Prof. Giorgio Sartor

Dalla chimica alla
contrazione muscolare
e
viceversal!

Prima di iniziare ...




Alcuni concetti da conoscere

¢ Cellula

e Proteine

e ENnzimi

o ATP

e Metabolismo
e Leva
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Argomenti

1. Contrazione muscolare
e Sistema actina-miosina

2. Come si produce |'energia

e Metabolismo degli zuccheri
e Destino del piruvato:

e ciclo di Krebs e fermentazione
(ossigeno si 0 0ssigeno no)
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I muscoli
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Dal grande al piccolo ...

Fasci di fibre 28w
muscolari L%

s
AN y 1Lg Singole fibre
\%‘ \\\\t‘ ‘ 3 ¢ {;{(r muscolari

Miofibrille
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T dal piCCOIO al ?el_lul_a n-)luscolare
piccolissimo ...

Membrana

plasmatica \

Miofibrille

Sarcomero
—Banda I Banda & Banda I-
Linea Z «——ZonaH ——> Linea Z

‘e’e’e o o o R .
Filamenti
1em Filamenti  spessi & Fllamenti

. _— 1SS Pietro Giordani H il
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®

... dal piccolissimo al
Microscopico ... :

(B) ‘ Sarcomero |

\

Llnzea Filamento sottile Filamento spesso Llr%ea
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Disco
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Contrazione muscolare

m Miosina
ATP-asi

Elica di actina

Tropomiosina
ATP

. @CE++
\P' £ mgtt
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#® Node found in >90% Bootstrap trials
— — Partial Sequence
Class uncertain by matrix analysis

6% Divergence
=

An Unrooted Phylogenetic Treq

Jamie Cope, UC Berkeley
July 2000
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(A) miosina |

j«——70 nm —»|
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vescicola

miosina |

membrana plasmatica
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(A) molecola di miosina Il

<

S

testa

coda

j¢——— 150 M ———»

(B) filamento di miosina Il

teste della miosina

regione nuda
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miosina |l

membrana plasmatica
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6 - Rilascio d%

B- Forzache
determina
la contrazione

4y
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Disco Z<— —>Disco M
L

Filamento sottile

a - ATP silega alla miosina
1 b - siapre il sito dell'actina
c - la testa della miosina si stacca

a - Chiusura del sito catalitico
2 b - Idrolisi ATP H,0
¢ - Ripiegamento all'indietro della
testa della miosina

Intermedio
transitorio

3- Legame debole
della testa della
miosina all'actina

Rilascio di P;
Legame forte tra
la testa della

miosina e I'actina
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Complesso miosina—ADP-VO,>"

Eliqa Qi
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Complesso Miosina ADP-VO,3"
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Complesso Miosina ADP-VO,3"
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Posizione del
( braccio della leva
'f’ quando & legato ADP
V=
e,
Posizione del braccio
della leva quando
& legato ADP-VO,*~
Interruttore |
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6 - Rilascio d%

B- Forzache
determina
la contrazione

4y
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Disco Z<— —>Disco M
L

Filamento sottile

a - ATP silega alla miosina
1 b - siapre il sito dell'actina
c - la testa della miosina si stacca

a - Chiusura del sito catalitico
2 b - Idrolisi ATP H,0
¢ - Ripiegamento all'indietro della
testa della miosina

Intermedio
transitorio

3- Legame debole
della testa della
miosina all'actina

Rilascio di P;
Legame forte tra
la testa della

miosina e I'actina

16



17



Actina

;roteina globulare di 43 kDa, diametro di circa
nm,

Abbondante nelle cellule eucariote (5-10% di
tutte le proteine), nel tessuto muscolare ¢ la
piu abbondante (circa 20% delle proteine
totali)

La singola subunita di actina (Actina G) si puo
legare ad altre due subunita, formando cosi un
polimero lineare.

Due polimeri lineari avvolti tra di loro danno
origine ad un filamento (Actina F) che va a
formare il citoscheletro..

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Filamenti di actina

Continuamente assemblata e

disassemblata;

Controllati da ATP/ADP:

- Con ATP aggrega in filamenti (estremita in

crescita)
— Con ADP dissocia dai filamenti (estremita in
dissoluzione)
e Joni
¢ Falloidina
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -387-
ADP ATP
actina legata actina legata
P
ad ADP Q B AT
A

25 maggio 2011
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@ @ @ Estremita (+) Estremita ()
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Actina
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Filamenti di actina

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -41-
molecola di actina
estrermt-imend estremita meno
estremita pit estremita pit
®) ©
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monomeri di actina

proteina
di collegamento lateral

proteina cappuccio (blocco dell’estremita)

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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ABP, Actine Bindig Proteins

e Profilina: si lega ai singoli monomeri di actina.
Favorisce la formazione dei filamenti.

e Severina e Timosina: si legano anch'esse ai
singoli monomeri di actina. Ostacolano la
formazione dei filamenti

e Gelsolina: taglia il filamento e si lega all'estremita
"piu" appena formata;

e Fimbrina, a-actinina, Tropomiosina, Fodrina,
Villina: organizzano i microfilamenti in fasci
paralleli
Filamina: organizza i microfilamenti in reticoli
Spettrina, Distrofina, Vinculina, Talina,
Tensina: collegano i microfilamenti alla
membrana plasmatica

e Miosina/e: si muove sui microfilamenti.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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%@c@

Side-binding Impacchettamenta
(tropomiosina) (x-actinina, vilina, sinapsina)

Reticolazione
(Filamina, ABP120)

O N
Polimerizzazione N
) g DIEEDEIEZ\DHE (%
Ty ADF, actofonina
) ( )

Dissociazione

Nucleazione e protezione
Legame ai {Gelsaling) {Gelsalina, saverina, fragmma)
manometi
(Profilina, timosina 84, \
4DF)
Protezione
Al\umgamentn f’%
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Disco Z<— —>Disco M
L

Filamento sottile

a - ATP silega alla miosina
1 b - siapre il sito dell'actina
c - la testa della miosina si stacca

6 - Rilascio di ADP

a - Chiusura del sito catalitico
2 b - Idrolisi ATP H,0
5- Forza che c - Ripiegamento all'indietro della
determina testa della miosina
la contrazione

e Intermedio
transitorio

a4 a - Rilascio di P;

b - Legame forte tra
la testa della
miosina e I'actina

3- Legame debole
della testa della
miosina all'actina

25 maggio 2011 -47 -
) complesso
actina della troponina tropomiosina
| I
10 nm
L . Il Ca’*espone il sito di legame
La tropomiosina blocca il er la miosina nella tropomiosina
sito di legame per la miosina P P
actina

25 maggio ¢ -48 -
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Altro punto di vista

Miosina

Tropomiosina
Actina

Sito di legame
della miosina

Troponina
Ca ++

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Lume del Reticolo
Sarcoplasmatico

Pompa del Calcio
g i ’ T i i
7 \ Canale del rilascio
Y, del Calcio

[ i /
| |/
/

Membrana del SR

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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LUME DEL TUBULO T
(SPAZIO EXTRACELLULARE)

membrana del tubulo T

[} o :
canale p?er iI.Caz" coﬁtrollz:to depolarizzata
dal potenziale di membrana ®

® o 00
membrana
del tubulo T [
polarizzata
potenziale
CITOSOL d'azione
—_—
membrana
del reticolo

sarcoplasmatico

®%e % rg) :
canale per la liberazione o ®
di ioni C.az; ® 900 0
LUME DEL RETICOLO
SARCOPLASMATICO
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Animazioni

http://www.youtube.com/watch?v=gJ309LfHQ3M

http://www.youtube.com/watch?v=VQ40MSi6gAg&feature=related
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Movimento di actina su vetrino coperto di
miosina
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trasversali

ee w ®
Prot. Ulorglo‘bartor (@ ISISS Pretro Giordant
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S Pietro Giordani

SIS!

I

@

Prof. Giorgio Sartor
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cortex di actina lamellipodio substrato

la polimerizzazione di actina

cortex in tensione all’estremita pit provoca

spostamento di actina non polimerizzata

miosina Il
CONTRAZIONE

(

ADESIONE
E TRAZIONE

contatti focali
(contengono integrine)

PROTRUSIONE

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

I'emissione di un lamellipodio

PROTRUSIONE
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Movimento!!!

¢ Il meccanismo molecolare che permette
il movimento sia nel grande (muscolo
scheletrico) che nel piccolo (dentro la
singola cellula) sfrutta la stessa
sorgente di energia:

ATP

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -61-

Movimento!!!

¢ Il meccanismo molecolare che permette
il movimento sia nel grande (muscolo
scheletrico) che nel piccolo (dentro la
singola cellula) sfrutta la stessa

sorgente di energla Py
i1 8 G

o \}0/ \\ /P\\

(o]

OH OH
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Movimento!!!

¢ Il meccanismo molecolare che permette
il movimento sia nel grande (muscolo
scheletrico) che nel piccolo (dentro la
singola cellula) sfrutta la stessa
sorgente di energia:

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -63-

Nucleotidi liberi

¢ I legami che tengono insieme i residui di
fosfato sono legami di tipo anidridico.

NH

2

i i

| i |

P P P
o\ o\ o T

(e] o

o
i :
+3H0 —» 2 -~ +4 H+
¢P\ /P\\ 2 (6] \\OH
(0] 0 0 o
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 64~
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ADP e ATP

e Legami di tipo anidridico
e Legami di tipo fosfoestereo

NH, NH,
N7 SN >N
o] 0 \ \> 0 o) N ‘ N\
Sy o SN
_-
o o o o o
0] (0] (0] o o
o 0
OH OH OH OH
ADP ATP
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -65-

Trasporto di energia

ATP + H,0 — ADP + PO,*

AG®’ = -7.3 kcal-mole! (-30.6 kJ-molet) a pH 7
AG® = -10 kcal-molet (-42 kJ-molet) a pH 9

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 66 -
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AG

¢ Il valore di AG dipende da:
- Forza ionica
- Concentrazione di Mg+~
- Concentrazione di Ca*++

¢ Nelle normali condiziono cellulari vale circa:
-12 kcal-mole-!
¢ I nucleotidi sono contemporaneamente:
- Stabili
- Solubili
— Carichi
- Reattivi

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Perché il AG®’ dell’ATP vale -30.6 kJ-mole-1?

e Repulsione tra cariche
- Maggiore in ATP che in ADP

ik ey

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Perché il AG®’ dell’ATP vale -7.3 kcal-mole-1?

e Stabilizzazione per risonanza

- Del fosfato
[ ] 3, Hf
Q 0
|
P - _
o | ?O > (0] F\)?O 3- H+
O 0 0 '
i i - O/RTO
— o 0
I |
- > P -
0= -0 oo
o) 0]
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Trasporto di energia

ATP + H,0 — AMP + P,0,% — 2P0,

AGY = -7.3 kcal-mole t AG? = -8 kcal-mole!

0o o
g =
“oao N0 o [T NH,
oo N

Sz N\N
iy HO OH

_p =N
[O 2 -Q (6] NF NH, fo)
\Q’ 7 + I I I
- P —» 2 __P _
s Na N ) 0 1o
HO OH o
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -70-
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ATP e Mgt+

e Nella cellula I’ATP e spesso complessato con lo

ione Mg++
(0]
P _P__P =N
o 10 10" - o N/> NH,
N tad
AN g
Mg++ H

e Per formare uno ione complesso.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Qualche doma
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Metabolismo

E il processo che permette di ricavare
energia da legami chimici (sottoforma di
nucleotidi trifosfati, equivalenti riducenti, ecc.) €

di utilizzarla (per produrre legami chimici,
energia, calore, ecc.)

Tutta la chimica dei viventi!

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Metabolismo

Nutrienti Macromolecole
Carboidrati Carboidrati
Grassi Grassi
Proteine Proteine

CATABOLISMO ANABOLISMO
(demolizione) (sintesi)

NADPH

Prodotti Intermedi
monosaccaridi, aminoacidi,
_m " - composti carbonilici,
Prodotti finali semplici amine, nucleotidi...

CO,, H,0, NH,

HONIO SINTESI

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Metabolismo del carbonio

N.O. Carbonio < +4 DGlucose N.O. Ossigeno = 0

R 02 Luce

Cellule
Cellule fotosintetiche

H,0, CO,

N.O. Ossigeno = -2 N.O. Carbonio = +4

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
PROTEINE POLISACCARIDI LIPIDI
ADP + Pi A’a\\‘ ADP + Pi jl ADP + Pi I
ATP ATP FASE IDROLITICA
Aminoacidi Esosi; Pentosi Ac. Grassi; Glicerolo

ADP + Pi
ADP + Pi ADP + Pi
ADP + Pi
ATP

o- chetoaadl\__, P|ruvat0

II
FASE OSSIDATIVA
\AietHCoA
o, II1
ADP + Pi
ATP
NH; H,0 CO,
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PROTEINE

ADP + Pi ADP + i
ATP
ATP

POLISACCARIDI

LIPIDI

ADP + Pi I
ATP FASE IDROLITICA

— » Piruvato

Aminoacifi Esosi; Pentosi Ac. Grassi; Glicerolo
ADP + Pi
GLICOLISI ADP + Pi ADP + Pi _
ADP + Pi
GLUCONEOGENESI \\ ATP ATP AT
a-chetoakidi ATP

ADP + Pi "5\\‘
ATP

ADP + Pi
ATP

ADP + Pi I
ATP FASE IDROLITICA

I 4 II
\ I FASE OSSIDATIVA
\\Aiet”CoA
o, 111
ADP + Pi
ATP
NH; H,O0 CO,
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -79-
PROTEINE POLISACCARIDI LIPIDI

25 maggio 2011
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Aminoacidi Esosi; Pentosi Ac. Grassi; Glicerolo
ADP + Pi
ADP + Pi ADP + Pi )
ATP ATPi‘k' ATP ADP + Pi
a-chetoacidi ——, Piru‘tato ATP
DESTINO DEL l II
PIRUVATO FASE OSSIDATIVA
\ \‘ AcetilCoA X
o, 111
ADP + Pi
ATP
NH, H,O CO,

- 80-
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PROTEINE

ADP + Pi "5\\‘
ATP

Aminoacidi

POLISACCARIDI LIPIDI

ADP + Pi ADP + Pi
ATP ATP

Esosi; Pentosi Ac. Grassi; Glicerolo

ADP + Pi
ADP + Pi DP + Pi
ADP + Pi
ATP

a-chetoacidi

\\\i Piruvato

I

FASE IDROLITICA

II

FASE OSSIDATIVA

AcetnICoA
Ciclo degli Acidi
Tricarbossilici
o, 111
ADP + Pi
ATP
NH; H,O0 CO,
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -81-
PROTEINE POLISACCARIDI LIPIDI
I

ADP + Pi "5\\‘
ATP

Aminoacidi

ADP + Pi ADP + Pi
ATP ATP

Esosi; Pentosi Ac. Grassi; Glicerolo

ADP + Pi
ADP + Pi DP + Pi
ADP + Pi
ATP

a-chetoacidi =,

Fosforilazione
ossidativa

25 maggio 2011

\\\_: Piruvato

\Ac‘etaj
ADP + P
ATP
NH; H,0 CO,

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

FASE IDROLITICA

II

FASE OSSIDATIVA

III
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Glicolisi

e In tutte le cellule avviene la glicolisi

 Dieci reazioni, le stesse in tutte le cellule, ma con
diversa cinetica

e Tre fasi:

- La prima fase converte il glucosio in fruttosio-
1,6-difosfato,

- La seconda fase scinde il fruttosio-1,6-difosfato
in due triosi,

- La terza fase produce due molecole di piruvato.
e I prodotti sono: piruvato, ATP e NADH.
e Esistono tre diversi destini possibili del piruvato.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -83-
Glicolisi
¢ Gli enzimi sono confinati nel citoplasma della
cellula.

e Gli intermedi sono tutti fosforilati.
- Non passano attraverso le membrane.
- Vengono riconosciuti dagli enzimi.

- Sono convertiti in intermedi ad alto potenziale di
trasferimento del fosfato che sono in grado di
fosforilare I’ADP ad ATP.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 84—
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Fasi della glicolisi

Fosforilazione del substrato
ed attivazione,

Scissione dello zucchero a
sei atomi di carbonio,

Recupero dell’'energia nella
fosforilazione dell’ADP.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -85-
L,OH
Glucoso KE h ATP
-+ SITO DI
- o %"“' REGOLAZIONE
Glucoso-6-fosfato @ ADP
Fosfoglucoisomerasi
O
M2 o CHOH
Fruttoso-6-fosfato
ATP
~ /O\CH Fosfofruttochinasi SITO DI
° REGOLAZIONE
Fruttoso-1,6-bifosfato
ADP
/\:mms' Gliceraldeide- 1,3-bifosfoglicerato
o o 3-fosfato
< >po,- -7 TCH, deldrogenaS| o,
Hovg - 0:
o
Diidrossiacetonfosfato
o7 “H NAD* + P,
3-fosfogliceraldeide
Fosfogliceratochinasi | Mg*+
SITO DI ATP
REGOLAZIONE
POE--/O\ H,
Piruvato
" chinasi Fosfogllcera(nmutasr oH
o Mg K Enolasi _
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Destino del piruvato

e In assenza di ossigeno
- Riduzione a lattato

- Prima riduzione a lattato poi Ripristino di
decarbossilazione ad acetato NAD+* per
continu

— Prima decarbossilazione ad aldeide

poi riduzione ad etanolo glicolisi

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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ATP
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No O,

ANAEROBIOSI
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Lattico deidrogenasi EC 1.1.1.27

R
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Lattico deidrogenasi EC 1.1.1.27

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -96 -

48



Lattico deidrogenasi EC 1.1.1.27

..

Omologo del
piruvato
Arg 171
His 195

NAD+
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Piruvato decarbossilasi EC 4.1.1.1

e Catalizza la decarbossilazione del
piruvato.

e Usa la tiamina pirofosfato come
coenzima

o

. NH, ,
HEC—< X 4

ACIDO ACIDO
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Piruvato decarbossilasi EC 4.1.1.1
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Piruvato decarbossilasi EC 4.1.1.1
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Alcool deidrogenasi EC 1.1.1.1

e Catalizza |la reazione di ossidoriduzione:

H H H
+
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i
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o
H \'H
o H O—H
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s ]
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Alcool deidrogenasi EC 1.1.1.1
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Energia dalla glicolisi
AG = -43.4 kJ mol!

CcH{,06 + 60, > 6CO, + 6H,0
AG = -2850 kJ mol!

e La scissione di glucoso a piruvato
utilizza solo il 1.7% del contenuto
energetico del glucoso.
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FEGATO
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Qualche domanda

‘

0,

AEROBIOSI
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Aerobiosi

o
o
2 Piruvato H;C)Kﬁ

0
[ Ossidazione

BN -
Suitatc aerobica NAD+

Acetil-CoA

NADH

02— Fosforilazione ATP

ossidativa [N\ |
sy

6 CO, + 6H,0

NAD*

ADP + Pi
Ciclo di
Krebs
H+

Aerobiosi

* In condizioni aerobiche il piruvato prodotto
dalla glicolisi e dalla degradazione degli
aminoacidi é ossidato a H,O e CO, nella
respirazione cellulare.

» Cio avviene in tre stadi
— Produzione di acetil-CoA (decarbossilazione del
piruvato)
— Ossidazione dell’acetil-CoA a CO, (Ciclo di Krebs)
— Trasferimento di elettroni e fosforilazione
ossidativa (produzione di H,O e ATP con
consumo di O, ).
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Trasporto A e

rasporto o di elettroni ~
di elettroni ( via NADH e ™
via NADH AN rADI I ™

7 v/
R | /
] 7
| IMITOCONDRIO
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Fosforlazione a Fosforilazicre a FOSFORILAZIONE
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¥lembrana
[nterna
Membrana

Cristae
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Piruvato deidrogenasi

Produzione di acetil-CoA
(decarbossilazione del piruvato)

25 maggio 2011
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Acetil-CoA
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Complesso piruvato deidrogenasi

¢ Il complesso piruvato deidrogenasi € un gruppo di enzimi
associati non covalentemente che catalizzano la
decarbossilazione del piruvato e formazione di Acetil-
CoA.

e La reazione forma contemporaneamente NADH
trasferendo uno ione H- al NAD™.

e Il NADH passa gli elettroni alla catena respiratoria

e La reazione ha un AG®°’' = -33.4 kJ/mol (essenzialmente
irreversibile).

NAD+ NADH
_ CoA—SH
(o] (o]
I - o Con
e + co
H,C o TPP, Lipoato, FAD /J§ 2
H,C (o]
Complesso piruvato deidrogenasi
(E; + E, + E;)
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Complesso Piruvato deidrogenasi

25 maggio 2011
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25 maggio 2011

| tre enzimi

Il complesso piruvato deidrogenasi PDC
consiste in tre enzimi:
— piruvato deidrogenasi EC 1.2.4.1
* (E,, arancio) (B),
— diidrolipoil transacetilasi EC 2.3.1.12
* (E,, verde) (A),
— diidrolipoil deidrogenasi EC 1.8.1.4
* (Es, violetto) (B).
In E. coli il complesso consiste in 24
coppie di E;, 24 coppie di E, e di 12
coppie di E,.
E, funziona come “core” del complesso

(©).

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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« La diidrolipoil transacetilasi (E,) e
centrale in questo meccanismo.

* |l braccio flessibile del lipoato:

—lega il gruppo acetile e lo trasferisce al CoA
e

— accetta due elettroni dalla piruvato
deidrogenasi (E,) e li trasferisce al diidrolipoil
deidrogenasi (E;).
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Legame del piruvato
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Decarbossilazione del piruvato

N\,
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Formazione di diidroacetillipoamide
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Legame del Coenzima A
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Formazione di Acetil-CoA
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Ossidazione della diidrolipoamide
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Riduzione del FAD

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -128 -

64



Legame del NAD*
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Riduzione del NAD*
\ o
N
/ ’
S
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Ritorno al punto di partenza
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Ciclo di Krebs

Ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA)
Ciclo dell’acido citrico

Ossidazione dell'acetil-CoA a CO,

Krebs e Lipmann

Premio Nobel per la Medicina 1953

"for hiz dizcovery of the citric acid  "for hiz discovery of co-enzyme A
cycle! and itz importance for intermediary
metabolism'!

Hans Adolf Krebs Fritz Albert Lipmann
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Ciclo di Krebs

* |l ciclo di Krebs € al centro del
metabolismo.

* Le vie degradative (catabolismo) lo
alimentano, le vie sintetiche
(anabolismo) ne usano i componenti.

 E una via “ANFIBOLICA”, opera infatti
sia nel catabolismo che nell’anabolismo
cellulare.
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Ciclo di Krebs

» Tutte le reazioni avvengono nella matrice
mitocondriale.

* Nei mitocondri vi sono anche gli enzimi della
fosforilazione ossidativa e quelli della ossidazione
degli acidi grassi e degli aminoacidi.

Acetil-CoA + 3 NAD* + FAD + GDP + P, + 2H,0

\
2CO, + COA-SH + 3 NADH + FADH, + GTP + 2H*
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Carbohvdrate

trioscphosphate ar lactic acid
} —zH
pyruvic acid
l +1,0—
oxaloacetic acid T eitrie acid 4 CO,

//ﬂ—zr[ —H0 \

malic acid ds-aconitic acid
T +H,0 +H,0 l
]
fumaric acid isocitric acid

S 4

succinic acid TH g-ketoglutaric acid
+CO, —zH +CO,

Krebs and Johnson (1937) “The role of citric acid in the
intermediate metabolism in animal tissues”.
Enzymologica 4:148-156.
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
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Ciclo di Krebs
ALIMENTAZIONE

RIPRISTINO
del CICLO

25 maggio 2011
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Qualche domanda

Power,
Sex, Suicide

Mitochondria and the
Meaning of Life

w
o

w o

NICK LANE .

_Anthor of Oxygen
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Membrana
mitocondriale

Spazio
intermembrana
ATP
Membrana sintasi
mitocondriale
interna
Matrice .
mitocondriale v 'Y ;
FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA

TRASPORTO DI ELETTRONI
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La catena respiratoria
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2:H+
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Furnarate reductase
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Trasporto di elettroni

e In una reazione di ossidoriduzione

on + Bred — Box + Ared
A, € la forma ossidata di A (ossidante)
B4 € la forma ridotta di B (riducente).

e Per questo trasferimento di elettroni si possono considerare
le reazioni di semicella:

AOX + ne —— Ared Fet+*++ 1e- <— Fe**

Box + N& ——= By

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Trasporto di elettroni

e Per ogni semireazione vale

on + ne —* Ared

Box + Ne” —— B,

e quando [Al =[A]l, E=E"

e E° & il potenziale redox di semireazione, € il potenziale quando la
concentrazione delle specie ossidate e ridotte sono uguali.
Specie ridotta]

RT
E=E°+ In
nF [Specie ossidata]
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Trasporto di elettroni

e Per un trasferimento di elettroni:

AE®" = E°' (ossidante) ~ Eo,(riducente) = E” (accettore) EO'(dO”ato"e)

AG®' = -nF AE®'

e Un trasferimento di elettroni &€ spontaneo (AG
negativo) se il potenziale (E°’) del donatore & piu
negativo del potenziale (E°") dell’accettore.

e Se AE* & positivo la reazione & spontanea.
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Trasporto di elettroni

e Consideriamo il trasferimento di due elettroni dal NADH

all’ossigeno:
2 0, + 2H* + 2e” > H,0; E°' = +0.815V
NAD* + 2H* + 2e- > NADH + H*; E°' = -0.315V

e Sottraendo la seconda dalla prima:

2 0, + NADH + H* > H,O + NAD*

AE*'= +1.13V
AG = — nFAE®' = - 2(96494)(1.13) = - 218 kJ/mol
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Potenziale

N
1+ Mn(III)/(IV)
0.815 .Fe(IIIM(IV)VZOZ/HZO
0.5 S
ju—.
B
N Cu(I/II) o
T -
__0.0— o
> ©
g citocromi 2
-0.315 NAD+/NADH| 5
-0.5— w
cluster Fe-S
-1.01—
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e I trasportatori di e Complessi enzimatici:
elettroni: - Complesso I:
L ¢ NADH-CoezimaQ
- Nucleotidi: ossidoreduttasi (EC
o NAD*/NADH, 1.6.5.3)
o FAD/FADH*/FADH,, - Con;plejsscillc: o reduttas
e Succinato-CoQ reduttasi
* FMN/FMNH*/FMNH, ossidoreduttasi (EC
- Trasportatori mobili: 1.3.5.1)

Complesso III:

e Coenzima
Q e CoQ-cyt c reduttasi

* Citocromo c ossidoreduttasi (EC EC
- Composti ionici: c 1-1|0-2-2)IV
ot JEatt i - Complesso IV:
* Fe ./Fe .nel' e Citocromo ossidasi (EC
- citocromia, b, ce 1.9.3.1)

- nei centri ferro-zolfo

Complesso V: ATP sintasi
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Trasportatori di elettroni: FMN

(o]
T e —
. PN iy

H3C N~ °N” o H,C
Base di smff/’ ‘
R

I

ridotta H

L FMN FMNH+ FM

Ribosio in

forma aperta

e La flavinamononucleotide (FMN), quando

- legata al sito attivo di un enzima, puo

A accettare un elettrone per formare il radicale
semichinonico. Il semichinone puo6 accettare

un secondo elettrone per formare FMNH,.

e Poiché pu0 accettare o donare uno o due
elettroni, FMN ha un ruolo importante per
trasferire elettroni tra trasportatori che
portano due elettroni (NADH) e quelli che ne
possono accettare uno solo (Fe*++).
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Trasportatori di elettroni: Coenzima Q

0
0 CcH
H,C” 3 H
H,C
0 YT o 2 ﬁ/gm2
CH, O CH, CH,

e Il Coenzima Q (CoQ, Q, ubichinone) € un
trasportatore di elettroni idrofobico.

e E immerso nella membrana

e La struttura del CoQ comprende una lunga

coda isoprenoide (n = 10) che & responsabile
dell’idrofobicita.
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Trasportatori di elettroni: Coenzima Q

0 OH
o) cH o CH
H,C” 3 H,C” ?
C‘) = nH e e + 2H* ? o nH
CH, © CH, \Q \7" CH, OH CH,
o /
o CH
H,C” ?
9 ST
CH, O CH,

¢ Quando ¢ legato al proprio sito il CoQ puo accettare un
e per formare un radicale semichinone (Q--).

e Quindi il CoQ, come FMN, puo trasferire uno o due e
fra donatori e accettori.

e Il CoQ funziona come un trasportatore mobile di e
all’interno della membrana interna mitocondriale.
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Trasportatori di elettroni: gruppo Eme

e Il gruppo eme € il gruppo prostetico
dei citocromi.

e Contiene uno ione Ferro coordinato
con quattro atomi di azoto di un
anello porfirinico.

e Nelle tre classi di citocromi (a, b, c)
il gruppo eme si differenzia
leggermente per i sostituenti
dell’anello porfirinico

e Sono comuni le due catene di
propionato

e Solo il gruppo eme c € legato
covalentemente alla proteina
attraverso legami tioestere con
residui Cys.
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Trasportatori di elettroni: gruppo Eme

e Lo ione Ferro nel
gruppo eme puo
subire reazioni di
ossidoriduzioni
con un elettrone
tra lo stato
ferroso (Fe**) e
ferrico (Fe*t++):

Fett ——= Fet*t+ Je-
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Trasportatori di elettroni: Gruppo Eme a

e Il gruppo eme a
possiede una
catena farnesilica
(tre unita
isoprenoidi) che
ne conferiscono
una certa
idrofobicita.
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Trasportatori di elettroni: Eme nel citocromo c
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Trasportatori di elettroni: Eme nel citocromo c

¢ L’anello porfirinico € planare.

e Il Fe nel gruppo eme & anche
coordinato con due ligandi
assiali al di sopra e al di sotto
del piano (X,Y).

e I ligandi possono essere atomi
di zolfo o azoto di catene
laterali di aminoacidi.

¢ Nel citocromo ¢ sono lo zolfo
di una Met (sotto) e I'azoto di
una His (sopra).

e I gruppi eme che legano
ossigeno (emoglobina,
mioglobina, ecc.) hanno una
posizione libera per |'0,.
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Trasportatori di elettroni: Eme nel citocromo c

¢ L’anello porfirinico € planare.

e Il Fe nel gruppo eme & anche
coordinato con due ligandi
assiali al di sopra e al di sotto
del piano (X,Y).

e I ligandi possono essere atomi
di zolfo o azoto di catene
laterali di aminoacidi.

¢ Nel citocromo ¢ sono lo zolfo
di una Met (sotto) e I'azoto di
una His (sopra).

e I gruppi eme che legano
ossigeno (emoglobina,
mioglobina, ecc.) hanno una
posizione libera per |'0,.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Trasportatori di elettroni: Eme nel citocromo c

¢ L’anello porfirinico € planare.

e Il Fe nel gruppo eme & anche
coordinato con due ligandi
assiali al di sopra e al di sotto
del piano (X,Y).

e I ligandi possono essere atomi
di zolfo o azoto di catene
laterali di aminoacidi.

¢ Nel citocromo c sono lo zolfo %
di una Met (sotto) e I'azoto di A
una His (sopra).

e I gruppi eme che legano
ossigeno (emoglobina,

mioglobina, ecc.) hanno una
posizione libera per I'O,.
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Trasportatori di elettroni: Eme nel citocromo c

¢ L’anello porfirinico € planare.

e Il Fe nel gruppo eme & anche
coordinato con due ligandi
assiali al di sopra e al di sotto
del piano (X,Y).

e I ligandi possono essere atomi Y
di zolfo o azoto di catene
laterali di aminoacidi.

¢ Nel citocromo ¢ sono lo zolfo
di una Met (sotto) e I'azoto di
una His (sopra).

e I gruppi eme che legano
ossigeno (emoglobina,
mioglobina, ecc.) hanno una
posizione libera per |'0,.
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c
. -
>
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c

25 maggio 2011

I residui di Lys (in
magenta), sono
superficiali e carichi
positivamente

Circondano la tasca
dove alloggia il
gruppo eme.

Interagiscono con le
catene di propionato
del gruppo eme
(cariche
negativamente).
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c

25 maggio 2011

I residui di Lys (in
magenta), sono
superficiali e carichi
positivamente

Circondano la tasca
dove alloggia il
gruppo eme.

Interagiscono con le
catene di propionato
del gruppo eme
(cariche
negativamente).
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c

Complesso Iv

Spazio 2Ht
Intermembrana

Matrice  He N
mitocondriale

1/2 05 2HY Hy0

Citacroma ossidasi

e [ residui di Lys interagiscono con la superficie carica
negativamente del complesso III che lega il Cyt c e dal
quale riceve un elettrone.
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Trasportatori di elettroni: Citocromo c

e I residui di Lys interagiscono con la superficie carica
negativamente del complesso III che lega il Cyt c e dal
quale riceve un elettrone.
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Trasportatori di elettroni: i centri Fe-S

s Cys Cys \
. Fs / s. 7 L. %
o N Vo N /" 's )
. 2. L e \
\2-(5/ s Cys—¢" \s/ 'S $
Cys/ ° (.f!’;@ .;// 2
Fe,S, Fe,S,

e I centri ferro-zolfo (Fe-S) sono gruppi prostetici che
contengono ione Fe (da uno a quattro) complessati con
atomi di zolfo elementare o di Cys.

e Le proteine trasportatrici di elettroni possono contenere
piu centri Fe-S.
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Trasportatori di elettroni: i centri Fe-S
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Trasportatori di elettroni: i centri Fe-S

e I centri Fe-S s Cys
trasferiscono un solo /
. s Fe—S
elettrone per volta tra gli e /)Q Cys
. S ~
ione Fe a causa della . S—F%{S/—Fe\ /
vicinanza degli ioni. \Fe_s T g
. . . s
e Il numero di ossidazione cys—
del ferro varia da +3 a Fe s
+2 4

(Fet++);(Fett), + 1e «——= (Fett*),(Fett),

(Ossidato) (Ridotto)

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -177 -

La catena respiratoria

Membrana

Membrana

Matrice

e Molti componenti della catena respiratoria sono
localizzati nella membrana interna mitocondriale (o
nella membrana citoplasmatica dei batteri aerobi).

e La membrana interna mitocondriale & ripiegata a
formare delle creste che aumentano la superficie.
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I mitocondri
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Complex [ Complex 11 Complex IT1 Clomplex I¥

L 11022

1 [1.1022] 0

s +02
3 D

0 0
- omain ZH*  Hz0
Hg (Peripheral arm) Cytochiome © oxidase
(boving)

Cyochioms bel complex

O Q
Succinat Fumarat
(bovine)

e Il trasferimento di elettroni dal NADH all’O, coinvolge
dei complessi enzimatici composti di pit subunita
(complessi I, III e 1IV) alloggiati nella membrana interna
mitocondriale.

e Sono anche coinvolti i trasportatori mobili CoQ e Cyt c.
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Complex [ Complex 1T Complex ITT Complex IV

Lomer

e C O
70 ZH* Hz0

Cychroms ¢ oxidase

Cyoc hrome be | complex (bovine )
(boving

NADH!

¢ All'interno di ogni complesso gli elettroni passano
sequenzialmente attraverso una serie di trasportatori di
elettroni.

¢ Il CoQ ¢ localizzato nella fase lipidica della membrana
ed ha siti di legame sui complessi proteici.

e Il cyt c & localizzato nello spazio intermembrana, si lega
alternativamente al complesso III e IV durante il
trasporto di elettroni.
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Conplex [ Complez IT Conplex Il Comglex IT

[nner
minchonddal - i !
membpdd {50 M b - ) iz 12 Sl

IMiwchoodrial
iy

) o
9 zHT Hw

ot hooime 3 oxidass
{bowize)

. NAD+O O'HY . . . .

e All'interno di ogni complesso gli elettroni passano
sequenzialmente attraverso una serie di trasportatori di
elettroni.

e Il CoQ ¢ localizzato nella fase lipidica della membrana
ed ha siti di legame sui complessi proteici.

e Il cyt c & localizzato nello spazio intermembrana, si lega
alternativamente al complesso III e IV durante il
trasporto di elettroni.
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Conplex [ Complez IT Conplex Il Comglex IT

Inner i
minchohdsial
me et 0l W 2 TH T ML

IMiwchoodrial
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o)
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ot hooime 3 oxidass
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ZH*  Hzu
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e All'interno di ogni complesso gli elettroni passano
sequenzialmente attraverso una serie di trasportatori di
elettroni.

e Il CoQ ¢ localizzato nella fase lipidica della membrana
ed ha siti di legame sui complessi proteici.

e Il cyt c & localizzato nello spazio intermembrana, si lega
alternativamente al complesso III e IV durante il
trasporto di elettroni.
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Conplex [ Complez IT Conplex Il Comglex IT

HADH dchydroge

[nner
minchohdsial
me et 0l W - : TH T ML

IMiwchoodrial
et

Cychiome 3 oxidase
complex {borize}

e All'interno di ogni complesso gli elettroni passano
sequenzialmente attraverso una serie di trasportatori di
elettroni.

e Il CoQ ¢ localizzato nella fase lipidica della membrana
ed ha siti di legame sui complessi proteici.

e Il cyt c & localizzato nello spazio intermembrana, si lega

alternativamente al complesso III e IV durante il

trasporto di elettroni.
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Complesso 1

e Il Complesso I catalizza
I'ossidazione del NADH con
riduzione del CoQ:

NADH + H* + CoQ — NAD* + CoQH,

e La struttura ad alta risoluzione
non & ancora disponibile, si ha
una struttura al microscopio
elettronico.

e Il complesso ha forma di L.
HaDH
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Complex I

HADH dehsd mogenaze
{ The s themaphilua)
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¥Peripheral axm)
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Complesso 1

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

-187-

Complesso 1

¢ Il dominio dove si lega
il NADH protrude nella
matrice mitocondriale.

e Il CoQ si lega nel
dominio di membrana.

e I centri Fe-S sono
localizzati nel dominio
che lega il NADH e nel
dominio che lo connette
alla membrana.
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NAD* + 2H*
NADH + H*
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Complesso 1

MNaD+ + 2HT

Spazio transmembrana

LS
~—2Ht

Matrice mitocondriale

MADH + HY
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NATURE|Vol 465[27 May 2010

NEWS & VIEWS

Iron-sulphur

Long o-helix
from Nuol

Cytoplasm

Periplasm Muel NuoM NuoA//K

H*

Figure 1| Indirect coupling of electron transfer to proton pumping in
complex |. Complex], an enzyme found in mitochondrial and bacterial
membranes, converts energy by coupling electron transfer to proton
pumping. Sazanoy and colleagues’ crystal structures’ of bacterial complex 1
reveal that the transmembrane NuoL subunit of the enzyme projects a
long a-helix through the adjacent NuoM and NuoN subunits. They suggest
the following mechanism to explain how electron transfer drives proton
pumping. a, Pairs of electrons from the metabolic intermediate NADH are
transferred to a cofactor (flavin mononucleotide, FMN} and then passed
alonga chain of iron-sulphur clusters in the extramembrane region of
complex I, eventually reaching a quinone cofactor; blue arrows indicate

pariplasm H+

the electron-transfer pathway. This allows a proton (H*) to pass through
complex [ at the interface of the extra- and intramembrane regions. Protons
can also enter channels in NuoL, NuoM and NuoN from the cytoplasm, but
cannot pass through. White circles with minus signs represent negatively
charged amino acids, which are key to proton transport. b, Conformational
changes in the NuoA/]/K/H subunits push the long a-helix towards the
other transmembrane subunits. This tilts three other helices in NuoL,
NuoM and NuoN, causing the reorientation of certain residues in the
subunits’ channels. These local conformational changes allow protons in the
channels to pass through the channels and enter the periplasm (the space
between the inner and outer bacterial membranes).
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Complesso 1

I trasferimenti di elettroni dal NADH sono:
NADH + H* + FMN > NAD* + FMNH,
FMNH, + (Fe-S),, > FMNH- + (Fe-S),.4 + H*
Dopo che il centro Fe-S é riossidato per trasferimento di

un elettrone al successivo, puo accettare il secondo
elettrone dal FMNH- :

FMNH- + (Fe-S),, > FMN + (Fe-S),, + H*

Gli elettroni passano da una serie di centri Fe-S fino al
CoQ.

Il CoQ accetta 2 e~ e preleva 2 H* per fomare il CoQH,
completamente ridotto.
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Complesso 1

et
Fe Fe+

Fe++ + CoQ
le\—Fet++ Fe++ Fat++ CoQH:

2e FMNH*

le- Fe*+ Fe*t++ Fe++ CoQH-
NAD+ FMNH, ‘IEX ‘13 1e-
Fet++ Fe++ Fet++ CoQH,
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Complesso II

e La succinato deidrogenasi del
ciclo di Krebs & anche
chiamata complesso II o

00 succinato-CoQ reduttasi.
E Fumarato e Il FAD e il recettore iniziale
o™ "o . .
FADH:{ Succinato degli elettroni,
FAD deidrogenasi
EC 1.3.5.1 \ .
OO cuccinato e ¢ ridotto a FADH, durante
E I'ossidazione del succinato a
i fumarato.

» Il FADH, é quindi riossidato
per trasferimento di elettroni
ad una serie di centri Fe-S
fino al CoQ per produrre
CoQH,.
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Complesso II

, e La succinato deidrogenasi
Srazio

intemmerrbrana Fuma-ato (fumarato reduttasi) del

reduttasi

ciclo di Krebs & anche
chiamata complesso II o
succinato-CoQ reduttasi.

: o Il FAD & l'accettore iniziale

_____ " Emy degli elettroni,

e e ridotto a FADH, durante
I'ossidazione del succinato a
fumarato.

i

Matrice
mitacondrizle

Sitcocnato Fumarazo
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Complesso II

e Il FADH, € quindi riossidato

Sgazio per trasferimento di elettroni

intermermbrana Teities ad una serie di centri Fe-S

i fino al CoQ per produrre
CoQH,.

e Contrariamente agli altri tre
complessi della catena
respiratoria il complesso II
NON trasporta H* tra la

S ALEM

Matrice
mitacondrizle

SLcchato Fumarato matrice e |O Spazio
intermembrana.
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Ossalacetato CompleSSO II

[ ]

FAD

Cyt bgs

Lipidi S e
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Complesso II

(omologo)

Cyt bgs
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Ossalacetato
FAD
- FeS
.~ — CoQ
Cyt bgsg ‘ (omologo)
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Ossalacetato

CoQ

Complesso II

e \VVieun

arrangiamento
lineare dei
trasportatori di
elettroni dal FAD
al CoQ.

25 maggio 2011

FADH, —»

Cyt bgs

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Ossalacetato
(invece di succinato)

Cyt bgs

25 maggio 2011

FAD

FeS

CoQ

(omologo)

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso III

e Complesso citocromo
bcy

e Il complesso III
accetta elettroni dal
CoQH, generato a
livello dei complessi
I ell.

Matrice e I| trasporto dei H+
mitocondriale 2H nel complesso III
Complesso citocromo bol CO'nVOIge || COQ.

Spazio
intermembrana

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -201 -

Complesso III

- un sito di legame del
CoQH,

- un sito di legame del
CoQ

e Gruppi prostetici:

- Una coppia di
citocromi b (cit b, e
cit b))

- Un citocromo c (cit ¢,)

- Un centro Ferro Zolfo
(Fe,S,)

1BCC

25 maggio 2011 P S SRS BRI & REldRr e G
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Complesso III

e Il centro Fe-S (Rieske) &
legato al resto del
complesso attraverso un
braccio flessibile che
cambia di posizione
durante il trasferimento
di elettroni.

e Il centro Fe-S estrae un
e dal CoQ -, si muove
vicino al gruppo eme ¢,
al quale trasferisce
I'elettrone.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

e Il centro Fe-S (Rieske) &
legato al resto del
complesso attraverso un
braccio flessibile che
cambia di posizione
durante il trasferimento
di elettroni.

e Il centro Fe-S estrae un
e dal CoQ -, si muove
vicino al gruppo eme ¢,
al quale trasferisce
I'elettrone.

Cyt by
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Complesso III
Cyt ¢y

Fe-S

e Il complesso III &
un omodimero
obbligato.

e Il centro Fe-S di
una meta
interagisce con il
CoQ legato e con il
gruppo eme ¢,
nell’altra meta del
dimero.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 205 -
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http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=137

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Complesso bc, bovino Complesso bc, pollo
(ubichinolo legato) (dominio Fe2S2 spostato)
(1NTZ) (1KYO)
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso bc, pollo Complesso bc, di lievito
(dominio Fe,S, spostato) (CitC legato)
(1KYO) (1BCC)
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso III

in out
Cytc
Cyt b, Cyt b, Fe-S (FZ+++1)
CoQ- (Fe+++ (Fet+) CoQ Fet++
Fe-S
A
CoQ Cyt by Cyt b, CoQH, = Cytc,
(Fet+) (Fe+++) H (Fe**)
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso III

2H“‘in 2H+out
Cyt
Fe-S |:y++c+1

CoQ~ Fe++ (Fet*+)
Fe-S
Fet++

Cyt by Cyt b Cytc,

CoQ (Fe++) (Feﬂ,:) CoQH, (Fet+)

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -211-
Spazin oHT
e La Citocromo ossidasi intcrmcrrbrana 1

(Complesso 1V) catalizza la
reazione irreversibile:

0, + 4H* + 4e > 2H,0

e Quattro elettroni sono
trasferiti, uno alla volta, al
complesso IV dal Cyt c.

Matrice
mitocondriale 14205 ZH* H-0

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso IV

e E costituita da otto subunita,
le piu grandi I, II e III sono
codificate dal DNA Spazis Z2HT
mitocondriale, le altre cinque INtermembrana
dal DNA nucleare.

e Ogni complesso contiene due
gruppi eme e due centri con
ioni rame

e I due gruppi eme sono uguali
ma differiscono leggermente in
potenziale a causa della loro
posizione, Malrice

| itoo i ! L.
e Il gruppo rame a & fatto da mitorendriale 17205 2H Hz0

due ione rame vicini.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Complesso IV
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Complesso IV

Ancoraggio .
Spazio intermembrana

Cytc

Membrana

Matrice
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Complesso IV
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Complesso IV

BT
3 5\‘;
L
2 A
CUB 4

25 maggio 2011

e, Ak

%

e
-
z

5

e e e G T A

Spazio intermembrana

Y
Membrana

Matrice

3

Complesso IV

25 maggio 2011
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Complesso IV
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Complesso IV

His;40
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Complesso IV

Il gruppo eme a;, adiacente al
Cug, ha un solo ligando assiale.

Lo ione Cu & coordinato con
atomi di azoto di residui di His,
il Cu, € anche coordinato con
atomi di zolfo di Cys e Met S e
con un atomo di ossigeno del
backbone di un Glu.

Gli elettroni vengono trasferiti
dal cyt c al complesso IV
attraverso Cu, e eme a.

L His
Passano quindi al centro 376 "
binucleare eme a; - Cug dove si |5290,291
lega O,.
Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -221 -
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Complesso IV

Il legame della molecola di
ossigeno sfrutta anche la
presenza di una coppia His
Tyr, il che permette la
scissione del legame O-0O.

Il sito per O, € anche
disponibile per il legame di
CN-, CO, H,S, o del radicale
‘NO.

CN-, CO, H,S inibiscono
I'attivita della citocromo
ossidasi (avvelenamento).
Si ritiene che il radicale -NO
abbia funzioni di
regolazione.

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Membrane

i
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 225 -
Complesso 1 Complesso 11 Cormplesso IIT Complesso I¥
2H* 2 % 2Ht

Spazio
intermembrana

MNADH
deidrogenasi Fumarato
reduttasi

Matrice
mitocondriale

1/2 0g 2HY Ha0

Citocromo ossidasi

Succinato  Fumarato

Complesso citocromo bol

e Il flusso spontaneo di e- attraverso i complessi I, III e IV € accoppiato al
passaggio di H* dalla matrice verso lo spazio intermembrana.

e La stechiometria:

— 4H* sono passati dalla matrice mitocondriale allo spazio intermembrana
per 2e  che vengono trasportati dai complessi I e III.

- Per il complesso 1V il rapporto & 2H* per 2e".

— In totale vengono trasferiti 20 H* dalla matrice per 4e- trasferiti dal 2
NADH a O, (10 H* per 20,).

25 maggio 2011 e A e e G T A
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Inibitori dei complessi

e Inibitori del complesso I:

Rotenone, Amital, O

Meperidina °
e Inibitori del complesso II: ) i

. . Rotenone Amital Meperidina

2-tenoiltrifluoroacetone,

carbossina.
o Inibitori del complesso III: s M e [ij/w

- . . N.
Antimicina A. WA s \©
o
e Inibitori del complesso IV: . _
. . 2-tenoiltrifluoroacetone Carbossina
Ligandi al gruppo eme a;:
CN-, CO, H,S, NaN;.
o, CH,
"
HWYN o cH,
OH o m
o
Antimicina A,
25 maggio 2011 TREPEAS o N SRR PR G AR e B

Ipotesi chemiosmotica

"ar his contribution to the understanding of biological enzrogy transfer
through tre formulation of the chemiosmotic theory"

e The Nobel Prize in Chemistry 1978

e La teoria chemiosmotica della
fosforilazione ossidativa (premio Nobel a
Peter Mitchell), definisce che
I'accoppiamento della sintesi di ATP alla
respirazione & dipendente dal gradiente
elettrochimico di H*.

Feter D. Mitchell

25 maggio 2011 P S SRS BRI & REldRr e 3
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Respirazione cellulare e ipotesi chemiosmotica

Complasso I Momplosco 1 nTplesso Y
+ +
2'»‘41 4,Hw—|+ kel
Spario -

niermemorena

Fumarzto : sintas
= asi P

] 1/2’022-H a0
ZH+ citocroms 130 [

< -
Sugenao, Fumarato Cemplesso citaz-ome bel 02

Succinato

e Il trasferimento spontaneo di e~ attraverso i complessi I, Pi ;I H32
III e IV & accoppiato al trasferimento non spontaneo di H*
dalla matrice allo spazio intermembrana.

e Il trasporto di H* genera un potenziale di membrana (AW,
negativo nella matrice) e un gradiente di pH (ApH, la
matrice diventa alcalina).

e Gli H* ritornano nella matrice attraverso la ATP-sintasi (F,)
che sfrutta questo potenziale per generare ATP nella
subunita F;.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 229 -

| OXIDATIVE PHOSPHORVLATION |

Conlex T

Corpiex IT Complex ITT Conplex IV Conplex ¥

WADH dehyrlrogenase Funate reductse
{Therrnus therophabus) (E.coliy

Fouit

O o] O
e e HO P
Coyochenme ¢ oxidase

hovaten

2741 Feo{3611 00 o
PP PP o @0
' ' PADE 3 R0
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Ipotesi chemiosmotica

¢ Viene generato un gradiente protonico:
H+ .- HF
int est

e Che crea una polarizzazione della

membrana:
AG = RT In ([H+]citoso|/[H+]matrice) + FAW
AY = 0.18V
ApH =1

AG = 2.3 RT + F0.18 = 23.3 k]
e Quindi per trasportare un H* verso l'interno:
AG = -23.3 k]

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani -281-

Controllo respiratorio

e [0,] ,

e La velocita di respirazione, Aggiunta
dipendente dalla disponibilita di ADP a di ADP
per la ATP sintasi, & chiamata /
controllo respiratorio.

o Il grafico rappresenta il consumo di
O, registrato usando un elettrodo
ad ossigeno in una sospensione di
mitocondri in presenza di P, e di un
donatore di e~ (succinato o un altro
generatore di NADH).

e Il controllo respiratorio € il rapporto
tra le pendenze della curva dopo e
prima dell’aggiunta di ADP (b/a).

e Il rapporto P/O e dato dalle moli di
ADP diviso per le moli di O,
consumate (c) nella fosforilazione di Tempo
ADP.

b Tutto I'ADP
convertito

/in ATP

F———-—-=—-=-=-=

1o
©

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Controllo respiratorio

e Il trasporto di elettroni & accoppiato alla estrusione di H*
dalla matrice.

¢ ]| fatto che questa reazione accoppiata sia spontanea
dipende dai gradienti elettrico (AW) di pH.
Reazione AG

Trasferimento e- Negativo

AG®' = -nFAE®' = -218 kJ/mol per 2 e NADH > O,
Positivo (dipende dal gradiente protonico)

Estrusione H* Per estrarre un H+ dalla matrice
dalla matrice AG = RT In ([H* Liosol/ [H Imatrice) + FAW
AG = 2.3 RT (pHmatrice - pHcitosoI) + FAW
Reazione .
. Somma algebrica
accoppiata
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Controllo respiratorio

¢ In assenza di ADP, i H* non possono fluire attraverso F,.
ApH e AW sono massimi. Il valore assoluto del AG per
I'estrusione H* aumenta avvicinandosi a quello del
trasporto di e".

e Quando la reazione accoppiata non & pil spontanea (AG
> 0) la respirazione si ferma.

e Quindi in assenza di ADP la velocita di respirazione &
fermata (o bassa a causa del leak di H*).

¢ Quando si aggiunge ADP riprende la sintesi di ATP, gli H*
entrano nella matrice via F,. Si riducono ApH e AW.

¢ II AG dell’estrusione di H* diminuisce.
¢ La reazione accoppiata ridiventa spontanea (AG < 0) .
e La respirazione riprende (& stimolata).

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Disaccoppianti

NO, CF,
OH
Carbonil cianuro-p-trifluoro
metossifenilidrazone
Dinitrofenolo Dicumarolo (FCCP)

e I disaccoppianti bloccano la fosforilazione ossidativa
dissipando il gradiente protonico convertendolo in calore

e Sono in genere degli acidi deboli solubili nella fase
lipidica.

e [ protoni pompati fuori rientrano nella matrice, non si
genera il gradiente ApH o AW.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 285 -

Disaccoppianti

Complesso I Complesso 11 Complesso III Complesso IV Complesso V
2H+ H+
Spazio ADH
intermembrana deidrogenasi Fumarata ATP sintasi

reduttasi

e Il presenza di disaccoppianti non si forma ApH o AW.
- 1l AG per I'estrusione di H* & zero

- IIAG per il trasporto di e~ accoppiato all’estrusione di H* &
massima.

e La respirazione procede in presenza di disaccoppianti sia che I’ADP
sia presente o no.

- Il AG per il flusso H* e zero in assenza di gradiente protonico.
- Lidrolisi di ATP e spontanea.
e In presenza di disaccoppianti I'ATP sintasi funziona al contrario.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 236 -
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Proteine disaccoppianti

Il disaccoppiamento puo essere usato per produrre
calore.

Nel tessuto adiposo bruno (bruno perché ricco di
mitocondri) di neonati dei mammiferi e nei mammiferi
che vanno in letargo, & presente una proteina
disaccoppiante, la termogenina.

La termogenina funziona come un trasportatore di H*
nella membrana interna mitocondriale.

La proteina blocca lo sviluppo del gradiente protonico
contemporaneamente stimola la respirazione dissipando
il AG come calore.

Questo tipo di riscaldamento costa in termini di energia
respiratoria (non convertita in ATP) ma aiuta
I'organismo a rispondere al raffreddamento.

Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 237 -

Qualche
domanda?
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F,F, ATP Sintasi

Meccanismo della sintesi di ATP

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 239 -

Complesso V — ATP sintasi

e La ATP sintasi, presente +

nella membrana interna Spazio 3

H : intermerbrana
mitocondriale.

e E composta di sue
principali unita catalitiche:

- F,: proteina di .
membrana che gestisce I'Y'n?ttgfoendri o
il trasporto di protoni.

- F,: costituita da cinque o .
polipeptidi con
stechiometria a,B,yde.

ADP + Fi ATP + H50

3Kt

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 240 -
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F,F, ATP Sintasi di mitocondri, cloroplasti, batteri

e Quando il ApH o il AW sono
favorevoli, F,F, accoppia la
sintesi di ATP al flusso
spontaneo di H* verso la
parte della membrana dove
si protrude F, (matrice
mitocondriale).

e Se non c’é ApH o AW per
pilotare la reazione
accoppiata viene favorita
I'idrolisi dell’ATP (ATPasi).

+ ATP + Hy0
3H ATP + H50 ADP + P
Sintesi di ATP con ATPasi con gradiente
ApH o AW di H* dissipato
25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani - 241 -

Meccanismo di sintesi

» »

e Il meccanismo di legame e di sintesi accoppiata & stata
proposta da Boyer e Walker (Nobel).
e Per semplicita sono riportate solo le subunita catalitiche B.

- E stato proposto che una struttura proteica di forma
irregolare (y) sia legata a F, e ruoti relativamente alle tre
subunita catalitiche B.

- La rotazione di y & pilotata dal flusso protonico attraverso
F

0"
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Meccanismo di sintesi
The Nobel Prize in Chemistry 1997

"or their elucidaton of tke enzynatic “far Ihe first dizcovery
mechanism uiderlying thz syrthesis of af an iontransporting
gdenosinz triphosphate (ATF)" enzyme, Ma+, K+

-4 TFaze"

Ve
Paul D. Bayer John E. Walker Jens C. Skou

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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eccanismo di sint?i

TP
O O »
- : K & 4
o R
&%

e La conformazione di ogni subunita catalitica B cambia sequenzialmente a
seguito dell'interazione con la subunita y che ruota (al centro).
e Ogni subunita catalitica B ha una conformazione diversa per ogni passo
del ciclo catalitico
e Per esempio la subunita verde & sequenzialmente:
- In conformazione L (loose) nella quale il sito attivo lega debolmente ADP + Pi
- In conformazione T (tight) nella quale il substrato & legato fortemente e si
forma ATP.
- In conformazione O (open) nella quale viene rilasciato I'ATP.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Struttura di F,

e Nei mammiferi F,
consiste di cinque
polipeptidi con
stechiometria as,
Bz Y, 6, € (in ordine
decrescente di
peso molecolare).

e Le subunitaa e p
sono omologhe.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Struttura di F,

e Nei mammiferi F,
consiste di cinque
polipeptidi con
stechiometria as,
Bs Y, 6, € (in ordine
decrescente di
peso molecolare).

e Le subunitaa e p
sono omologhe.
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Struttura di F,

e Ci sono tre siti catalitici.

e Sono localizzati alle
interfacce ap con
predominanza nella
subunita B.

e Ognuna delle tre subunita o
contiene un ATP legato alla
proteina ed inattivo nella
catalisi.

¢ I nucleotidi adenilici si
legano alle subunita a e B
complessati con Mg++.

Mg++

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Struttura di F,

o Ci sono tre siti catalitici.

e Sono localizzati alle
interfacce ap con
predominanza nella
subunita B.

e Ognuna delle tre subunita a
contiene un ATP legato alla
proteina ed inattivo nella
catalisi.

¢ I nucleotidi adenilici si
legano alle subunita a e B
complessati con Mg++.
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Struttura di F,

e Ci sono tre siti catalitici.

e Sono localizzati alle
interfacce ap con
predominanza nella
subunita B.

e Ognuna delle tre subunita o
contiene un ATP legato alla
proteina ed inattivo nella
catalisi.

¢ I nucleotidi adenilici si
legano alle subunita a e B
complessati con Mg++.

ATP Mg++

Mg++
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Struttura di F,

e La subunitay

include un Z :
ripiegamento e ﬁ N‘%fj .
dell’elica che 5 25 Q,VSQ&\}
costituisce una . &
“camma” @ ‘

incastrata tra le

< n-
subunita a e . =
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Struttura di F,

e La subunitay
include un
ripiegamento
dell’elica che
costituisce una
“camma”
incastrata tra le
subunita a e B.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Subunita F,

e La subunita c di F, ha una struttura
ripiegata (hairpin) con due a-eliche
transmembrana connesse da un
corto loop.

e E un peptide molto idrofobico.

e Una delle due a-eliche ha un
residuo acido (Asp o Glu) che ¢ il
sito di reazione del DCCD.

¢ Tale residuo & essenziale per il
trasporto dei H* attraverso F,.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani

Struttura F_F,

e F, e un complesso di proteine
integrali di membrana.
- La stechiometria in E. Coli &
a, by, ¢y
e Nei mammiferi F,F, & un poco
pil complessa che nei batteri.
¢ Nei diversi organismi le
subunita hanno nomi diversi.
- La subunita & nei mammiferi

€ omologa alla subunita ¢ in
E. Coli.

- La subunita "OSCP" nei F1F, mitocondriale
mammiferi & omologa alla
subunita & in E. Coli.

- La subunita £ nei mammiferi
€ unica.

25 maggio 2011 Prof. Giorgio Sartor @ ISISS Pietro Giordani
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Il rotore

Subunita y

e E stato proposto che la
subunita a di F, formi due
mezzi canali per il trasporto
dei protoni.

e Il trasporto avverrebbe
attraverso la ionizzazione di
gruppi ionizzabili o attraverso
molecole d’acqua contenute
nei canali.

e La variazione di ionizzazione
(Asp61 in ¢) al passaggio dei
protoni indurrebbe il H+
movimento rotatorio del /
rotore trasmesso poi, Subunita a
attraverso ya F;.
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Subunita ¢
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Motori

Che la rotazione di una
parte della proteina
avvenga in seguito
allidrolisi di ATP & stato
dimostrato
sperimentalmente:

molecolari

Filamente di actina

- Le subunita B di F; sono

state “saldate” ad una
superficie.

Un filamento di actina
opportunamente marcato
con colorante fluorescente
¢ stato legato alla porzione
di yche protrude dalla F;.
Fornendo ATP nella
soluzione si ha la rotazione
(visibile) del braccio di
actina in senso antiorario.
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The direct observation of the y rotation in the F1 motor.
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e Questo € il massimo di
risoluzione ottenuta fino ad
ora della definizione della
intera struttura dell’ATP
sintasi.
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http://www.youtube.com/watch?v=YndC0gS3t6M
http://www.youtube.com/watch?v=U mZGTB5uKg
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Qualche
domanda?

Prof, € ora di andare?
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