collegati tra
loro da una sequenza idrofobica di residui amminoacidici carichi e polari. !’ Nel braccio in

membrana sono presenti anche una lunga elica orizzontale e una serie di forcine B.!'(Figura 5)
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All’interno di questo enzima avviene dapprima il legame con il NADH, (Em=-320 mV a
pH=7)'% e il successivo trasferimento degli elettroni al gruppo prostetico flavina
mononucleotide, FMN (Em7=

-380 mV)'®, portando all’ossidazione di NADH a NAD" ¢ alla riduzione di FMN a FMNH_; !!
gli elettroni, dalla flavina ridotta, vengono poi trasferiti da sette centri Fe-S fino al sito di legame
con ’ubichinone.'¢

L’ubichinone, Q (Em7=+90 mV) '8, ¢ un trasportatore di elettroni capace di diffondere nella
membrana interna dei mitocondri e permettere il loro trasferimento nella sua forma ridotta QHz
tra i vari complessi.!!

Attraverso la generazione di un potenziale elettrochimico di membrana, in grado di guidare gli
elettroni lungo la catena di centri Fe-S, essi vengono ceduti all’ubichinone che assume la
configurazione Q2.'8

L ’ubichinone nella forma ridotta acquista due protoni dalla matrice passando alla forma QH>.'!
Successivamente QH:z viene spostato nel pool Q affinché il ciclo possa continuare.!' Il pool O
¢ la zona intermembrana in cui I’ubichinone ¢ presente sia nella forma Q che nella sua forma

ridotta e permette il collegamento di esso tra i vari complessi.!! (Figura 6)
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Figura 6. Struttura di ubichinone Q a sinistra e ubichinolo QH: a destra.

La reazione che avviene nel NADH-Q ossidoreduttasi ¢ dunque descritta dalla seguente
equazione:

NADH +Q + H* + 4H*;, > NAD* + QH,+ 4 H*,,; "

Ad ogni molecola di NADH ¢ associato il trasferimento di due elettroni al pool dell’ubichinone
e allo spostamento di quattro protoni dal lato negativo a quello positivo della membrana
mitocondriale interna, con la generazione di un gradiente elettrochimico di membrana, energia
usata per la produzione di ATP."”

E stato ipotizzato che il processo di riduzione dell’ubichinone possa generare delle variazioni
conformazionali delle eliche orizzontali e delle pKa dei residui amminoacidici, innescando un
meccanismo di apertura e chiusura dei canali in grado di prelevare protoni dalla matrice e
trasportarli nello spazio intermembrana.?”

2.1.1 Centri Fe-S nel complesso |

I cluster ferro-zolfo presenti nel complesso I sono nove: Nla, N3, N1b, N4, N5, N6a, N6b, N2
e N7, situati nel braccio periferico. '* (Figura 7)
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Due dei quali, Nla (Em7=-370 mV) e N7 (Eme=-250 mV)!7, quest’ultimo solo per alcuni
organismi procarioti, non appartengono alla catena che collega elettronicamente FMN e
ubichinone.'®

I clusters Nla e N1b hanno una struttura [2Fe-2S], da questo anche la comunanza nella

nomenclatura, mentre gli altri sono nella forma [4Fe-4S].2

I clusters N3, N1b, N4, N5, N6a e N6b, ad 4
eccezione di N2, presentano tutti dei potenziali L
di circa .s00| NADH -
-250 mV, escluso I'ultimo centro di questa ¢
catena N2 che presenta un potenziale di — HARL BRI A N, R
riduzione maggiore Em7=-100 mV, 7, ¢ pH £ _(mv) -
dipendente. '* (Figura 8) e
Figura 8. Potenziali di riduzione dei centri redox e dei od
substrati nel complesso I. ¢
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La catena di centri inizia dal sito in cui avviene il legame con NADH e termina al sito di legame
con ’ubichinone. 2

La riduzione del cluster N3 avviene attraverso I’acquisizione di 2 elettroni da parte di FNMH:2
e I’isopotenzialita dei centri della catena fa si che possa avvenire la ridistribuzione degli
elettroni agli altri centri nella scala dei microsecondi fino ad arrivare al centro N2; 22 solo tra i
cluster N5 e N6, maggiormente distanti tra di loro, 14 A contro i circa 8 A di distanza tra gli
altri, vi & un leggero ritardo nella ricezione degli elettroni di una decina di microsecondi.?

Il cluster N1a a causa della sua posizione e del potenziale molto negativo, a confronto con quelli
della catena, ¢ stato rilevato essere adibito alla prevenzione della produzione dei ROS ed ¢
stato dimostrato essere un regolatore dell’ossidazione di NADH stabilizzando il legame con
NAD" oppure destabilizzando il legame con NADH a seconda del fabbisogno.? La produzione
di ROS avviene quando la concentrazione di ubichinolo nel pool Q ¢ troppo elevata e si osserva
un trasferimento elettronico inverso dal sito di riduzione dell’ubichinolo al cluster N2. 2

La produzione di ROS, inoltre, dipende dallo stato redox della flavina nucleotide, in particolare
quando essa ¢ completamente ridotta, la modulazione avviene agendo sulla velocita di
dissociazione del legame con il complesso I ¢ NAD™, piu essa ¢ lenta meno velocemente si
leghera un’altra molecola di NADH per evitare ’ulteriore riduzione di FMN. 23

I1 NADH si inserisce in una porzione piu stretta dell’ enzima ridotto mentre il NAD™ si inserisce
in una tasca piu larga periferica dell’enzima ossidato.?



Quando il NADH si lega all’enzima nella tasca stretta, avviene lo spostamento del gruppo
carbonilico appartenente al legame peptidico tra E95F e S96F del complesso, rivolgendolo verso
il centro Fe-S Nla, a questo punto avviene lo scambio di protone tra NADH e FMN per la
formazione di NAD" e FMNHa. 23

Il trasporto di elettroni lungo la catena fino all’ubichinone porta alla ri-ossidazione di FMNH2
e lo shift del gruppo carbonilico nuovamente nella posizione iniziale; cid favorisce lo
spostamento della molecola di NAD™ verso la tasca piu larga da cui dissocia facilmente,
consentendo ad una nuova molecola di NADH di legarsi. 23

Se gli elettroni rimangono all’interno del complesso, quando si ¢ in presenza di ubichinone
prevalentemente ridotto, si ha la riduzione del centro Nla che previene lo spostamento del
carbonile, facendo permanere il NAD* all’interno della tasca stretta, dove la dissociazione non
¢ favorita, ci0 previene il legame con altre molecole di NADH impedendo, dunque, la riduzione
totale di FMN e quindi regolando la produzione di ROS. %3

Lo spostamento del carbonile dovuto allo stato redox del centro N1a avviene per la presenza di
una molecola di acqua strutturale che ¢ covalentemente legata al gruppo carbonilico e anche al
residuo amminoacidico C127F che ¢ un ligando del cluster Fe-S. ?* (Figura 9)
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L’ultimo cluster della catena, N2, ¢ correlato alla riduzione dell’ubichinone, e ha lo scopo di
interagire paramagneticamente con le specie semichinone che si formano durante la reazione
redox: SQnr e SQns, radicali semi ridotti.!® 11 nome delle due specie ¢ dovuto al diverso
rilassamento di spin che queste hanno nella spettroscopia EPR, anche se non ¢ ancora stato
identificato se esse corrispondano a ubichinoni provenienti da siti di binding differenti oppure
se corrispondano a stati diversi della stessa molecola. '8! E stato riscontrato che il meccanismo

di traslocazione di protoni verso la membrana interna possa essere collegato alla

10



protonazione/deprotonazione  delle  specie
semichinoniche, tuttavia un ulteriore ruolo di

questo centro non ¢ ancora stato definito con
Conserved

24
certezza.. ' . HIS A
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legame ad idrogeno tra His**® e il cluster.”
(Figura 10) /

Figura 10. Cluster N2 del complesso I, viene evidenziata la
posizione dell'istidina con cui interagisce. **

L’ultimo centro appartenente a questo complesso ¢ N7 esclusivamente per alcuni organismi
batterici (come E. coli) '7 e la sua distanza di 21A dal cluster N4, esclude la sua partecipazione
alla catena di trasferimento elettronico. 2

Cio ¢ stato dimostrato mediante spettroscopia EPR dove ¢ stato evidenziato che N7 non viene
ridotto dal NADH, nonostante il suo potenziale di circa -250 mV, a pH=6, ci0 indicherebbe la
possibilita di essere ridotto dal nucleotide se fosse inserito nella catena di centri. !

N7 non ¢& presente negli organismi eucarioti probabilmente per ragioni evoluzionistiche. !7
Infine, questo cluster contribuisce alla stabilita e all’assemblaggio del complesso I, evidenze di
ci0 sono state riscontrate valutando i cambiamenti osservati sostituendo i residui cisteina a cui
N7 ¢ legato e valutando I’impossibilita di isolare il complesso I della specie E. coli in mancanza
del centro. %

2.2 Complesso I1

La seconda tappa della catena di trasporto elettronica si svolge nel Complesso II (anche
chiamato succinato-Q riduttasi), complesso enzimatico che ha lo scopo di collegare la
fosforilazione ossidativa con il ciclo di Krebs, la sua struttura ¢ stata identificata mediante
cristallografia a raggi X, e questo complesso non ¢ implicato nel trasporto di protoni dalla
matrice allo spazio intermembrana. 2°

I suoi enzimi hanno il ruolo di catalizzare le reazioni di ossidoriduzione di succinato e fumarato
in un dominio solubile del complesso ¢ le reazioni di ossidoriduzione di ubichinolo e ubichinone
in un dominio membrane-spanning. >’

Sono state identificate delle super-famiglie di enzimi che hanno un’efficienza cinetica maggiore
quando catalizzano la reazione in una sola direzione: le succinato-ubichinone ossidoreduttasi
(SQR o anche succinato deidrogenasi) con lo scopo di ossidare il succinato e ridurre
I’ubichinone, processo necessario alla fosforilazione ossidativa, e le chinolo-fumarato riduttasi
(QFR) che ossidano I'ubichinolo e riducono il fumarato, che fanno parte della fumarate

respiration. ">
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A prescindere dalla preferenza catalitica i domini presenti nelle superfamiglie sono gli stessi
anche se con qualche differenza strutturale; il dominio solubile ¢ molto esteso e contiene due
catene polipeptidiche: una flavoproteina, SdhA/FrdA, in grado di legare una molecola di FAD
e una proteina Fe-S, SdhB/FrdB, che coordina tre centri Fe-S;?’ il dominio membrane-spanning
contiene due subunita, SAhC/FrdC e SdhD/FrdD, differenti anche all’interno delle stesse super-
famiglie, con cinque o sei eliche transmembrana e da zero fino a due gruppi heme di tipo b. %’
(Figura 11) (la denominazione SdhX viene utilizzata per i domini dell’enzima SQR, mente
FrdX per I’enzima QFR)

Le reazioni che vengono accoppiate dall’enzima SQR per la fosforilazione ossidativa sono:
succinato - fumarato + 2e~ + 2H*
ubichinone + 2e~ + 2H* — ubichinolo *°

B Figura  11. Struttura del

QFR SQR ) complesso 1I, a sinistra QFR
e a destra SOR di E.coli. In

blu sono evidenziate le
FAD o

‘17;"2" L Soluble flavoproteine  (SdhA/FrdA),
[2Fe-28] il in violetto le proteine Fe-S
[4Fe-4S] (SdhB/FrdB), in rosa e in
grigio i domini membrane-

[3Fe-4S] B .
x . . = spanning, (SdhC/FrdC) e
/. HQNO % g farboxin | (SdhD/FrdD); in azzuro é
. ‘*§' et evidenziato HONO [’inibitore

|_domain

specifico per QFR e in verde

Carboxina inibitore specifico

i per SOR; e con le sfere gialle
e arancioni sono riportati i
centri Fe-S. (adattato da *°)

La riduzione di fumarato a succinato avviene con un processo mediato dall’enzima QFR, e
come spesso accade per molti batteri, I’enzima partecipa alla respirazione anaerobica dove il
fumarato ¢ 1’ultimo accettore di elettroni,”’ a differenza della respirazione aerobica dove
I’accettore ultimo ¢ I’ossigeno.?! Tuttavia questa attivita inversa rispetto alla reazione di catalisi
di SQR ¢ stata dimostrata anche nei mitocondri dei mammiferi in condizioni in cui il pool
dell’ubichinone ¢ altamente ridotto e quando le concentrazioni di fumarato riescono a influire
sulla termodinamica del processo, portando il complesso II ad avere ruoli anche regolatori.?

Negli enzimi QFR dapprima avviene 1’inserimento del fumarato nel sito di inter-conversione
del dicarbossilato, il binding consente 1’allineamento del legame C2-C3 del cofattore FAD
ridotto al legame C4-C5 del substrato, promuovendo il trasferimento di idruro dal carbonio C5
al carbonio C2 del doppio legame molecola, con la formazione di un intermedio carbanionico

del fumarato. %’
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Successivamente avviene il trasferimento di un
protone da una catena laterale di arginina, Arg-
A287, all’altro carbonio del doppio legame per
completare la riduzione. 2-* (Figura 12)

Figura 12. Sito attivo di interconversione fumarato-succinato
dell’enzima QFR, in blu viene evidenziata la molecola di fumarato,
in giallo la molecola di FAD, in viola il backbone dell’enzima e in
grigio le catene laterali dei residui amminoacidici dell’enzima che
partecipano alla stabilizzazione con legami ad idrogeno, punti grigi;
con i punti azzurri é indicato il trasferimento di idruro, in verde

invece il trasferimento di protone da un’arginina. %7

Nell’enzima QFR il processo di ossidazione dell’ubichinolo avviene nel sito di binding Qd
(distale), dove avviene il legame del substrato mediante interazioni ad idrogeno con i residui
amminoacidici nel sito; la deprotonazione delle posizioni O4 e O1 avviene da parte dei residui
amminoacidici, Glu-C29 e Lys-B228, rispettivamente, che fungono da accettori di protoni e li
rilasciano nel sito dove avviene la riduzione del fumarato; 27 gli elettroni vengono trasferiti,
invece, da una serie di gruppi prostetici: due gruppi eme con differente potenziale di riduzione
e tre centri Fe-S, il ruolo di questi centri verra trattato nella sezione successiva. >

Il processo catalizzato dall’enzima QFR ¢ nel complesso elettro-neutrale. 2’

L’enzima SQR che ¢ coinvolto nella respirazione aerobica, ed ¢ direttamente parte del ciclo
dell’acido citrico, in esso avviene I’ossidazione del succinato. 27 Al giorno d’oggi il meccanismo
non ¢ ancora ben delineato, ma potrebbe prevedere una reazione inversa a quella che avviene
nell’enzima QFR di cui ne ¢ stato identificato il meccanismo. 27 Sono stati condotti studi che
hanno pero evidenziato la presenza di un legame covalente con la molecola di FAD ridotto ad
un residuo di istidina, che genera un innalzamento del potenziale di riduzione del cofattore da
-219 mV a circa —80 mV.?73¢

Nell’enzima SQR il binding con I’ubichinone, per la sua riduzione, avviene similmente a quello
per I’enzima QFR, nel sito Qp (prossimale), la posizione O1 interagisce con legami ad idrogeno
con 1 residui Tyr-D83 e Trp-B164 e la presenza di elettroni derivanti dall’ossidazione del
succinato, facilita I’avvicinamento dell’ubichinone verso il residuo Ser-C27 che forma un
legame ad idrogeno con O4.3? Si ha inoltre un’interazione tra il gruppo metossi in posizione 3
e His-B207 che conferisce maggior stabilita.>* Queste interazioni permettono il trasferimento
di due elettroni all’'ubichinone e di due protoni, questi ultimi provenienti dalla proton pathway
costituita in tutto da dodici molecole di acqua che collegano I’apertura della membrana verso il
citoplasma con il sito Q. 3 (Figura 13)
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e- from [3Fe-4S]

Ser

Figura 13. Meccanismo di riduzione dell'ubichinone nell'enzima SQR.

2.2.1 Centri redox nel complesso II: cluster Fe-S e heme b

I tre cluster presenti, [2Fe-2S], [3Fe-4S] e [4Fe-4S],
sono disposti linearmente con una distanza che varia tra
i 9,1 Aegli11,3 A, compatibili con un efficiente
trasferimento di elettroni e hanno lo scopo di facilitare
il trasferimento di elettroni dal sito di legame del
fumarato/succinato presente nella flavoproteina al Q-
site. 30 (Figura 14)

Figura 14. Intorno chimico dei centri Fe-S nel complesso Il dell’enzima
SOR, il dominio N terminale e rappresentato in turchese e quello C
terminale in viola, le linee tratteggiate riportano le vie di trasferimento
elettronico, la via (1) rappresenta la via di trasferimento elettronico da

evidenze sperimentali, la seconda via (2) é una possibile via teorica di

trasferimento. 30

La subunita proteica SdhB/FrdB si ripiega portando alla formazione di due domini distinti e
alla possibilita coordinare con il dominio N-terminale i cluster [4Fe-4S] e [3Fe-4S], mentre il

dominio C-terminale il centro [2Fe-2S].3°

I potenziali di riduzione dei diversi centri Fe-S sono compatibili con la direzione di catalisi dei
due diversi enzimi: studi svolti sulle variazioni dei residui amminoacidici hanno dimostrato la
tendenza dell’enzima SQR a catalizzare la reazione diretta di ossidazione del succinato rispetto
a quella inversa di riduzione del fumarato, osservando le variazioni dei potenziali di riduzione

dei cluster e la loro incidenza sulla cinetica di reazione. 3° (Tabella 1)
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Tabella 1. Potenziali di riduzione delle specie redox negli enzimi SOR e QFR per le diverse specie. (MQ menachinone). 3

Species FAD [2Fe-25] |4Fe-45] [3Fe-45] b heme
E,, (mV)
SQR-UQ
E. coli —80 —15to +10 —213t0o —175 +55t0+70 +15t0 +30
Bos taurus —79 0 —260 +60 -185
Rhodobacter sphaeroides +50 250 +80
SQR-MQ
Micrococcus luteus +70 —295 +10
Bacillus subtilis +80 240 25 b" +65
b' —95
QFR
E. coli —50to —90 -79 —300 to —333 =70 None
Wolinella succinogenes 59 250 24 b" +20
b' —200

I1 potenziale di [3Fe-4S] in SQR ¢ molto simile al potenziale delle specie accettore di elettroni
ubichinone (Em=+100 mV) mentre in QFR ¢ molto simile alla specie donatrice di elettroni
ubichinolo ( Em=-100 mV); il cluster [4Fe-4S] invece presenta per entrambi gli enzimi un
potenziale molto negativo rispetto agli altri centri, esso costituisce una barriera di potenziale
per gli elettroni, tuttavia nella comunita scientifica ci sono ancora controversie sul ruolo di

centri redox con potenziali di riduzione cosi negativi. 3033

Nell’enzima SQR il primo cluster [2Fe-2S] accetta elettroni provenienti dal FAD e 1i cede al
secondo centro [4Fe-4S], una delle possibili vie di trasferimento potrebbe coinvolgere il residuo
amminoacidico Leu-73 in contatto con il residuo Cys-B152 del cluster [4Fe-4S].% 3¢

Lo step successivo vede la cessione degli elettroni dal cluster [4Fe-4S] a [3Fe-4S], dove i residui
Cys-B155 e Cys-B212 sono posizionati uno di fronte all’altro in modo da facilitare il trasporto
elettronico tra i cluster. 3°

In questa tipologia di enzimi, a circa 8,1 A dal cluster [3Fe-4S], & presente un ulteriore centro
redox, il gruppo heme b, la cui funzione catalitica € ancora non perfettamente delineata, esso
mostra una differenza di potenziale di riduzione notevole nelle diverse specie, potrebbe non
essere direttamente coinvolto nel trasferimento elettronico, ma ha la capacita di stabilizzare il
dominio transmembrana e le sue quattro subunita, e di regolare la produzione di specie reattive
dell’ossigeno come H202.3%°

La produzione di ROS da parte del complesso II ¢ minore rispetto a quelle del complesso I e
III, ma si puo osservare anche quando la concentrazione di succinato ¢ elevata e si ha

un’inversione della direzione degli elettroni, verso il complesso 1.3
Infine, il primo elettrone ceduto al cluster [3Fe-4S] viene equilibrato rapidamente tra il gruppo

heme b e I'ubichinone e quando raggiunge quest’ultimo nel Q-site avviene la riduzione
dell’'ubichinone, dopodiché esso puo trasferire gli elettroni al complesso I11. 303
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2.3 Complesso 111

Il terzo e ultimo complesso facente parte della catena di trasporto elettronica ¢ il Complesso 111
(anche chiamato Q-citocromo c ossidoriduttasi), in esso ¢ presente 1’ultimo dei centri Fe-S della
catena di trasporto elettronica e due citocromi: citocromo ci € citocromo b. ?

La funzione del Q-citocromo c ossidoriduttasi ¢ quella di mediare il trasporto elettronico
dall’ubichinone, proveniente dal pool Q, al citocromo ¢, generando un gradiente protonico tra
la membrana mitocondriale che permette il passaggio di quattro protoni nello spazio
intermembrana prelevandone due dalla matrice e due dall’ubichinolo. 36!

La reazione catalizzata ¢ la seguente: !
ZQHZ + Q +2 Cyt Coss T 2 H;latrice - ZQ + QHZ +2 Cyt Crea 4H1-|;1ter

La struttura di questo complesso ¢ omodimerica, ciascuna subunita per i mammiferi € costituita
da undici catene polipeptidiche, ma ci puod essere una variazione tra le diverse specie, € sono

individuabili tre regioni: una membrane-spanning, una nella matrice € una intermembrana. 3’

IMS Figura 15. Struttura omodimerica del Q-citocromo ¢

ossidoriduttasi bovino, le undici catene

polipeptidiche vengono individuate in colori diversi e

la struttura generale puo essere divisa nei tre settori

Cyt b
™  Sub7? matriciale  (Matrix), transmembrana (TM) e
Sub10

Sub11

intermembrana (IMS) a seconda della posizione
rispetto alla membrana mitocondriale, in arancione
con modello ball and stick vengono individuati i

gruppi prostetici heme by, by, e ci, e con sfere verde

Matrix oliva i centri Fe-S.%7

Il citocromo c1 contiene un gruppo heme di tipo b (Em7=1+265 mV per 1 batteri ¢ Em7=+230 mV
per i bovini);3¢ la proteina Fe-S detta anche di “Rieske” contiene un cluster Fe-S, [2Fe-2S]
(Em7=1280 mV per 1 batteri e Em7=+250 mV per i bovini), essa verra trattata nello specifico nel
capitolo successivo;> 3 il terzo centro redox ¢ il citocromo b che contiene due gruppi seme con
differenti caratteristiche, uno viene detto heme br, e I’altro heme by, dove L sta ad indicare il
basso potenziale di riduzione, mentre H 1’alto (Em7=-90 mV per i batteri € Em7=-30 mV per i
bovini, per il primo) (Em7=+50 mV per i batteri € Em7=+100 mV per i bovini, per il secondo). 3’
I due gruppi heme del citocromo b sono situati nei siti attivi dove viene catalizzata la reazione

opposta di ossidoriduzione dell’ubichinolo: il gruppo heme bi ¢ situato nel sito Qp dove si lega
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I’ubichinolo per I’ossidazione di quest’ultimo; il gruppo heme bu invece si trova nel sito QN

dove entra ’ubichinone per la sua riduzione. 3’(Figura 15)

I complesso III ¢ dunque in grado di svolgere 1’ossidazione e la riduzione
dell’'ubichinolo/ubichinone con un meccanismo denominato Q-cycle. ' Questo processo ciclico
avviene con I’entrata del substrato QH2 nel sito Qp dove uno dei suoi elettroni viene diretto dalla
proteina Fe-S e dal citocromo ci, catena ad alto potenziale, verso il citocromo ¢ che poi dirige
gli elettroni verso il Complesso IV. 38 L altro elettrone viene condotto attraverso la catena a basso
potenziale, costituita dai gruppi heme br e bu verso il sito Qn dove si lega una molecola di
ubichinone che viene ridotta a semichinone da questo secondo elettrone. 3T due protoni derivati
dalla deprotonazione della molecola QH: vengono invece traslocati nello spazio

3 11 ciclo dev’essere ripetuto una seconda volta affinché la molecola si

intermembrana.
semichinone venga totalmente ridotta a ubichinolo e possa lasciare il sito Qn dopo aver
acquisito due protoni dalla matrice.*® (Figura 16)

Questo processo ciclico ripetuto due volte consente di traslocare in tutto quattro protoni nello

spazio intermembrana. 3% !!

Figura 16. Schema del meccanismo del Q-cycle. 37

2.3.1 Rieske protein nel complesso I1I

La proteina di “Rieske” ha questa caratteristica denominazione dovuta alla presenza del cluster
[2Fe-2S], detto appunto “cluster di Rieske”, che prevede la coordinazione con due ligandi
cisteina e due istidine a differenza dei piut comuni cluster [2Fe-2S] che sono coordinati solo da
leganti cisteina.’® (Figura 17)

La coordinazione di questo cluster con leganti istidina innalza il potenziale di riduzione a causa
della piu elevata elettronegativita del legante cisteina che si ha nei cluster piu comuni e lo rende
pH dipendente a causa della possibile protonazione/deprotonazione dell’istidina. 4°
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La proteina Fe-S del complesso III ¢ ancorata con il dominio N-terminale di un’elica
transmembrana a uno dei due monomeri del complesso e interagisce con 1’altro mediante il
dominio estrinseco C-terminale, e i residui da 62 a 74 fungono da linker tra questi due domini.*!
(Figura 18)

Figura 17 (sopra). Centro di Rieske del complesso 111, con
le sfere gialle vengono individuati gli atomi di zolfo, in

rosso gli atomi di ferro e in giallo la coordinazione con i M

centri di Fe e i residui amminoacidici Cys-158 e Cys-139
e His-161 e His-141, vengono inoltre evidenziate le

interazioni del cluster con gli altri residui nell’intorno

Figura 18. Struttura della proteina Fe-S del complesso 11
bovino, il dominio C terminale é situato nella porzione

positiva della membrana mentre quello N terminale é

chimico. %° situato nella porzione positiva della membrana, il centro

Fe-S viene rappresentato con sfere arancioni e gialle. 37

La struttura di questa proteina e la sua interazione con i1 gruppi coinvolti nella reazione
catalizzata dal Q-citocromo c ossidoriduttasi potrebbe essere alla base della biforcazione del
percorso degli elettroni,

infatti il perché gli elettroni non riescano a seguire la via con potenziale maggiore,
termodinamicamente favorita, non ¢ spiegabile dal solo meccanismo del Q-cycle.’”
Attualmente la precisa motivazione del percorso effettuato dagli elettroni non ¢ ancora del tutto
chiara,” ma negli anni sono state formulate molte teorie e ipotesi, un esempio ¢ quella
denominata

“Surface-modulated motion switch”. ** Questa teoria deriva da osservazioni cristallografiche
della struttura del complesso, e si basa sull’ipotesi che il Q-citocromo c ossidoriduttasi controlli
la velocita dell’elettrone nella via ad alto potenziale mediante cambiamenti conformazionali del

dominio estrinseco, della proteina Fe-S e del sito Qp per favorire il legame con il substrato.*?

Dagli studi cristallografici con raggi X ¢ stato messo in evidenza che il dominio estrinseco della
proteina & molto flessibile e potrebbe fungere da ponte mobile tra la grande distanza (31 A) che
intercorre tra il centro Fe-S e il gruppo heme del citocromo ci1 che non permetterebbe un
trasferimento elettronico rapido. +?

Con diversi tipi di inibitore del complesso III ¢ inoltre emersa una diversa conformazione di

questo dominio: un primo tipo di inibitori favorisce il blocco della configurazione della proteina
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mediante la formazione di legami ad idrogeno e un secondo tipo che invece ne promuove la
mobilita.*!

La biforcazione della via di trasporto elettronico ¢ alla base della produzione di ROS del
complesso III in quanto la specie semichinone Q- reagisce con I’ossigeno molecolare portando
alla formazione di specie come H202, soprattutto in presenza di inibitori del Q-cycle come

I’antimicina che bloccano 1’ossidazione completa del semichinone. %

3 Conclusioni

In questo elaborato sono stati descritti i meccanismi di catalisi dei complessi I, II, e III inseriti
nel processo della fosforilazione ossidativa, con una particolare attenzione al ruolo dei centri
Fe-S facenti parte della catena di trasporto elettronica.

Gli aspetti generali che riguardano la fosforilazione ossidativa sono noti, ma per molti
meccanismi la conoscenza scientifica non ¢ ancora arrivata al dettaglio molecolare: come, per
esempio, per I’enzima SQR del complesso 11, come nel caso del ruolo del cluster Fe-S N7 del
complesso I, o di quello del centro [3Fe-4S] del complesso II, o il coinvolgimento della proteina
di Rieske nella possibile biforcazione del percorso degli elettroni nel complesso III.

La comprensione dei meccanismi di trasferimento elettronico dei centri Fe-S, soprattutto quelli
del complesso I e del complesso III, sono importanti oltre che a livello biologico, per
comprendere i meccanismi di funzionamento degli organismi, anche a livello medico perché
correlati alla produzione di ROS. Le specie reattive dell’ossigeno sono coinvolte sia in patologie
neurodegenerative come nel morbo di Parkinson, nella malattia di Alzheimer,
nell’invecchiamento o nella comparsa di tumori, ma anche in processi regolatori della presenza

di ossigeno nei tessuti come nell’ipossia. %4

Il ruolo dei centri Fe-S nella produzione dei ROS ¢ un campo emergente della ricerca
biochimica in quanto nella loro produzione ci sono variazioni degli stati redox delle specie
coinvolte, ci0 1 c/uster Fe-S sono molto sensibili. dunque, lo studio di questi centri € importante
per poter agire contro la produzione di specie dannose per gli organismi e per ridurne la

concentrazione oltre che per individuarne i loro ruoli regolatori. 2
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