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ABBREVIAZIONI

6-ACA: acido 6-ammino caproico
ADP: adenosina'sdi fosfato
AIF: Apoptosis Induction factor
AMP : adenosina’s monofosfato
ANT : traslocatore adenin-nucleotidico
ATP: adenosina'5btrifosfato
BHM : bovine heart mitochondria (mitocondri di cuorevinm)
BN-PAGE:Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis
BSA:Bovine Serum Albumin
cAMP : AMP ciclico
Cit ¢ : citocromo ¢
CoQ : coenzima Q o ubichinone
COX : citocromo c ossidasi
DB: decilbenzochinone
DBH,: decilbenzochinolo
DOC: deossicolato di sodio
DNA:acido desossiribonucleico o deossiribonucleico
EDTA: acido etilen-diammino-tetracetico
EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid
EPR : risonanza elettronica paramagnetica
FAD™: flavin-adenina-dinucleotide
FADH,: flavin-adenina-dinucleotide ridotto
FMN: flavin-mononucleotide
HRSEM : High-Resolution Scanning Electron Microscopy
(microscopia elettronica a trasmissione ad elexstduzione)
MtDNA : DNA (acido deossiribonucleico) mitocondriale
NAD" : nicotinammide-adenin-dinucleotide
NADH : nicotinammide-adenin-dinucleotide ridotto
NADPH : nicotinammide adenin-dinucleotide fosfato

NDNA : acido deossiribonucleico nucleare
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Pi : fosfato inorganico

POM :Potato mitochondria (mitocondri di tubero di patata

PMSF: phenylmethanesulfonylfluoride or phenylmethylsulfbfiuoride
PSST: prolina-serina-serina-treonina

PTP: poro di transizione di permeabilita

RLM: Rat Liver Mitochondria (mitocondri di fegato ditt@)

ROS: reactive oxygen species (specie reattive dell’ @ssi
SDS-PAGE:Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide Gel Etgatioresis
SMP: particelle submitocondriali di cuore bovino

SOD: superossido dismutasi

SQR: succinato ubichinone reduttasi

TNF-a : tumor necrosis factor

TRIS : 2-amino-2-idrossimetil propan-1,3-diolo

UCPs: uncoupling protein

VDAC: voltage-dependent anion channels ( canale amolt@ggio-dipendente)



SCOPO DELLA TESI

La catena respiratoria mitocondriale & principalteecostituita da proteine
integrali della membrana interna, che hanno |la @&pdi accoppiare il flusso
elettronico, dovuto alle reazioni redox che essmligzano, al trasporto di
protoni dalla matrice del mitocondrio verso lo gpamtermembrana. Qui i
protoni accumulati creano un gradiente elettroctamitile per la sintesi di
ATP ad opera dellATP sintasi. Nonostante i notewwiluppi della ricerca
sulla struttura e sul meccanismo d’azione dei dirgmzimi della catena, la
sua organizzazione sovramolecolare, e le implicazianzionali che ne
derivano, rimangono ancora da chiarire in maniesenpieta. Da questa
problematica trae scopo la presente tesi voltaslidio dell’organizzazione
strutturale sovramolecolare della catena respieatorediante indagini sia
cinetiche che strutturali.

Il modello di catena respiratoria piu accreditatmofa qualche anno fa si
basava sulla teoria delle collisioni casuali (randoollision modef}! che
considera i complessi come unita disperse nel dogpiato lipidico, ma
collegate funzionalmente tra loro da componentiagsb peso molecolare
(Coenzima @ e citocromoc). Recenti studi favoriscono invece una
organizzazione almeno in parte in stato solidogungli enzimi respiratori si
presentano sotto forma di supercomplesét (respirosoma) con
indirizzamento diretto (channeling) degli elettréra tutti i costituenti, senza
distinzione tra fissi e mobilf¥. L'importanza della comprensione delle
relazioni che si instaurano tra i complessi , derdal fatto che la catena
respiratoria gioca un ruolo fondamentale nellildamento, e nello
sviluppo di alcune malattie cronico degeneratiteaerso la genesi di specie
reattive dell'ossigeno (ROS) 26789101 B noto infatti, che i ROS
aggrediscono, anche i complessi respiratori e chestq danneggiati,
producono piu ROS per cui si instaura un circolaiogo difficile da
interrompere®!®213 | 3 nostra ipotesi & che, oltre al danno a cadeb
singoli complessi, esista una correlazione tra telifitazioni della struttura

del supercomplesso, stress ossidativo e deficitrgetieo. Infatti, la
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dissociazione del supercomplesso puo influenzastalailita del Complesso |
ed avere ripercussioni sul trasferimento elettrmm@grotonico; per cui non si
puod escludere che cio porti ad un’ulteriore prodoei di specie reattive
dell'ossigeno**®! | dati sperimentali prodotti a sostegno del mindelel
respirosoma si riferiscono principalmente a stadittirali di elettroforesi su
gel di poliacrilammide in condizioni non denatuiaf@N-PAGE) che, pero,
non danno alcuna informazione sulla funzionalitésd@ercomplessi.
Pertanto nel nostro laboratorio, abbiamo sviluppabt@ indagine di tipo
cinetico, basata su#lhalisi del controllo di flusso metaboli¢,in grado di
distinguere, funzionalmente, tra supercomplessi oenpdessi respiratori
separati. Cio & possibile in quanto, secondo laaete! controllo di flussd ",
in un percorso metabolico lineare composto da @nie sli enzimi distinti e
connessi da intermedi mobili, ciascun enzima e&erain controllo
(percentuale) differente sull'intero flusso metatw] tale controllo € definito
dal coefficiente di controllo di flusso, e la sommdatutti i coefficienti &
uguale a 1. In un supercomplesso, invece, glinengono organizzati come
subunita di una entita singola. In questo modo,uagndi essi controlla in
maniera esclusiva l'intero flusso metabolico e mesin coefficiente di
controllo di flusso pari a 1 per cui la somma deefticienti di tutti gli
elementi del supercomplesso sara maggiore di 1.

In questa tesi sono riportati i risultati dell’aisal cinetica condotta su
mitocondri di fegato di ratto (RLM) sia disaccoppiache accoppiati in
condizioni fosforilanti (stato 3) e non fosforilagtato 4).

L'analisi ha evidenziato l'associazione preferelezigel Complesso | e
Complesso Il sia in mitocondri disaccoppiati chec@ppiati in stato 3 di
respirazione. Quest’ultimo risultato permette @eptima volta di affermare
che il supercomplesso I+lll € presente anche ingoitdri integri capaci della
fosforilazione ossidativa e che il trasferimentetbnico tra i due complessi
possa effettivamente realizzarsi anche in condiisiologiche, attraverso un
fenomeno di channeling del Coenzimg.Q



Sugli stessi campioni € stata eseguita anche Uisissteutturale mediante gel-
elettroforesi (2D BN/SDS-PAGE) ed immunoblottinge¢ oltre a supportare i
dati cinetici sullo stato di aggregazione dei caespi respiratori, ci ha
permesso di evidenziare il ruolo del citocromo ¢ spercomplesso e in
particolare per il Complesso IV e di avviare unadgh comparativo esteso ai
mitocondri di cuore bovino (BHM), di tubero di pa&ta(POM) e diS.
cerevisiae



INTRODUZIONE

1.1L MITOCONDRIO

[1.1] Struttura e morfologia

s

Figura 1. Fotografia al microscopio elettronico di un miadrio

I mitocondri sono organelli presenti nel citoplasdela maggior parte delle
cellule eucariote. Sono implicati in molti e impaoti processi cellulari ma in
particolare svolgono la fondamentale funzione dcupero dell’energia

contenuta negli alimenti per poi convertirla in @ chimica fruibile sotto

forma di ATP (adenosintrifosfato).

Il termine mitocondrio deriva dai vocaboli greciitos (“bastoncino”) e

chondrion (“granulo”) coniati alla fine del XIX selo da Benda che fu il
primo ad individuare questi organelli, mentre ogaea la spermiogenesi degli
insetti.

Hanno forma sferica o allungata press’a poco dbiteensioni di un batterio,
essendo ad essi correlati sia dal punto di vistatstale che evolutivg®.

E’ stata documentatd! I'esistenza anche di mitocondri altamente ramifiea

che esibiscono forme specializzate, come discppe.

Tali forme aumentano il rapporto superficiale evalume, aumentando lo
scambio di metaboliti tra i mitocondri e il citos6f. Le modificazioni di

forma e di volume possono essere dovute a variaasimotiche e chimiche; i



mitocondri possono, infatti, rigonfiarsi e contiare seguito ai processi
metabolici oppure in relazione alle variazioni defiressione osmotica nel
mezzo ambiente. Nonostante la forma esterna deicomtri sia variabile, la
loro organizzazione strutturale interna & altamenteservat&™.

Hanno un diametro di circa 0,5um e Ilunghezza dicacil-2um,
ma possono raggiungere dimensioni maggiori sin@paridi lunghezza.

Il loro numero € molto variabile; esso va da uroswmlitocondrio in alcune
alghe unicellulari alle decine di migliaia deglicmiti ma, nella maggior parte
delle cellule ne sono presenti in media 500-1000.

I mitocondri si muovono liberamente nel citoplasentendono ad addensarsi
nei punti dove € maggiore la richiesta di energiar (esempio nelle fibre
muscolari che circondano le miofibrille). Il movimte & stato riconosciuto
come il risultato di intricate interazioni tra peate sulla superficie esterna e
vari componenti del citoscheletro, che includondilamenti di actina, i
microtubuli, e i filamenti intermedf?..

Nella comprensione di questi organelli, importa@tstata la separazione dei
mitocondri dalle cellule, rendendo cosi possibden l'analisi chimica, la
dimostrazione che rappresentano la sede dellaraggme cellulare e la
definizione della loro organizzazione ultrastrugder

MEMBRANA ESTERNA

SPAZIO INTERMEMBRANA

MEMBRANA INTERNA

MATRICE

CRISTAE

Figura 2 Organizzazione strutturale mitocondriale

Il mitocondrio, come i cloroplasti e il nucleo, @lidnitato da una doppia
membrana, un' esterna a contatto con il citoplagmana interna che si
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introflette in pieghe dette creste (cristae). Emtra le membrane hanno uno
spessore di circa 5-6 nm e delimitano un volumeirdia 8-20 nm chiamato
compartimento o spazio intermembrana. La membrateana racchiude la
matrice del mitocondrio.

La membrana esternaé liscia e piuttosto elastic¥> ha una costituzione
relativamente semplice, con circa il 50% di lipedil 50% di proteine e con
ridotte funzioni enzimatiche o di trasporto. Ha awtruttura molto simile a
quella del plasmalemma e a quella degli altri oefjarcellulari ma, a
differenza di queste, € dotata di una grande pdvititéa Sezionando la
membrana con la tecnica del criodecappaggio, sresso delle particelle
assemblate a formare dei “pori”, costituiti di @ioe del p.m. di circa 30.000
Dalton dette porine o canale anione selettivoaggio-dipendente (VDAC).
Questa proteina, polimerizzando e formando pori nda acquosi
transmembrana), rende la membrana esterna libetarpermeabile agli ioni
e alle molecole con peso molecolare inferiore aO5@@&lton. Una tale
permeabilita € confermata dal fatto che la compase biochimica dello
spazio intermembrana € simile a quella del citoptas La restante
composizione proteica € costituita da un gruppoogeneo di componenti
comprendenti vari enzimi coinvolti nel metabolisd® fosfolipidi.

La membrana interna e strutturalmente e funzionalmente molto piu
complessa della membrana esterna. Approssimativemper I'80% é
costituita da proteine e per il rimanente 20% @alii Differisce da tutti gli
altri sistemi membranosi della cellula per l'asseri colesterolo nel suo
scheletro lipidico e per essere costituito da urende componente di un
fosfolipide acido: la cardiolipina. Quest’ ultimanita all’assenza di porina,
rende la membrana interna selettivamente permeeadugle ioni, ed e
importante per la formazione di gradienti transmeanh necessari alla
funzione mitocondriale. La membrana contiene gramtep degli enzimi
coinvolti nel trasporto degli elettroni e nella fmslazione ossidativa, varie
deidrogenasi e diversi sistemi di trasporto chalzaano il trasferimento di
substrati, intermedi metabolici e nucleotidi adientta il citosol e la matrice.
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Lo spazio intermembrana, poco conosciuto, € attraversato da strutture
analoghe alle giunzioni serrate 0 gap junction odredono contigue zone
limitate delle membrane esterna e interna. Contiemenzima specifico, la
miochinasi, che catalizza la fosforilazione deléadsina 5’-monofosfato
(AMP) a adenosina 5’-difosfato (ADP). Sono inolipeesenti le proteine
proapoptotiche.

La matrice osservataal microscopio elettronico, presenta, all'interrniouda
fase simile a un gel omogeneo, dei granuli di stratparacristallina, costituiti
prevalentemente da sali di calcio, (dove qui, peefeialmente si accumula) e
dai ribosomi di struttura simile a quella dei batt€ontiene inoltre numerose
proteine tra cui gli enzimi del ciclo di Krebs, dudella B-ossidazione degli
acidi grassi e del metabolismo degli amminoacidi.

La tomografia elettronica insieme con la microseoptlettronica a
trasmissione ad elevata risoluzione (HRSEM) halateenuove informazioni
sulla struttura delle membrane mitocondriali e banito nuove evidenze di
compartimentazione mitocondriale.

Figura 3. Tomografia di un mitocondrio isolato da fegato mitto: immagine 3D
renderizzata della sezione del mitocondrio (C=taes IM= membrana mitocondriale
interna; OM= membrana mitocondriale esterna; >=nessioni tubulari alla IM e tra cristae.

L'area di superficie topologicamente continua deflambrana interna € ora

divisa in due domini distinti le cui superfici sonontigue®* 23,
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Un dominio, lo spazio periferico della membranaina o membrana interna
di confine (“inner boundary membrane”) & posto tmeicino alla membrana
esterna, e con essa stabilisce stretti contatig{bni puntate”) in numerose
posizioni. || secondo dominio origina dal primo,efja periferico, e forma le
creste, che si estendono allinterno del mitocandiormando strutture
tubulari o lamellari®® "l Queste creste sono connesse tra loro e allocspazi
intermembrana mediante piccole (diametro di circd r2m) giunzioni
(aperture) tubulari chiamate “crista juncti§f’ Sulla base dei risultati
ottenuti mediante la tomografia elettronica é stiiineato un nuovo modello
che sostituisce il modello a invaginazioni peritutinitocondri: il modello
“crista junction”, in cui le creste non sono pivaginazioni con ampie
aperture sullo spazio intermembrana, ma sono cdmparti separati
connessi tra loro e allo spazio tra le membraneianés strette aperture
tubulari.

La maggior parte delle creste ha piu giunzioni pbesono essere disposte
sullo stesso lato o su lati opposti del perimetitmoondriale quando la cresta
si estende completamente attraverso la matriceubge interpretazioni della
struttura mitocondriale possono avere importanplicazioni funzionali: si &
ipotizzato che le “crista junctions” possano ragprgare una barriera alla
libera diffusione degli ioni dallo spazio tra le este allo spazio
intermembrana, nonché una barriera alla diffusialedle proteine che
verrebbero distribuite diversamente tra i due domde&lla membrana interna
consentendo la compartimentazione delle sue funzion

Il cromosoma mitocondrialeé presente in diverse copie in ogni mitocondrio:
circolare, lungo circa 5um; é relativamente picc@l®569 paia di basi
nell'uomo), compatto, privo di introni e codific&pl3 proteine dei complessi
della catena respiratoria mitocondriale. Le altretgine che compongono |
cinque complessi sono invece codificate dal DNAleaie, il che implica una
stretta complementazione tra i due sistemi gendti©NA mitocondriale
non ha niente in comune con il DNA nucleare dedilula. Esso é trasmesso
di generazione in generazione per via materna, da¢oi mitocondri dello
zigote sono quasi esclusivamente ovocitari (receeitte e stato visto nel
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topo che un mitocondrio su mille pud essere di iaepaterna). 1l DNA
mitocondriale dei mammiferi evolve molto rapidaneensubendo mutazioni
con una frequenza dieci volte superiore a quella gini nucleari. |l
progressivo accumulo di queste mutazioni contridriigprobabilmente al
decadimento con l'eta della capacita "respiratorti muscoli e d'altri
tessuti, ed € causa della contemporanea presenzdivetsi genomi
mitocondriali in uno stesso individuo.

[1.2] Ipotesi simbiotica
| fossili vecchi piu di 1,5 miliardi di anni si lit@no a indicare la presenza di
organismi piccoli e relativamente semplici, sinm@r dimensioni ai moderni
procarioti. | fossili piu recenti mostrano la comgedi organismi piu grandi e
complessi, probabilmente le cellule eucariotichenjiive che si suppone,
derivino dai primi procarioti. Infatti, le cellulehe non erano in grado di
utilizzare I'ossigeno come ossidante, crearono icbatteri un’associazione
simbiotica che divenne poi permanente dando origin@itocondri e quindi
alle cellule eucariotiche moderif@. Tutto cid & sostenuto dalle numerose
analogie esistenti tra mitocondrio e batteri: keal@zazione degli enzimi della
catena respiratoria; presenti nella membrana pliasaadei batteri e nella
membrana interna dei mitocondri.
Inoltre la membrana plasmatica dei batteri presetlle introflessioni
(mesosomi) simili alle creste dei mitocondri. Il BMnitocondriale € circolare
come quello batterico. | ribosomi dei mitocondrneocostituiti di subunita
con coefficiente di sedimentazione molto simileualtp dei batteri. Infine nei
mitocondri e nei batteri, ma non nel citoplasmaledekllule eucariote, la
sintesi proteica € inibita dal cloramfenicolo. Ddté¢ queste circostanze é
scaturita l'ipotesi che la membrana interna e larice& del mitocondrio
rappresentano il simbionte di origine che sarebbsosavvolto dalla
membrana plasmatica e inglobato nella cellula éoizar
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[1.3] Molteplici funzioni
Nel 1948 Eugene Kennedy e Albert Lehninger idesdifono i mitocondri
come il compartimento cellulare in cui avvienedafbrilazione ossidativa®;
processo tramite il quale la cellula soddisfa ciic®0% del fabbisogno
energetico, attraverso la riossidazione dei coeinainalinici e flavinici ridotti
(NADH e FADH, rispettivamente), catalizzata dai complessi redeXa
catena respiratoria che porta alla sintesi dell’ATP
| mitocondri sono polimorfici a livello morfologice quindi funzionale,
guesto per poter rispondere alle diverse richigistgni singolo tessuto.
E quindi possibile trovare all'interno dei miocitin altissimo numero di
mitocondri utilizzanti una quantita di ossigeno &@lte superiore a quella
consumata dai mitocondri epatocitari, a causa aleltata energia richiesta
nel continuo pompaggio del sangue.
Nonostante differiscano in struttura e funzione lenalliverse cellule, i
mitocondri sono sempre “spazi chiusi” in cui avvaela maggior parte del

metabolismo energetidt’.

Glucose ——= Pyruvate -=-——= Lactate

Figura 4. Schema di un mitocondrio (OM=membrana esternanigmbrana interna)
e dei processi che in esso si svolgono

| mitocondri sono di cardinale importanza non sokl mantenere la vita
cellulare, ma anche nel controllare lmorte cellulare programmata
(apoptosi), attraverso meccanismi complessi che possono watei con
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I'apertura del poro di transizione di permeabi(i&TP) che e un canale trans
membrana, voltaggio dipendente, appartenente afabrana interna.

La sua apertura irreversibile causa disaccoppiameeia catena respiratoria
con caduta del gradiente elettrochimico, cessazibelea sintesi di ATP,
rilascio di proteine mitocondriali dallo spazio ennembrana (es: |l
citocromo ¢ , Smac/Diablo e AIF*2°*! fuoriuscita di C& dalla matrice e
generazione di anioni superossido. Molti tra quesénti favoriscono a loro
volta I'apertura del poro provocando I'amplificamadel processo.

Il risultato finale € il rigonfiamento osmotico (siing) massivo del
mitocondrio con successiva rottura della membrartacondriale esterna e

completa depolarizzazione.

2. LA CATENA RESPIRATORIA MITOCONDRIALE

E’ il mezzo con il quale il mitocondrio, svolgentiofosforilazione ossidativa,

assolve alle richieste di ATP della cellula.

La catena respiratoria € costituita da una serig¢radiportatori di elettroni

(complessi), la maggior parte dei quali sono praentegrali della membrana
interna, contenenti gruppi prostetici in grado dcettare e di donare uno o
due elettroni.

| complessi proteici trasportatori di elettroni gnariamente descritti sono
guattro: Complesso I, Complesso Il, Complesso I@@nplesso IV ai quali

bisogna aggiungere due trasportatori mobili ditedet: il Coenzima Q (CoQ)

e il Citocromo c (cit c).

16



MNTERMEMBR ANF
SPACE

H)ID _'.:;
e,
IADE + 38 2

o
#!

Nl

-"r':

MATRIX 3 ATP

Figura 5. Rappresentazione dei complessi nello spessadiardembrana interna con flusso
degli elettroni fino all’ Q e produzione di ATP

Le nostre conoscenze sulla sintesi di ATP sondaemmlmente basate
sull’ipotesi, proposta da Peter Mitchell nel 196h, cui la traduzione
energetica avviene mediante la creazione di grédigorotonici
transmembrana associati al trasferimento elettoonica teoria
chemiosmotica La membrana esterna sappiamo essere permeabile, a
contrario di quella interna che non lo e affattogtee nei confronti di piccole
molecole e di quasi tutti gli ioni compresi i proto(H"); le sole specie
chimiche che possono attraversare la membrana goglte che possiedono
uno specifico trasportatore inserito nella membstrasa.

Queste sono le caratteristiche fondamentali perdazione e il mantenimento
del gradiente protonico.

La catena respiratoria riceve gli elettroni da ealgnti riducenti che entrano
da punti separati.

Gli equivalenti riducenti sono il NADH (nicotinamde adenin dinucleotide)
e il FADH, ( flavina adenin dinucleotide), che trasferiscorioegettroni ai
complessi respiratori. Qui gli elettroni percorrono centri redox del
complesso, da quello con potenziale negativosovguello a potenziale
positivo (questo fa si che il trasporto degli etit lungo la catena sia un
processo esoergonico) fino alla conversione dges® molecolare in acqua.
Il potenziale redox standard della coppia NADH-NA®di -320mV, indice di
una forte tendenza a donare elettroni, mentre gulella coppia ED-2C €
di 820 mV, indice di una forte tendenza ad accetwettroni. Nel caso
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dell'ossidazione del NADH, la reazione complessiatalizzata dalla catena
respiratoria é :

NADH + H" + %02 — NAD" + H.0 AE=+1.14V

e la variazione corrispondente di energia libéaadard é:

AG'° = -nF-AE’°= -220kj/mole

dove :

n= numero di elettroni trasferiti

F= costante di Faraday= 96.5¥j-mol?

AE'°= differenza di potenziale standard a pH=7
Nel caso dell’ossidazione di coenzimi flavinici,vate, la differenza di
potenziale redox & di 0.72V, che corrisponadez’= -139kj/mol.
Gli elettroni del NADH sono trasferiti al Compleske poi al CoQ, mentre
guelli del succinato sono trasferiti al Compledse dia qui al CoQ.
Dal CoQ gli elettroni passano al Complesso lll, cgbcromo c, poi al
Complesso IV e infine all' ossigeno molecolare gare HO.
L'energia libera resa disponibile dal flusso ditetni € accoppiata al
trasporto endoergonico di protoni attraverso la bama mitocondriale
interna. Tale trasporto protonico produce sia wdgnte chimicoApH) sia
un gradiente elettric)Al)). Si genera cosi una forza elettromotice pro#nic
che spinge i protoni dallo spazio intermembranawda matrice; poiche la
membrana interna € impermeabile ai protoni quer, rientrare, devono
attraversare il canale transmembrana specificeet&bre § della ATP sintasi
(o Complesso V).
La forza motrice che spinge i protoni verso la matrfornisce I'energia
necessaria alla sintesi di ATP, catalizzata dabsetF1 della ATP sintasi.
Parte dellATP e utilizzata per i bisogni propri dd@tocondrio, ma la maggior
parte € trasportata fuori dallorganello mediantetraslocatore adenin-
nucleotidico (ANT) ed € usata per le diverse funezallulari.
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[2.1] Complesso |

(NADH-CoQ ossidoreduttasi o NADH deidrogenasi)
E’ il piu grande e complicato enzima della catemspiratoria sia per
dimensioni che complessita. Fu isolato da Hateffil9%1 e, anche se molti
sono stati i progressi verso la sua comprensiorwtissimo € quello che
ancora non si conosce perché, soprattutto, norpstwo cristallizzarlo. Cio
gli ha valso il nome di “black box”.
Gioca un ruolo fondamentale nella produzione dir@ae attraverso la
fosforilazione ossidativa. Rappresenta il primoi ttamplessi respiratori dove
gli elettroni donati dall' ossidazione del NADH ebfattore FMN, vengono
direzionati, attraverso 6-9 gruppi redox (Fe-Stds), al primo trasportatore
mobile: I'ubichinone. Questo trasferimento elettoone accoppiato ad una
traslocazione di protoni dalla matrice allo spamtermembrana con una
stechiometria di 4H2e B2 il cui meccanismo & sostanzialmente ancora

sconosciuto.

NADH +H ™ + Q + 4H", <> NAD" + QH, + 4H o

Figura 6. Struttura del Complesso I.

L’organizzazione strutturale
Mediante l'analisi al microscopio elettronico, somstate determinate le
strutture tridimensionali a bassa risoluzione deMNADH-ubichinone
ossidoreduttasi di cuore bovino, del fungo filanesotN. crassa del lievito
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aerobicoY. Lipolyticg del batterio E. coli eAquifex aeolicus®. In tutti
questi studi si e evidenziato complessivamente fonma ad “L” con due
domini maggiori perpendicolari I'uno all’ altro eemarati da una sottile
regione di connessione (collaf&¥; un dominio, idrofobico, & immerso nel
doppio strato fosfolipidico della membrana mitocoalé interna ( ‘braccio di
membrana’ ), mentre I'altro, idrofilico, € oriermaterso la matrice ( ‘braccio
periferico’ ). Il primo ha una forma allungata menii secondo sembra avere
una struttura piu globulare. Quasi sicuramente, statile regione di
connessione tra i due domini a forma di pedunccliafnata “stalk”) é
implicata nel trasferimento degli elettroni dal doim di matrice, dove si
trova il sito di legame del NADH, al dominio di mbrana che, invece, ospita

il sito di legame dell’'Ubichinone.

Figura 7. Complessi | appartenenti a diverse specie

1.N.crass$35].

2.E.coli NDH-1°.

3.cuore bovind>".

4.Y.Iipo|ytica[38].

5.e6. E. coIPQ]; 5. La forma inattiva 6. La forma attiva.

La regione “stalk” sembra essere assente icradsadove i due domini
appaiono invece separati da una larga cavita @t della quale potrebbe
essere localizzato il sito di legame dell’'Ubichiedf{.

Recentemente il complesso | &. coli ha mostrato una conformazione
addizionale a “ferro di cavallo” che potrebbe naggentarne la forma attiva.
Tuttavia, la rilevanza di questa osservazioneéohiara come l'induzione di
questa forma alternativa che non € stata riprodiotdri laboratori.
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II Complesso | dei procarioti, situato nella menmaaplasmatica, ha una
massa molecolare di circa 550 kDa. E’ caratter@zrat una serie di cofattori
redox (cluster Fe-S) equivalenti a quelli dell’anai eucariota, ma, ha una
struttura molto piu semplice, costituita soltantoldt subunita che, comunque,
mantengono le stesse funzioni del Complesso | miidGale, e per questo
motivo sono dette “essenzialf®+* 42

In E.coli, i 13 geni del Complesso I, chiamato NDH-1, (d@ni, nuoCe
nuoD, sono fusi) sono organizzati nell operoneo (NADH: ubichinone
ossidoreduttasi). Sei geni, codificano per settbusita proteiche che
andranno a costituire il dominio idrofilico, inclexdo tutte le proteine col sito
di legame per il NADH, FMN e per tutti i clusteefS. | sette altri geni
codificano per altrettante proteine idrofobiche di@ninio di membrana.

I Complesso | di cuore bovino € uno degli enzimi di membrana
strutturalmente piu complessi, esso ha una maskzcatare di circa 980 kDa
ed & composto da 45 subunita diverse. Le settezaliddrofobiche (ND1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5; ND6 ) sono codificate daenoma
mitocondriale, mentre le altre sette idrofilichesesziali con le rimanenti 31
dette “non essenziali” sono, invece, codificategi&aloma nucleare.

| centri redox comuni sia al Complesso | mitocoaldi che a quello
procariota sono rappresentati da una flavina legata covalentemente alla
subunita di 51kDa (flavina mononucleotide-FMN) @ d&9 centri Fe-S
(N1-N6) riconosciuti mediante spettroscopia EPR.

Nel Complesso | mitocondriale possono trovarsi tpiedi centri Fe-S*2:
guello binucleare [2Fe-2S] e quello tetranucledieef4S]. | centri binucleari
sono costituiti da due atomi di Fe, legati ciascunamite legami di
coordinazione a due atomi di S inorganici e ai prugulfidrilici di due
cisteine; quelli tetranucleari contengono quattama di Fe, quattro atomi di
S inorganici e quattro cisteine, arrangiati in strattura cubica contorta.
Questi gruppi prostetici formano una lunga catengrado di trasportare un
elettrone per volta, grazie alla capacita deglimatadi Fe di passare
alternativamente dallo stato ossidato +3 a quédlotio +2 e viceversa. | due
centri Fe-S, chiamati Nl1la e N1b, sono binucleaentmre gli altri quattro,
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chiamati N2, N3, N4, N5, sono tetranucleari.

Tramite spettroscopia UV/VIS sono stati osserval, complesso | di Eoli,
altre due centri tetranucleari, chiamati N6a N@lon rivelabili con la
spettroscopia EPR standard® e presenti, anche, nel Complesso |
mitocondrialé*® 44

Studi sul rapporto struttura/attivita di molti aoghi dell’'ubichinone
ipotizzano che almeno uno dei siti di legame déhafe sia costituito, come
gia accennato, dallampia tasca presente tra i doenini, che e
sufficientemente spaziosa da contenere substgambranti e poco specifica
nei confronti dei sostituenti dell'anello chinonic®i pensa quindi che
I'ubichinone si leghi solo debolmente a questo, sitermettendo un rapido
movimento di entrata e di uscita da €43o1n base alla struttura dei chinoni,
caratterizzati da una testa ciclica polare e dalunga coda idrofobica, la
tasca sarebbe costituita da una porzione lipofildaeuna idrofila. Nella
porzione lipofila € coinvolto il dominio di membran probabilmente le
subunita ND1 e ND4, nella porzione idrofila sarebbeece coinvolta la
subunita 49 kDa del braccio periferico. Inoltreigb@ molti degli inibitori del
Complesso I, che bloccano il trasferimento degdttedbni dal centro N2 al
chinone, si legano alla subunita PSST (cosi gedtaavere la sequenza N-
terminale Prolina-Serina-Serina-Treonina) situagdanzona di connessione
tra i due bracci, si suppone che anche questa gabewolga un ruolo
importante nel legame con il chinoH&. Per consentire lo spostamento del
chinone dal dominio di membrana, a cui sembra tegadrso il sito catalitico
del braccio periferico, si pud pensare che esislia struttura dell’enzima una
rampa o una fessura idrofobica che connette i duard;

cio implicherebbe anche che molti inibitori idrofob del Complesso |
possano agire semplicemente bloccando in qualche#o pguesta via di
connession&”.
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Figura 8. Rappresentazione della posizione approssimatilte debunita principali e dei

centri Fe-S contenuti nel complesso | secondo dlefio proposto da Brandt (Brandt et al.,
2003). Sono indicati con “*" i siti di legame péli gnticorpi che riconoscono la subunita 49
KDa e con “#” i siti di legame per gli anticorpiehiconoscono la subunita 30 KDa. Il nome
della subunita € indicato in rosso, mentre i cemdox sono indicati in nero. L'ipotetica
sequenza del trasporto elettronico dal NADH alldhimone (Q) € indicato dalle frecce nere.

Il percorso degli elettroni

I Complesso | catalizza il trasferimento di dueetbni dal NADH
all’'Ubichinone attraverso il percorso dei centrilog che sono tutti localizzati
nelle subunitd del dominio di matrice. RecentemdnteHinchliffe e L.A.
Sazanov*® hanno isolato e cristallizzato il dominio idroditi del batterio
Thermus thermophiludB-8 il quale, con esami di cristallografia a ragged
EPR, ha mostrato la disposizione tridimensionalecéatri Fe-S, e con lo
studio dei potenziali € stato possibile determidargequenza di trasferimento
degli elettroni, ottenendo un modello che e paragde a quello umano.

La sequenza proposta € la seguente: FMN3 - N1b - N5 - N4 - N6a/b -
N6b/a - N2— CoQH, distribuiti su una lunghezza complessiva di84on
uno spazio tra un cluster e I'altro di circaAdche & la distanza massima alla
guale é ancora possibile il salto elettronico.
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Figura 9. Modello di P. Hinchliffe e L.A Sazanov sulla

sequenza dei cluster Fe-S
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Figura 10.La densita dei cluster Fe-S  (punti
rossi) mostrata sotto kuperficie del braccio
periferico del Complessodi T.thermophilus.

n.1: Possibile accesso per il NAD&tl una
distanza di 18 dal primo cluster.

n.2: Secondo possibile accesso per il NADH ad
una distanza di circa A5dal

primocluster

n.3: Corto canale che potrebbe permettere

al Qo di awvvicinarsi all' N2.

I NADH riduce I'FMN, localizzato tra I'N1a e 'N3che ha un potenziale
medio a pH 7,5 (k79 di -336 mV. Un elettrone per volta passa poi ai
cluster N3, N1b, N5, N4 che sono detti isopotenzodr il loro comune g5

di circa -250mV, l'ultimo & I'N2 con I' i 7o piu alto, variabile tra -50 e -150
mV (-100 in media), che affacciandosi all'internelld tasca, riduce
I'Ubichinone ed ha, molto probabilmente, anche wolo fondamentale nella
traslocazione protonica. INI, termophilusc’e un’ulteriore cluster: I'N7, al
quale, essendo molto poco diffuso in natura, viattgbuito una funzione
puramente strutturale, che e quella di stabilizzarsubunita batterica Nqo3
(75kDa, nel bovino) alla quale appartiene.
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Il cluster N1a non é ridotto dal NADH a causa ddiktanza elevata dall’'N3.
Ha un K, 7oche é il piu basso: -370 mV in media, e per quss&uppone
possa interagire con 'FMN, a impedire I' eccessidaizione della catena dei
cluster, attraverso la ridistribuzione elettronipeevenendo cosi la formazione
di specie reattive dellOssigeno in un quantitatigaperiore a quello
fisiologico. Questo meccanismo € uguale a quellggstito per I'eme b
all'interno del Complesso succinato deidrogenasi.

La pompa protonica
I Complesso | da solo genera il 40% del gradigmi#onico transmembrana
della catena respiratori#® ma il meccanismo, altamente efficiente, di
accoppiamento tra il trasferimento elettronico kepampaggio dei protoni,
rimane un mistero. Due modelli sono stati propastitempo: Direttd*?,
indiretto™® e un altro pitl recente, il terzo, che presuppare eombinazione
dei primi due®”.
Il meccanismo diretto implica che il percorso elettronico sia guidato da
intermedi chimici con il chinone come trasportatom®bile di protoni e
elettroni; € una modificazione del Q-cicle.
Il meccanismo indiretto prevede che nel dominio idrofobico esistano due
canali attraverso cui i protoni passano in segu#do cambiamenti
conformazionali indotti dalla riduzione del dominigrofilico. Cio sembra
essere confermato dal fatto che le sub-unita fotimagoresunti canali (Ngo
12,13 e 14; secondo la classificazion&d khermu$ siano altamente conservate
e, nel batterio, costituiscono I'antiporto 4"
La terza ipotesi la piu recente, € ipotizzata dall'idea che le tharie appena
descritte non siano mutualmente esclusive e cheoamdinazione dei due sia
possibile.
In condizioni riducenti avvengono piccoli ma sigcaftivi e concertati
spostamenti di diverse eliche (H1/H2, residui 18-35, 143-160 di Ngo6 e
4HB, residui 110-297 di Ngo4) nell'interfaccia cdrdominio di membrana

che possono essere sufficienti a guidare la trazlone protonica inducendo,
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a loro volta, cambiamenti conformazionali nel doimidi membrana dove le 3
subunita Nqo farebbero passare altrettanti protbrjuarto potrebbe essere
traslocato vicino al sito del chinone con la papazione del cluster N2 e |l

tandem delle cisteine. Il modello e descritto g Xil.

2 e'\‘NGb
3 e MNeb
H-path H-path
\ sz II H-path H-path
\ \
\ N2 /
Al
o H
C46 C45 k
- cyt
€ E-O" Y-0- C46 C45
N6b +
1 O Hoy Q E-O Y-OH
H-path H-path - Q
: ;

C46 C45
4

E-O° Y-0" o
Q 5 Né6b H—p\ath H-path

Q H ;{ath H-,;ath \ I!IZ 1
vooN2 / + ' a

QH2 . . 3 Hepe lo-

/ ” /l/ (c46I C45

ca6, C45 3H,. EOH y Y-OH

E-0 "}\ Y-0 Q

QP

Figura 11. Il cluster ferro-zolfo N2 e N6b sono illustrati fiorma ossidata o ridotta da,
rispettivamentecerchi vuotie pieni. C45 e C46 sono le cisteine mentre Q{Qktlicano
chinone/chinolo. Uno dei possibili accettori debtane di C45 & la T§f (Y-O) mentre di
C46 & il GIU*(E-0). “H-path” indica uno dei possibili sentieri dai ¢yprotoni passano dal
dominio di matrice al tandem di cisteine e pu0 eskestesso per entrambe oppurehibe
4HB indicano le eliche di Nqo6 e le quattro elichéNdjo4, rispettivamente, e sono colorate
di nero quando sono spostate relativamente allo essidato.
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Fase 1 Stato ossidato, arriva il primo elettrone dal NABno al cluster N2 a
ci0 conseguefése 3 la dissociazione e protonazione della cisteina A5
questa fase il passaggio del protone, che va sidlaina, € permessa dal
concertato spostamento di alcunesliche (H1). Nelldase 3si ha la riduzione
del cluster N6b da parte del secondo elettrone,rid&sociazione/de-
protonazione della cisteina 45, il cui protoneegd a residui amminoacidici
vicini (tyr®” o Arg®® (Y-OH)), e la dissociazione/protonazione delladisa 46

il cui protone arriva tramite lo spostamento dieadt eliche (4HB). Poifase 4

N2 dona il primo elettrone al Cqg riducendolo a radicale semichinonico,
per poi tornare in forma ridotta ricevendo il sedorelettrone da N6b. Lo
stato ossido riduttivo € molto simile a alla fasee2cio, si riassocia la cisteina
46, che dona il suo protone al &I¢E-OH), mentre la cisteina 45 si dissocia e
riprotona ancora. Nelltase 5,N2 riduce il semichinone il quale, a sua volta,
riceve i protoni da Y-OH e E-OH: Otteniamo il Co@QHEssendo N2 ossidato,
le a eliche H1 tornano nella posizione di partenza uafanno seguito
modificazioni conformazionali delle tre sub-unitagdNcon traslocazione di
altrettanti protoni. Il quarto protone deriva datlassociazione della cisteina
45 al cluster N2 e trasloca tramite un canale gtn@nte localizzato in una
adiacente subunita idrofobica. Ora il chinolo saced dal sito di legame

mentre un chinone, invece, si lega; e il ciclo maacia.
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[2.2] Complesso Il

I Complesso Il, detto anchsuccinato-CoQ reduttasi 0 succinato

deidrogenasij & il piti semplice di tutti i complessi respirator.

Intermembrane
Complex II space

Succinate Fumarate

Figura 12 Struttura del Complesso |l

E’ un enzima del ciclo di Krebs, il solo ad essérgato alla membrana
mitocondriale interna, e partecipa alla catena misgorto elettronico
trasferendo elettroni dal succinato al pool delithiinone. La struttura é
finora disponibile in maniera indiretta e incompledlalla struttura della
fumarato reduttasi di Eoli ¥, L’enzima & assemblato a formare una struttura
simile a un fungo con peso molecolare totale di BB@ ed e costituito da 4
polipeptidi diversi: due maggiori ( A e B), idrdsbili, e due minori ( C e D),
strettamente ancorati ai lipidi di membrana. Tidtsubunita sono codificate
dal DNA nucleare.

| gruppi prostetici, coinvolti nel trasporto degtlettroni all'interno del
Complesso I, sono: tre centri Fe-S (uno 4Fe-4%, 3ike-3S, e uno 2Fe-S)
legati esclusivamente alla subunita B, un FAD (Fladenina-dinucleotide)
legato covalentemente alla subunita A ed un citoord attraverso cui |l

Complesso Il € ancorato alla membrana interna imidcale.
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Il sito di legame dell’'ubichinone si trova nellebsmita minori. Si pensa che
gli elettroni passino dal succinato, ossidato a dwato, al FAD e poi,
attraverso i centri Fe-S, all’'ubichinoffé. Non & chiaro quale sia la funzione
del gruppo eme b, potrebbe essere un meccanistwvaldola di scarico” per
gli elettroni®® e, quindi, un’eventuale prevenzione della formagidnspecie
reattive dell’'ossigeno (ROS). Il Complesso Il non implicato nella
traslocazione di protoni, dalla matrice allo spamdermembrana e non
partecipa alla formazione del gradiente transmenadfd , di conseguenza si
forma meno ATP dall'ossidazione del FABHhe dall'ossidazione del
NADH. Il Complesso Il € tuttavia necessario persmntire ad elettroni con
potenziale relativamente elevato di entrare ndlera di trasporto ‘saltando’

il Complesso I.

[2.3Coenzima Q

Il Coenzima Qo Ubichinone e un para benzochinone sostituito in posizione
6 con una catena laterale formata da un numerahibgridi unita isoprenoidi

(n = 1-15 ; per lo piu 10 nelle cellule di mammderCoQo ). Il CoQ
mitocondriale si trova inserito nel doppio stratpidico della membrana
interna dove diffonde liberamente tra i complesspiratori. La molecola
presenta tre diversi stati di ossidazione: compietae ossidato,Q,
parzialmente ridotto, la forma semichinonid@H" o Q°, e completamente
ridotto, QHz.
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Figura 13 Riduzione dell’'Ubichinone

L’'Ubichinone viene ridotto a radicale libero semiamico (Q ) quando
riceve un solo elettrone e la riduzione di queStiwh con un secondo
elettrone porta alla formazione dell’'ubichinoloidoochinone, QH).

Il CoQ rappresenta un punto di raccolta per glitedai provenienti da diversi
complessi deidrogenasici (non solo i Complesdil] ma anche la glicerolo 3-
fosfato deidrogenasi e 'ETF-deidrogenasi), che tpmsferisce al Complesso
[ll. Ciascuno di questi enzimi contribuisce allarf@zione di un maggior
numero di molecole di ubichinolo, che viene rioasid dal successivo
componente della catena respiratoria mitocondrigldbichinone riossidato
poi, diffondendo, viene nuovamente ridotto da pddieComplessi | e Il.

I CoQ mitocondriale, nella forma ossidata, svalgeruolo fondamentale per
il funzionamento delle “uncoupling protein” (UGR una classe di proteine di
trasporto situate nella membrana interna mitocahelriLa loro attivazione
determina la dissipazione del gradiente elettroctunesistente tra i due lati
della membrana interna mitocondriale e il disaccamento della
respirazione cellulare dalla sintesi di ATP. A dguésnomeni si associano un
aumento della respirazione cellulare e una prodhezit calord>.

L'aumento della respirazione determina un aumerdla dfunzionalita dei
Complessi della catena respiratoria mitocondripétanto, la possibilita che

30



singoli elettroni riescano a sfuggire da tali coegsi per ridurre
univalentemente 'ossigeno molecolare a superossiniolto bassa.

Le UCPs sono quindi in grado di modulare la generazion®@iS; recenti
studi sull’espressione genica delle UCGP! hanno infatti dimostrato che in
seguito ad una condizione di stress ossidativajeveumentata la sintesi di
tali proteine tramite processi di regolazione genit CoQ €& anche un
componente di catene redox extra mitocondR4li La sua funzione, ancora
non completamente chiarita, sembra quella di coadeui mitocondri nella
rimozione dell’eccesso di potere riducente chegtdite formarsi durante la
glicolisi, causando un’eccessiva produzione datattnociva per la cellula.

In aggiunta a queste funzioni, si riconosce al @wQuolo importante come
antiossidante cellulare; inoltre, e stato studemche un effetto del CoQ sul
poro di transizione di permeabilita, canale loaip nella membrana
mitocondriale interna, implicato nel processo dirtaaellulare. Sembra che
alcuni omologhi del CoQ possano influenzare l'apertdi questo canale

controllando la cascata di eventi tipica dell’apspt®..
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[2.4] Complesso Il
I Complesso lll, detto anch&bichinolo-citocromo ¢ ossidoreduttasi o
Complesso del citocromo bg € il meglio compreso dei complessi respiratori.
Trasferisce gli elettroni dall’'Ubichinolo al Citammo ¢ e accoppia questa
reazione redox con la traslocazione di protoni adatlatrice allo spazio

intermembrana mediante un meccanismo noto comecyt@*.

Cytochrome ¢

PR .
/ Rieske iron-

Cytochrome ¢y ¢ P

v .
. + sulfur protein
- L]

. Intermembrane
* space (P side)

Cytochrome b { e RSB

Figura 14 Struttura del Complesso |l

La struttura dell’enzima bovinoedwtta dalla cristallografia ai raggi X,
appare come un dimero simmetrico, stabile, conparge piu larga immersa
nella matrice e una parte piu stretta esterna.cGimmonomero ha una massa
molecolare di ~240 kDa e contiene undici subunia cui sequenze
amminoacidiche sono conoscitig.

Tre subunita (lll, IV e V) costituiscono il coreirfzionale dellenzima e
contengono i centri redox: @itocromo b, codificato dal DNA mitocondriale,
che possiede due gruppi emesgb bsgg), il Citocromo ¢; ancorato alla
membrana, ed un centf@-Sad alto potenziale, chiamato centro di Rieske.
Le altre otto subunita sono per la maggior partegime che circondano |l
nucleo metallo-proteico; due di esse pero si estemchella matrice, sono
simili e sono dette proteine “Core 1 e 27, la lgn@senza contribuisce alla
maggiore stabilita ed alla elevata attivita del @tesso Il bovino rispetto al
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complesso batterico in cui tali subunita sono assen

Il modello proposto da Mitchelt®, noto come © cycle’, & quello pit adatto
a spiegare il meccanismo della traslocazione prceiamel Complesso lil.
Questo modello ipotizza l'esistenza di due dististii di legame per
I'Ubichinolo e per l'ubichinone: il sito di legamgell’'Ubichinolo, chiamato
“centro out” o Q o P (positivo), e situato tra il centro di Rieskd il
Citocromo b, ed é rivolto verso il lato citoplasmatdella membrana interna;
il sito di legame per I'ubichinone, chiamdtentro in” o Q o N (negativo), &
invece situato sul versante opposto della membrhneiclo °, che pud
essere diviso in due stadi, ha inizio quando I'nimolo legandosi al sito Q
cede un primo elettrone al centro Fe-S, che attsavié citocromo ¢ giunge
al citocromo c ottenendo cosi un semichinone”U@gato al sitoQp con
contemporanea emissioni di due protoni nello spamiermembrana. Il
semichinone UQ cede il secondo elettrone che é riciclato alltinte
dell’enzima stesso: passa dal gruppo eme a bassozme (b) a quello ad
alto potenziale (), e da qui, a una molecola di ubichinone legatsital Q
che si riduce a ubisemichinone completando cogirilaa meta del ciclo.
L’altra meta del ciclo é simile alla prima, con weconda molecola di UQH
che viene ossidata sul site..Ql primo elettrone arriva al citocromo c¢ con il
passaggio di altri due protoni nel lato positiviosecondo arriva al sito Q
dove, trovando ['Ubisemichinone precedentementeenatb, lo riduce
completamente ad ubichinolo, il quale assume duwdopr dalla matrice
liberandosi dal sito (Q tornando cosi a fare parte del pool e completaindo
ciclo .

In pratica il citocromo b crea un sistema ciclichecpermette ad un
trasportatore di due elettroni ('Ubichinone) digragire con un solo elettrone
per volta (centro Fe-S). Per completare il cicldblchinone acquista dalla
matrice due protoni , riducendosi ad ubichinolo ¢RH

In totale si ha il trasferimento di due elettroaildibichinolo al citocromo c e
la traslocazione di quattro protoni dal lato di & della membrana a quello
citoplasmatico.
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Due protoni in entrata contro quattro protoni irites fa si che il Complesso
[l si comporti apparentemente come una pompa prodosbilanciata.
L’equazione netta per le reazioni redox del ciclé:Q

Qkt + 2 Cit Gossidatoyt 2 H — Q + 2 Cit Cyridotto) + 4 H'

ia) First half of ) cycle

Synopsis
2H* out
::;“ UQI;I, T Cyvte
m pao \\ A
2e” oxidation
at Qp site Le™

U0 to /
pool 1e™
uQ ‘/

at On site
Synopsis
2H* out
Second UQH, T Cyvt e
from pool \\\ A
UQ 2¢~ oxidation _
to pool = 4 Qp site - 1¢
UQH -
to pn:l ‘// le
uQ-
. \nl On site
: T
Met P~
UQH, + 2HY, +2Cyte, —® 4H}, +2Cyt g+ UQ 2H*

Figura 15 Q-cycle
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[2.5] Il Citocromo ¢
II Citocromo e una piccola proteina solubile camumassa molecolare di
circa 13000 u, composta da circa 100 residui, atden conservati, nella
maggior parte delle specie studiate. E’ localizzetaprossimita del lato
esterno della membrana interna mitocondriale, qllale si lega mediante
interazioni elettrostatiche, e rappresenta il sdootrasportatore mobile di
elettroni della catena respiratoria tra il Compbeldse il Complesso IV.
Come gruppo prostetico contiene una ferro-protopoaf IX legata
covalentemente alla proteina mediante legami tieet®n due molecole di
cisteinal®!,
Il trasferimento di elettroni dal Complesso Il Glomplesso IV sul lato
citoplasmatico della membrana interna e legata stlio di ossidazione
reversibile dell’atomo di ferro del gruppo eme {FEe*"). Quando il gruppo
eme del citocromo ¢ accetta un elettrone dal Cosspléll, il Citocromo c si
sposta verso il Complesso IV per donare l'elettrenein centro rameico
binucleare di questo enzima.

Aspetti evoluzionistici e struttura

Poiché il citocromo ¢ €& cosi antico, conservatoc@io e facilmente
purificabile, & stato oggetto di grande attenzidaeparte degli studiosi delle
proteine interessati ai processi evolutivi. Infatkagli anni ‘60 ad oggi, ne e
stata determinata la sequenza da oltre100 speaesdi Questo ha permesso
di capire che, le differenze esistenti tra le segaeamminoacidiche nelle
diverse specie, sono tanto piu spiccate quanto imagg la distanza lungo la
scala evolutiva. Cio ha consentito di tracciare pl@ssi alberi genealogici
ottenendo risultati perfettamente sovrapponibiligaelli della sistematica

classica che ricorrere ai dati morfologici.

| citocromi ¢ delluomo e del cavallo differiscoim 12 dei 104 amminoacidi;
19 separano vertebrati superiori, mammiferi, uccellrettili dai pesci e,
invece, in media, 27 amminoacidi separano i veatebdagli insetti. La

massima differenza tra due citocromi si riscontealtuomo e la muffa del
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pane (Neurospora); essi differiscono per piu dePoddella sequenza
amminoacidica.

10 20 30 40 50 60
MGDVEKGKKI  FVQKCAQCHT VEKGEKHKTG PNLHGLFGRK TGQAPGFTYT DANKNKG TW

70 80 90 100
KEETLMEYLE NPKKYI PGTK M FAG KKKT EREDLI AYLK KATNE

Fig. 16 Sequenza amminoacidica del citocromo c¢ di cavallo

Nonostante queste differenze, la funzione dellégoma € mantenuta da alcuni
tratti che non cambiano mai: Trentacinque dei I#haoacidi del citocromo
C sono assolutamente invarianti in tutte le spesmmeosciute; tra questi
ricordiamo gli amminoacidi 14,17,18 e una lungausega dal residuo 70 all’
80. Inoltre, 23 siti possono essere occupati daldue amminoacidi simili tra
loro come l'arginina e la lisina (sostituzioni cengative). Soltanto in alcuni
siti della catena possono essere tollerati dei camdmti radicali: il residuo 89
puo essere acido, basico, polare non ionizzat@elegente idrofobo come
I'alanina o sprovvisto di catena laterale comelieirta. L’unico tipo di catena
laterale che sembra non poter occupare questaiqu@siz un grosso gruppo
idrofobico. Tali regioni variabili sono tuttaviareae per questo il citocromo ¢
nel suo complesso €, dal punto di vista evoluti@amente conservato.

Il fatto che esistano residui rimasti invariati @lre un miliardo di anni di
evoluzione significa che sono assolutamente ciiugél la funzionalita della
proteina rispetto a quelli altamente variabiliinhportanza di questi residui va
ricercata nella struttura tridimensionale ottenatgli anni 60, dal citocromo
c di cuore di cavallo con la cristallografia a rexyg

In questo modo si & capito che la proteina forma tasca nel quale si
inserisce il gruppo eme e da cui rimane, nellcostesidato, in parte esposto
lateralmente per ricevere I'elettrone. La tasca& parte critica per il corretto
funzionamento del citocromo ¢ e per questo i sl lati sono formati da
amminoacidi invariati come la sequenza 70-80 pelatm Inoltre, il gruppo
eme & mantenuto in situ, da un lato, dalle cistékhd7 e dall'istidina 18 e,
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dall'altro lato, dalla metionina 80. Interessaat& fenilalanina in posizione
82 che, nello stato ossidato, espone la sua catkntoba nell’ambiente
acquoso pagando un alto prezzo in termini eneiig@&ro, il riarrangiamento
amminoacidico che segue la riduzione delleme pdaafenilalanina a
chiudere la tasca proteggendo I'eme dall’'estermm fal legame con la
citocromo ossidasi. Evidentemente la chiusura dé#lssura delleme é
importante per la sua attivita biologica spiegatedoonservazione assoluta di
guesto amminoacido durante tutta I'evoluzione. Dataatura di trasportatore
mobile di elettroni, il citocromo ¢ € destinatg@endere contatto con la sua
reduttasi e ossidasi attraverso interazioni diursatlettrostatica, per questo,
anche la superficie é altamente conservata. Dellene laterali esposte
all'esterno, ricordiamo quelle positive delle lisidi cui il citocromo c e ricco;
sono 19, e la maggior parte contribuisce alla eadicsuperficie. Tra queste,
alcune, “ancorano” la piccola proteina alla citoop ossidasi, che a sua volta
espone catene laterali cariche negativamente. lortapza delle lisine in

questo legame € evidente dal fatto che ingombrdadoumero 14 viene
dimezzata la reattivita del citocromo c con la sssidasi.
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[2.6] Complesso IV
I Complesso IV, detto anch€itocromo c¢ ossidasi (COX) e I'enzima
terminale della catena respiratoria. Catalizzaasferimento di elettroni dal
Citocromo c all’'ossigeno molecolare che viene timca due molecole di
acqua.

Intermembrane
space
(P-Phase)

Matrix
(IN-Phase)

Figura 17.Struttura del Complesso IV

Il Complesso IV rappresenta il terzo sito di comagrone dell’energia nei
mitocondri.
Il trasferimento degli elettroni avviene secondodazione:

4 citocromo ¢ (F8) + 4H + O, — 4 citocromoc (F&) +2H0 ed &
accoppiato alla traslocazione di 4 protoni (untgme per ogni elettrone
trasferito) dalla matrice allo spazio intermemlacan
La struttura dell’enzima bovino é stata dedotta ian@eé cristallografia; esso
appare come un dimero a forma di Y, in cui ciastuumomero € costituito da
13 subunita e ha una massa molecolare di circkRad?>°%

Le tre subunita maggiori (I, Il, e 1ll) sono codiite dal DNA mitocondriale e
costituiscono il core catalitico dell’enzima, ciroato dalle rimanenti dieci
subunita, pitl piccole e codificate dal DNA nuclete

38



La subunita | ha una forma cilindrica e consistd 2lieliche transmembrana
che concorrono a formare canali per il passaggiopd&oni; contiene un
gruppo eme a e il centro binucleare em&€ug, responsabile della riduzione
dell’ossigeno ad acqua.

Le subunita Il e Il si trovano su lati oppostip&dto alla subunita | e non
entrano in contatto tra di loro. La subunita Il tva dominio transmembrana
sul lato esterno della membrana interna; contiesiéoi che lega il citocromo ¢
e il centro Cy che contiene una coppia di atomi di rame a valenida
complessati con i gruppi tiolici (-SH) di 2 residiiiCisteina e di due Istidine
ed & simile a un centro ferro-zolfo del tipo,f8 . Il centro Cy
rappresenta l'accettore primario di elettroni d#bbaromo c ridotto. La
subunita Il consiste di 7 eliche transmembranazaesignificativi domini
extramembrana; presenta alcuni fosfolipidi legatinen contiene centri
reattivi, il suo ruolo funzionale non e stato arscdefinito. Oltre ai citocromi e
agli atomi di Rame nel Complesso IV sono presemttatione Magnesio, che
coordina e stabilizza i centri redox, e un atomoZtico con funzione
strutturale. Le dieci subunita codificate dal DNActeare svolgono solo un
ruolo di regolazione e assemblaggio nel processmasierimento elettronico.
Il Complesso IV riceve in successione 4 elettranédnolecole di citocromo ¢
ridottd®”.

Gli elettroni sono trasferiti dal citocromo al sito Cy dal quale sono
successivamente ceduti, dopo un salto di, 18 Fe eminico del citocromme
da qui al sito Cgl(O—H).

Un secondo elettrone riduce poi il ferro ferrico—R) del citocromoas; a
ferro ferroso, portando al legame dell’, @R—A) attraverso un ponte
perossido tra I'emes ed il sito Cy. Questo equivale al trasferimento di due
elettroni dal centro binucleare all’,@gato.

Il passo seguente comporta l'acquisizione di duetopi e di un terzo
elettrone (P»F), con conseguente rottura del legame perossgimerazione
del ferrile (F&" nel gruppo eme.

Il quarto elettrone facilita la formazione di idstdo ferrico in questo centro
(F—0O’) dove la liberazione di due molecole di acquanssgue
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all'acquisizione, da parte dei gruppi idrossiliciocdinati, di due protoni dalla
matrice (O—0). Il meccanismo con il quale i protoni sono teasi al lato

citosolico della membrana & sconosciuto ma si gacoh avviene attraverso
due canali idrofilici (D e K) contenuti nella subta I. Complessivamente per

ogni quattro protoni prelevati dalla matrice, duringono nello spazio

intermembrana.
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Figura 18. Il percorso elettronico nel Complesso IV findadtettore finale:
I' Ossigeno moleara.
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[2.7] ATP sintasi

L’ ATP sintasi mitocondriale o F;Fo ATPasi o Complesso V € un enzima
funzionalmente reversibile, puo sintetizzare I'AT#sando la forza motrice
protonica attraverso la membrana e puo idrolizZzakdP per pompare
protoni contro un gradiente elettrochimico.

Figura 19Struttura dell’ATP sintasi

L’enzima bovino sembra contenere 16 differenti @iret **!, ha una massa
molecolare totale di ~ 500 kDa e rappresenta il tefe proteine totali della
membrana interna mitocondriale. E’ formato da daemgonenti principali,
chiamatiF,e F,, dove il pedice sta ad indicare che quella e la porzione dell’
ATP sintasi che conferisce al complesso la seitsibdll’Oligomicina, in
inibitore di questo enzima e quindi della fosfaritme ossidativa.

Il componente Ffu per la prima volta estratto dalla membrana oatwlriale
interna da Efraim Racker nel 1968

Questo frammento isolato non puo sintetizzare A@Remdo dai precursori
ADP e Pi; catalizza la reazione inversa, cioé ¢idi di ATP, e per questa
ragione l'enzima fu allora chiamato ATPasi. Cid0 nonostante questa

subunita, insieme con lg e fondamentale per la sintesi dell’ATP.
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I componente E contiene diversi siti di legame per I'ATP e I'ADP
compreso il sito catalitico in cui avviene la ssitdel’ATP. E’ un complesso
proteico periferico che resta unito alla membrarmaliante interazioni con il
componente & complesso proteico integrale di membrana, chéteisse un
canale trans-membrana attraverso il quale possomssape i protoni.
Fotografie al microscopio elettronico del Comple¥sbanno mostrato che la
struttura ha la forma di un pomello doveé-la testa globulare g € la base,
normalmente inserita nella membrana. Anche il ceisgd completo, come la
parte F isolata, puo idrolizzare 'ATP, ma la sua funziobielogica resta
quella di produrre ATP a partire da ADP e Pi.

Ogni complesso e formato da 5 subunitaa,(, v, 6, € ) con una
composizione del tipasfayde ¥ dove le subunitax e f sono omologhe,
entrambe legano i nucleotidi, ma solo qudlidanno attivita catalitic&®,
ciascuna delle quali possiede un sito attivo psirligesi di ATP. Le subunit@&

e ¢ regolano l'interazione tra;Fe R e, infine la subunita ha la funzione di
regolare il flusso di protoni versoi.FL'unita F, , formante il canale, e
composta di tre subunia idrofobiche indicate coeeb, e c, con una
stechiometria apparente dbgc,o.1» Le due subunita b formano un peduncolo
esterno, che insieme alle subunitay (peduncolo interno), contribuiscono a
tenere legate le due unifg e .

La sintesi di ATP, che si alterna sui siti catalitilelle subunitégp di F, e
possibile grazie al flusso dei protoni attraversg \¥erso la matrice
mitocondriale. Poiché il flusso protonico avvierea@ndo gradiente (di pH e
di potenziale di membrana ), durante il passag@ioptotoni si libera una
quantita di energia sufficiente per consentiresimgesi di ATP.

Sembra che la funzione della pompa protonica rnenasito quella di formare
ATP, quanto piuttosto quella di favorire il distacdall’enzima una volta
formatosi. Il legame dellADP e del Pi ad un sitelldATP sintasi, sembra
promuovere il distacco dellATP, cioé I'enzima hdtiata catalitiche
cooperative. Il meccanismo e determinato dallaziotee di una porzione del
complesso contenente F1 rispetto ad una partededsa “statore”.
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La catalisi rotazionale implica che la porzione iarsa nella membrana debba
contenere una struttura che ruoti in risposta &il@a motrice protonica.
Secondo questo meccanismo di catalisi alcuni commodell’enzima devono
formare uno “statore” che interagisce con il “refodella membrana. E’ stato
proposto un modello in cui I'oligomero della sult@nt forma il rotore con le
subunitay ede, e le subunita a e b con la subumittormano il braccio dello
statore. Il flusso protonico attraverso linterfecctra la subunita a e
I'oligomero delle subunita ¢ causerebbe una tossiqnando lo statore e il

rotore si muovono in direzioni opposte.

ATP F,
ADP + P,
stator
H.
F

Figura 20. Meccanismo dell’ATP sintasi
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3.GLI INIBITORI DELLA CATENA RESPIRATORIA

[3.1] Inibitori del complesso |
(NADH- CoQ10 ossidoreduttasi)

Piu di 60 differenti famiglie di composti (di gine naturale e sintetica) sono
conosciuti come inibitori del Complesso |. Alcunilitori agiscono a livello
del braccio periferico del complesso, impedendotrdsferimento degli
elettroni dal NADH al gruppo flavinico ed alle peate Fe-S; altri inibitori
agiscono a livello dei siti di legame dei chinoaijn prossimita di questi,
impedendo la riduzione dell'ubichinone ad UbichmmolQuesto secondo
gruppo di inibitori &€ rappresentato da molecolefiie, strutturalmente molto
simili al chinone endogeno, caratterizzate da estatciclica , corrispondente
all'anello chinonico, e da una coda idrofobitd Sembra che il sito di legame
degli inibitori lipofili sia un ampio dominio idrabico, in grado di ospitare
molecole diverse, i cui siti di legame delle vamelecole possono essere in
parte sovrapposti. Questo dominio dovrebbe in peotecidere con i siti di
legame dell’'ubichinone; e infatti stato ipotizzatoe almeno uno di questi sia
una tasca ampia e poco specifica in cui il chinaleholmente legato , puo
scambiarsi facilmente con quello mobile di membf&fha

Rotenone
Il Rotenone € un insetticida naturale ed é il polepte rappresentante dei
rotenoidi, una famiglia di isoflavonoidi estrattialte piante del tipo

Leguminos&”], ed & diventato I'inibitore tipo del Complesso I.
H.C

|
“\‘\c

"CH,

Figura 21. Struttura del Rotenoh&a molecola
T caratterizzata da cinque anelli e possiede treicent
chinali.
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Mediante I'analisi a raggi X € stata determinatattattura tridimensionale del
Rotenone: la molecola e ripiegata nella congiureitia gli anelli B e C e
guesta caratteristica € indispensabile per la Hiwdta poiché gli isomeri del
Rotenone con i suddetti anelli quasi complanaciosnportano come inibitori
meno potenti. L’anello che lega i due gruppi mdtéssorrelato con la testa
chinonica dell’ubichinone e i due gruppi metossnesdondamentali per
un’efficace interazione con il sito di legame. dkto della molecola potrebbe
corrispondere funzionalmente alla coda isoprenald#ubichinone . ||
Rotenone esplica la sua azione interrompendo sferamento degli elettroni
dal centro N2 all’'Ubichinone ed il suo sito di lega, posto all'interfaccia dei
due domini dell’enzima, consiste di due regioniauwsterna, affacciata sul
mezzo acquoso, ed una meno accessibile intimanesgata nel dominio di
membrana dell’enzima. Le subunita proteiche chepmmgono quest’ ultima
regione sono ND1, ND4 e la PSST, mentre la regmnoeidrofila € molto
probabilmente costituita dalla subunita 49 kS

Affinché I'inibizione del Complesso | da parte debtenone sia completa, e
necessaria l'interazione con entrambe le regiopiasntate. Poiché da diversi
studi € emerso che il Rotenone non & competitiveowfronti degli analoghi
del CoQ, alcuni autori ritengono che esso non agfisca con il sito di legame
dell’'Ubichinone, ma con uno situato nelle immediadtnanze*?.

Piericidina A

Le piericidine sono antibiotici prodotti da alcuseecie diStreptomyces
Questi composti hanno contribuito ampiamente alkfinczione delle
caratteristiche funzionali del Complesso I.

Studi con la Piericidina A hanno indicato che ilnGwesso | ha due siti di
legame per [linibizione nella membrad® " uno dei quali inibisce |l
trasporto inverso di elettroni energia dipende(RET) molto piu del
trasporto diretto (NADH-Q). E’ stato proposto undetio che localizza il sito
di legame della Piericidina all’interfaccia tradbminio idrofilico e quello
idrofobico del Complesso F?. Secondo questo modello la subunita
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ND1/49kDa associata al dominio periferico del Cteapo | contribuisce

all’'organizzazione del sito di legame Piericidinai&one.

Figura 22. Struttura della Piericidina A

Il Coenzima Q,
E’ un chinone a corta catena che funge da substctaoibitore dell’attivita

NADH-Q redattasi. Questo chinone accetta elettdaii Complesso | ed ha

attivita inibitoria una volta ridott§*.

Figura 23 Struttura del @

Rolliniastatina-1 e Rolliniastatina-2

Le acetogenine sono prodotti naturali derivanti piante Annonaceae
inizialmente caratterizzate come agenti antitumoml successivamente
riconosciute come inibitori del Complesso |. Le tagenine con due
tetraidrofurani adiacenti sono appunto la rolktéina-1 e rolliniastatina-2.
Sembra che agiscano come il Rotenone e cio dipengmrticolare dalla

presenza di un gruppo idrossilico vicino al lattsostituito'’.
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Figura 24. Struttura di Rolliniastatina-1 e RolliniastatiBa-

Capsaicina
La Capsaicina e il membro piu rappresentativo\Miilloidi, € una sostanza

pungente estratta dai peperoni piccti

5_1-13
Q

Figura 25. Struttura della Capsaicina

| Vanilloidi sono principalmentesati per studi neurobiologidi”! e hanno
applicazioni come analgesici topici e additivi nadintari. La tossicita
mitocondriale della Capsaicina deriva dalla subizibne del Complessd ..
La capsaicina agisce come inibitore competitivd'ulgichinone con NADH-
ubichinone ossidoreduttasi isolata da cuore boVfho
Usando patrticelle submitocondriali preparate dareumvino e da diverse
membrane batteriche, Yadf' ha dimostrato che I'inibizione dell’attivita della
NADH-ubichinone ossidoreduttasi di molti organismper mezzo della
Capsaicina € ben correlata con la presenza di tan dsi accoppiamento
energetico in questo segmento della catena respaat
Una serie di analoghi della Capsaicina sono statietizzati per esaminare i
fattori strutturali richiesti per I'inibizione e pg@rovare le proprieta strutturali
del sito catalitico dell’Ubichinone delle varie NADBubichinone reduttasi.
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[3.2] Inibitori del Complesso Il
(Ubichinolo-Citocromo assido reduttasi))
Secondo il modello proposto da Mitchell (“Q-cycle’) Complesso Il
contiene due siti distinti di legame, uno per latbnolo (il centro “out”) e
I'altro per I'Ubichinone (il centro “in”), situatisu due lati opposti della
membrana interna mitocondriale. L’esistenza di tjuése siti distinti del
CoQ e dimostrata anche dall'esistenza di inibitte , legandosi a tali centri,
inibiscono esclusivamente I'enzima a livello dehite “out” o del centro
“in”.
Un esempio di inibitori del centro “out” sono Mixatolo e Mucidina che
agiscono sia bloccando la riduzione dell’'ergg lthe quella della Fe-S

proteina.

Mixotiazolo (anche inibitore del Complesso 1)

Il Mixotiazolo € un antibiotico prodotto déyxococcus fulvusin grado di
legarsi ad un sito posto nelle vicinanze del gruppee Rgs € di impedire il
trasferimento di un elettrone dall’'ubichinolo afieoteina Fe-S. Cio comporta
il blocco della riduzione del citocromo,c®” . A concentrazioni elevate il

Mixotiazolo puo inibire anche l'attivita del Comgko 1.

OMe

Figura 26. Struttura del Mixotiazolo
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Mucidina (anche inibitore del Complesso 1)
E’ un antibiotico fungicida isolato dalle colture@udemansiella mucidahe
si lega allo stesso sito del Mixotiazolo ed agisceaniera analoga ad esso.

O O

o

Figura 27 Struttura della Mucidina

Stigmatellina (anche inibitore del Complesso I)

E’ un antibiotico isolato dal ceppstigmatella che si lega allo stesso sito del
Mixotiazolo.A basse concentrazioni € un inibitorel dcentro out del
Complesso lll. Ad alte concentrazioni € un inibéadell’attivita NADH-Q

del Complesso I.

0

Figura 28. Struttura della Stigmatellina

Gli inibitori del centro “out” impediscono il trasfimento di un elettrone dal
chinolo alla proteina Fe-S ed evitano la produziatiespecie reattive
dell’'Ossigeno da parte dell’enzima.

Gli inibitori del centro “in” sono una classe pitesgenea di composti che
non mostrano analogie strutturali tra loro, comeeae spesso accade per
guelli del centro “out”. Si tratta essenzialmeniesdstanze che bloccano |l
trasferimento degli elettroni dall’'emegbal chinone e viceversa come é stato
osservato utilizzando Antimicina A, I'inibitore proto appartenente a questa
categoria. Il blocco dellenzima con Antimicina Aoroporta un notevole
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aumento della produzione di specie reattive dedi@=no.

Antimicina A
L’Antimicina A € un antibioticoprodotto da varie specie 8itreptomyceda
sua struttura chimica consiste in un acido 3-formdamnsalicilico legato |,

tramite un gruppo amidico ad un anello dilattorsostituito.
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Figura 29. Struttura dell’Antimicina A

Dall’analisi della mappa a densita elettronica@einplesso Il inibito con
Antimicina, si nota che essa agisce legandosi agitarprossimale al gruppo
eme g, . Inoltre, la densita elettronica é talmente estesdighostrare che
I’Antimicina e in grado di spiazzare le molecoleubichinone legate al
complesso nello stato naturale. Quest’ultimo aspRiggerisce che il sito di
legame dell’Antimicina si sovrappone in parte & i di riduzione

dell’'Ubichinonel™.
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[3.3] Inibitori del Complesso IV
(citomo-ossidasi)
I Complesso IV della catena respiratoria puo essgbito impiegando
composti quale il Cianuro di Potassio (KCN) , il Mssido di Carbonio (CO)
e I'azide (N) e I'ossido nitrico.
L’inibizione del Complesso IV ottenuta mediantenbnossido di Carbonio e
I'azide € incompleta.

L’ azide é cineticamente competitiva con il substrato deti@acromo ossidasi
nelle cellule di lievito e nei mitocondri, ma € noompetitiva nella Citocromo
ossidasi isolata.

Il Cianuro € un inibitore non competitivo in grado di detemare una
inibizione totale. Il tempo richiesto per ottendimibizione dell'attivita
enzimatica dipende dallo stato redox del gruppo &med e stato dimostrato
a tale proposito che il cianuro puo agire in mamieapida solamente se
I'ossidasi € parzialmente ridotta. Poiché tale frentransiente e compare
solamente durante il turnover dell’enzima in presedel substrato (cit °t),
I'inibizione della respirazione mitocondriale o kegtivita dell’enzima isolato,
da parte del cianuro, richiede qualche mir(ffo

I monossido di Carbonio inibisce la Citocromo ossidasi mediante un
processo relativamente semplice che prevede iMegdi tale ligando al Ferro
del gruppo eme gesplicando in questo modo il suo effetto inibitorio

L’ ossido nitrico (NO)

Ad alte concentrazioni e con un tempi lunghi di easspone € anche un
inibitore del Complesso | e I'effetto inibitoriogrolungato nel tempo. Invece,
la Citocromo ossidasi € inibita molto rapidamenteesersibilmente da basse
concentrazioni di NO anche in presenza di un’a#tasione di ossigeno.
L'inibizione si esplica attraverso due vie altemat che portano alla

formazione di nitrosil- o nitriti-emas derivati!’®.
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4. ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE DELLA
CATENA RESPIRATORIA MITOCONDRIALE

[4.1] Introduzione
Numerosi approcci sperimentali, migliorati nel apokegli anni, hanno fornito
informazioni sulla struttura dei complessi proteitansmembrana che
formano la catena respiratoria mitocondrfate Tutti i complessi della catena
respiratoria mostrano omologie con quelli battepar cui vengono usati per
estrapolare una grande guantita di informaziotizatite per la comprensione

degli enzimi mitocondriali®®>

. Di tutti i complessi respiratori € stato
possibile ottenere il cristallo eccezion fatta pexomplesso | di cui esiste |l
cristallo del solo dominio di matrice. Cio nonogggnalla luce delle

conoscenze apprese la catene respiratoria cela ameora tanti segreti, tra |

guali la sua organizzazione strutturale.

Sono 2 i modelli piu accreditati a descrivere Baigiamento dei complessi
nella membrana e che, nel corso dei decenni, si albernati (Figura 30) :

- “Il modello delle collisioni casuali (random collision modgI™™), & stato

tradizionalmente il piu accettato: | complessi sondicati come elementi
individuali ed il flusso elettronico € garantito daallisioni diffusionali e

casuali tra i complessi e le piccole molecole diffili (Coenzima Q e

citocromo c).

- “il modello dei supercomplessiin cui I'unione dei diversi complessi, in
stechiometrie fisse, forma aggregati stabili cheosnportano funzionalmente

come un unico enzind.
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Figura 30.1 due modelli piu accreditati a rappresentaregémizzazione strutturale dei
componenti della catena respiratoria nella membraitacondriale interna. A sinistra il

modello delle collisioni casuali proposto da Hadk®ick; a destra il modello degli aggregati
enzimatici (Supercomplessi) proposto da Schagger.

[4.2] Il modello delle collisioni casuali

Il modello a stato-solido fu il primo a essere s gia negli anni '40 da
Chance ma fu sostituito da quello delle collisioni casudbpo aver
scoperto che gli enzimi respiratori mitocondriabne funzionalmente attivi
anche quando sono isolati in complessi individualuesto modello venne
proposto da Green e collaboratori e prevede i cesspkenzimatici individuali
dissolti nel bilayer lipidico della membrana intarmitocondriale®. Fu
Hackenbrock poi a portare avanti tale ipotesi fdemdo, in modo sistemico,
il suo random collision model che reca importanti informazioni strutturali e
funzionali per spiegare il trasferimento elettranic mitocondriale.
Hackenbrock rifiuta la concezione di uno statodmli secondo il quale
esistono degli aggregati permanenti o transienticdenponenti redox nella
membrana interna e sostiene che la membrana inteitoaondriale sia uno
stato-fluido dove tutte le proteine di membranajndu anche i grossi
complessi multiproteici che catalizzano il traspadt elettroni e la sintesi di
ATP, sono elementi individuali in grado di muovdiseramente e in maniera

indipendente per diffusione laterale. | complesen rsi trovano, quindi,
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ancorati rigidamente tra loro all'interno della ntmana, ma bensi distribuiti
casualmente nel piano rappresentato dal doppitm sipédico .

Secondo Hackenbrock il trasferimento elettronico llenemembrane
mitocondriali dipende proprio dalla collisione di§ionale random tra i
complessi enzimatici, indipendentemente immersibilayer®®, e le piccole
molecole diffusibili (coenzima Q e citocromo c). &ato da lui proposto, in
aggiunta, che la tappa limitante di tale processwetico di trasporto
elettronico sia la diffusione del CoQ.

I modello delle collisioni casuali, formulato daatkenbrock, € fondato su 5
postulati :

1) Tutti i componenti redodiffondono lateralments modo indipendente

2) il citocromo c diffonde principalmente ire-dimensioni;

3) il trasporto di elettroni € un processo cinetidtusion-coupledaccoppiato
alla diffusione);

4) il trasporto elettronico e un proceshffusionale multicollisionale;

5) la velocita di diffusione dei componenti redox tin’influenza diretta su
tutto il processo completo di trasporto elettronieopud essere ltappa
limitante, come in urprocesso controllato dalla diffusione

[4.3] Il modello dei supercomplessi

Sebbene il random collision model sia stato pegdéutempo ritenuto il piu
adatto a descrivere I'organizzazione strutturaladmtena respiratoria, quello
in stato-solido non venne mai del tutto abbandomatoggi, ha riacquistato
notevole considerazion®®. Nel 1994 venne riproposto da H. Shagger in
seguito ai sui studi condotti con una metodicaullatesso messa a punto: la
gel elettroforesi in condizione nativa (BN-PAGEY. Gia Hatefi, con i suoi
studi pionieristici, isolo dai mitocondri preparazi non risolte di complessi I-
[l e di complessi lI-lll dopo frazionamento consissicolato e ammonio
acetato o desossicolato e ammonio solfato. Il ceagal ricostruito I-Ill era
stabile e mostrava la stessa attivita NADH-citoawomreduttasi di quella

misurata direttamente sui mitocondri isol&ii®® 87!
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Nel 1982 Yu e collaboratori isolarono il Compledsassociato al Il che
poteva poi essere risolto nella succinato CoQ taslue nella ubichinolo
citocromo c reduttasf®!.

Nel 1987, Ozawd®® ha evidenziato il concetto di “Sopramolecola”, un
assemblaggio di complessi respiratori e di ATPdsriaare un aggregato con
un peso molecolare di 1.8-1.9%10

Importantissimi sono le svariate indicazioni fummb dell’'esistenza di
interazioni permanenti tra i complessi ottenuti eoalisi cinetich&®..

Si & anche chiarita I'organizzazione della catezspiratoria di certi batteri.
Supercomplessi stabili formati dai complessi I,dllV sono stati studiati ed

isolati daParacoccus denitrifican€™, dal batterio termofil@acillus PS3Z,

dallarcheon termoacidofilico Sulfobulus 3

e da Corynebacterium
glutamicunt®*

Inoltre Schagger, tramite le sue indagini elettrefiche, ha prodotto nuove
evidenze di assemblaggi stechiometrici preferendiakingoli complessi in
mitocondri di lievito e di mammifero, suggerendonuovo modello di catena
respiratoria i{ respirosoma basato sul “channeling” diretto tra i complessi
non sulla collisione randoff1 %°.

Il pool del CoQ dissolto nel doppio strato lipidico questo caso potrebbe
essere considerato in contatto con il CoQ trattenigntro i supercomplessi,
per cui la sua funzione potrebbe essere non ditpgiquella di un serbatoio di
molecole®®. Secondo Schagger I'aggregazione dei complessiragsri della
catena di trasporto puo servire a migliorare is$lo elettronico per effetto del
direzionamento del substrato (“substrate channdlipgr cui un intermedio Si
trova ad essere indirizzato ad uno specifico enzpiudosto che disperdersi
lasciando che altri enzimi competano per é3so

Studi effettuati sulla catena respiratoria d&hccharomyces cerevisiae
cresciuto in terreno di coltura con glucosio odtto lattato e galattosio, dopo
solubilizzazione con digitonina ed elettroforesi el di poliacrilamide in
condizione nativa (BLUE native PAGE), hanno mostrdesistenza di
aggregazioni tra il complesso Il ed il IV in cuisingoli componenti si
assemblano in stechiometrie diverse a seconda diéézenti condizioni di
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crescita del lievito. Le diverse forme di aggregag lIll-IV sembrano

formarsi quindi in base alla domanda energeticduleet. In tutte le

condizioni di crescita analizzate, impiegando tarrdi coltura diversi, il

complesso IV diS. cerevisiaenon viene mai rilevato nella forma libera,
sembra quindi che tutto questo complesso sia lajatomplesso 111%).

Questi risultati sono in accordo con quelli diiedintori che hanno dimostrato,
con tecniche di titolazioni enzimatiche, che in gfodievito non e verificata la
funzione pool del citocromo ¢ ad indicare la presemi meccanismi di

channeling diretto del substrdif.

Il supercomplesso formato dal complesso Il e IVs®bilizzato dalla

cardiolipina, un glicerofosfolipide carico negativante che intergisce
specificatamente con molte proteine della membiatexna mitocondriale.

Comunque la formazione del supercomplesso si assgrehe in mutanti .

cerevisiaeche non contengono questo lipfdfé

Aggregazioni di singoli enzimi in supercomplessmi8 a quelle osservate in
lievito, sono state riscontrate da Schagger, amchaitocondri di cuore di
bovino: le associazioni dei complessi I-lll rivetaria presenza di un
supercomplesso;-ll, che e stato trovato a sua volta aggregato in due
supercomplessi piu grandi{lll -1V, e k-l ,-IV4) comprendenti numeri di
copie diverse di complesso IV. E’ stato sviluppatisi un modello per il
respirosoma di mammifero (Figura 31). Questo modsliggerisce che il
respirosoma e costituito da due supercomplesshinapporto di 2:1; vale a
dire un grande supercomplesso che comprende il lesspl| (monomero), il
complesso Ill (dimero), e il complesso IV in duedtjto copie, ed un
supercomplesso piu piccolo contenente il complé$solV ma mancante del
complesso |. La percentuale di complesso | troveféa forma libera e solo
del 14-16%, per cui tutto il complesso | si troegato al complesso If.
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Figura 31.Modello di organizzazione strutturale dei due Sopewplessi (-l -1V 4 e lll,-
IV,) in mitocondri di cuore bovino

Figura 32. Modello di associazione lineare dei Supercompledsdia catena respiratoria
mitocondriale a formare il respirosoma.

Eva Shafer attraverso la microscopia elettronicagicantemente proposto un
modello 3D del respirosoma di cuore bovino (fig.3B)dica che i siti di
legame tra i complessi respiratori contengono, arswdio in parte, quelli dei
trasportatori mobili di elettroni con possibili itgazioni per il flusso

elettronico a favore del channeli§f
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Figura33lpotetico flusso elettronico nel supercomplessdlHV: II Complesso | &
mostrato in giallo, il Complesso Il in rosso, ib@plesso IV in verde e la membrana in blu.
Il NADH é ossidato a NADe gli elettroni arrivano, tramite il ComplessallUbichinone.

Il suo sito di legame, posto tra il Complesso l@plesso I}, & disegnato in grigio. Dal
Complesso IH, un elettrone alla volta riduce il citocromo c (ivero) localizzato in
prossimita del Complesso IV che una volta, in pessadi 4 elettroni, riduce I'ossigeno
molecolare in acqua.

Studi effettuati da Braun e collaboratori sulla ecet respiratoria di
Arabidopsis patata $olanum tuberosuin fagiolo Phaseolus vulgar)sed
orzo Hordeum vulgarg dopo solubilizzazione con digitonina ed eletiresi
su gel di poliacrilamide in condizione nativa, hanmostrato che anche in
mitocondri vegetali esistono associazioni prefei@nztra i complessi
respiratori. In mitocondri di questo tipo, una peruiale di complesso | tra il
50% ed il 90% partecipa alla formazione del supmgesso I-11p .

Questo aggregato di 1.500 kDa é stato purificatdBdeun e collaboratori
tramite ultracentrifugazione su gradiente di sams@r di mitocondri di
Arabidopsis solubilizzati con digitonina ed il supercomplesso stato
caratterizzato attraverso la microscopia elettimrec’analisi della singola
particella con una risoluzione di 18 A (Figura £85.
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Figura 34.Modello della struttura del supercomplesso J-ifl Arabidopsis; il complesso |
(in giallo) forma con il dimero di complesso IIh(verde) un angolo di 45° fuori dal piano
della membrana

L'analisi del supercomplesso rileva una associaiaterale tra il dimero di
complesso Il e I'estremita del braccio di membraea complesso | con la
formazione, al di fuori dal piano della membranajmangolo di 45° tra i due

complessi!*®

. Poiché probabilmente il dominio del complessohé dega
I'ubichinone si localizza sul braccio di membramamediatamente vicino
all'inizio del braccio perifericd®, il dominio di legame dell’'ubichinone non
sarebbe racchiuso nella zona di interazione tcantplesso | e il dimero del
lll. Secondo questi autori risulterebbe percio iofjabile un ipotetico
meccanismo di channeling dell’'ubichinone all’interdel supercomplesso;
comunque anche in assenza di un channeling didgtbubichinone la
velocita di trasferimento elettronico all'interneldsupercomplesso dovrebbe
risultare piu alta che in una situazione di libdifiusione del chinone tra i

singoli componenti enzimati€&.

Recentemente studiando i mitocondri di patatacsiservato che alcuni super-
complessi appaiono essere associati in struttucerarpiu grandi chiamate
megacomplessi. Tali strutture sono impossibili daeovare dopo trattamento
con digitonina e ha richiesto l'utilizzo della masicopia a singola particella,
che permette di osservare la presenza di lunghe dosupercomplessi legati
tra di loro e composte dalla ripetizione dell’'unigd)+111(2)+IV(2)™%2,
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Figura 35. Modello schematico dell'organizzazione dei comgilekella catena respiratoria
in megacomplessi. L'unita base consiste di dueecdpiComplesso | (blue), una copia di
Complesso 1112 (rosso), e due copie di Complessdgidllo). L’associazione di unita base
in stringhe & mediato dal Complesso IV, il quakeriagisce con un altro complesso IV si un
altra unita base.

Dati recenti evidenziano come la funzionalita aeliatena respiratoria
potrebbe essere garantita dalla formazione deirsopglessi.

Delezioni del complesso Il e IV d. denitrificanscausano una diminuzione
del contenuto di Complesso | in membrana: se il flesso | non si assembla
correttamente nel supercomplesso viene alteratodglinssemblaggio e la
stabilita del’'enzima stes$t®.

Analoghi risultati si sono ottenuti in mitocondri dhuscolo scheletrico
umano la formazione del respirosoma nella catena ragpia umana,
secondo Schagger, € essenziale per la funziorddit@omplesso I. Questo
dato potrebbe avere implicazioni notevoli nella gdiasi di disordini
mitocondriali: un difetto genetico del complesso pbtrebbe impedire la
formazione del respirosoma e portare a un conséguietto del complesso |
[104].

Al contrario sia inP. denitrificanssia inS. cerevisaesia in mitocondri umani
la mancata formazione del supercomplesso non al@saemblaggio e la
stabilita dei complesso Il e 194,

Questi dati sembrano in accordo anche con un recgndio condotto nel
fungo Podospora anserinahe mette in relazione la funzionalita respir@ @i
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la formazione di aggregati stabili tra i complesszimatici con la longevita
[105]

5. IL CONTROLLO DI FLUSSO

[5.1] Metabolismo e controllo
Lo studio del controllo dei processi metabolicemr@ssa i fattori che possono
alterare la velocita del metabolismo. La velocitaud processo puo essere
alterata da un cambiamento dell’attivita di un jgaftare enzima, per cui lo
studio del controllo di un percorso metabolico iltgll’identificazione di una
tappa limitante (fate-limiting step”) intesa come lo stadio piu lento
dell'intero processo.
Il concetto di tappa limitante non é tuttavia coetpinente corretto ed e
un’espressione da usare con cautela poiché svagatimi pPossono
condizionare il flusso che si compie in un processagione per cui,
abitualmente, gli studi sul controllo metabolicomandano a concetti
sviluppati dall’Analisi del Controllo Metabolicd.
Le fondamentali differenze tra la concezione dedlaniting step e I'Analisi
del Controllo Metabolico vengono sottolineate dgjlleestione che concerne la
relazione esistente tra il flusso in un processtabwico e l'attivita di un
particolare enzima. Nel primo caso ci si proponecapire “se” I'enzima
considerato sia il responsabile nel limitare laoed#h, supponendo che la
risposta possa essere positiva oppure negativa;seebndo caso ci Si
domanda, invece,” come” oppure “quanto” il flusseetabolico vari se
I'attivita dell’enzima cambia, a tal proposito Iesposta concede tutte le
possibilita comprese tra “per nulla” e “completente”.
L’Analisi del Controllo Metabolico prevede la defione di un coefficiente
che quantifica questa variabilita di risposta, valalire il coefficiente del

controllo di flusso.
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[5.2] Il coefficiente del controllo di flusso

Il concetto di coefficiente di controllo di flusgostato introdotto da Kacser e
Burns ! e da Heinrich e Rapoport allo scopo di quantiichentita del
controllo esercitato da uno stadio (enzima) in wocesso metabolico sul
flusso che avviene attraverso tale processo.

Il coefficiente di flusso metabolico € la misuralatva di quanto una
perturbazione sia in grado di intaccare un sisteanabile, per cui € definito
come la variazione frazionaria del flusso totalgglo il processo metabolico in
esame, causata dalla variazione frazionaria aaaed’enzima considerato,

ed in termini matematici viene calcolato usandselguente equazione:
Ci = (dJ [l de/ e)stato stazionario

dove J e lo stato stazionario del flusso attravémstero processo eé € la
concentrazione dell'enzima.

Un’importante proprieta del sistema in stato staaim € stata scoperta
mediante il controllo di flusso metabolico: e stdimostrato infatti che, se la
concentrazione iniziale del substrato e quellaléindel prodotto della via
metabolica sono mantenute costanti, la somma ddficenti di controllo di
flusso di tutti quei componenti che partecipanopedcesso metabolico &
uguale all'unita (teorema della somma):

>c=1

Secondo quanto enunciato dal teorema della sominemzjmi di un processo
metabolico possono concorrere in percentuali destal controllo di flusso

metabolico.

Per definizione tutti i coefficienti devono avera uvalore o di zero oppure
positivo, ed il massimo valore che un coefficiepted assumere e 1; in tal
caso tutti gli altri enzimi devono avere necessae@ate un coefficiente pari a
zero. Un enzima che abbia coefficiente pari ad dneidefinito limitante,
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poiché ad un controllo di flusso pari ad 1 corris@® una relazione
proporzionale tra I'attivita dell’ enzima e il pregso del flusso.

Esistono fondamentalmente due approcci sperimeutiéilizati in letteratura
per il calcolo del coefficiente di controllo di fiso.
Un primo metodo si basa sulla determinazione deffimiente di elasticita
mentre il secondo metodo si basa sul perturbargnigola parte della via
metabolica che si sta analizzando; queste varinziopossono ottenere in
diversi modi [dbk.ch.umist.ac.uk/mca_home.htm]:

a) alterando la concentrazione dell’enzima consideaitaverso metodi

genetici

b) titolando la tappa metabolica con un inibitore e

c) titolando I'enzima purificato
Utilizzando questo metodo e importante verificatee da perturbazione
utilizzata colpisca solamente una tappa del peoceia stessa procedura deve
essere ripetuta per tutte le tappe. Nel primo ¢asoperché il calcolo del;,C
sia corretto e specifico per la tappa analizzaaglazione tra la percentuale
della reazione enzimatica deve cambiare linearmeotela concentrazione
dellenzima e non essere, per esempio, influendatdattori esterni. Negli
altri due casi (b,c) gli inibitori utilizzati devonessere specifici per la tappa
considerata e non devono perturbare la via in plinti; la perturbazione
inoltre dovrebbe causare variazioni dell’attivitagaima al di sotto del 10%.

L'approccio sperimentale utilizzato in questa rozeha valutato I'effetto di

cambiamenti infinitesimali della attivita enzimatidei singoli complessi della
catena respiratoria mediante I'impiego di inibitspecifici. Kacser e Burns
hanno mostrato che l'effetto di un inibitore subtato stazionario di un
processo integrato, dipende da due parametri:

a) il primo e l'effetto dell'inibitore sull’attivih specifica dell’enzima isolato e
studiato nelle stesse condizioni sperimentali det@sso integrato,

b) il secondo € l'entita del controllo esercitate guell’ enzima sull'intero

flusso metabolico.
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Questa relazione puo essere descritta matematitam@me:

(313) i/ v)
= Ci
(dl/ Dstato (di /1

stazionario

dove | € la concentrazione dell'inibitore gl attivita specifica dell’enzima in
esame. Poiché le curve di inibizione sono abituatmecostruite come
percentuale di attivita in funzione della concezitae di inibitore, entrambe
le curve (J e assumono il valore di 100% in corrispondeza=lo.
Ne deriva che il valore dei coefficienti di contooti flusso dell’enzima non
inibito puo essere calcolato applicando la seguentazione:

dJ(/dl),_o

e
dv(/dl) o

dove @JMl),_, € la pendenza del tratto iniziale della curva ridbizione
dell'intero flusso metabolico (J) e\i/dl),_, € la pendenza del tratto iniziale
della curva di inibizione della singola tappa erddiica presa in esame.

Per definizione, quindi, {&& un numero compreso tra 0 ed 1. Se ne deduce
che, graficamente, dalla forma della curva di éirobne di un processo
metabolico si puo capire se una tappa controllaroaontrolla il flusso.

Mentre la curva di inibizione di un stadio isoldemzima) appare iperbolica,

in seqguito alla veloce diminuzione dell’'attivitazématica all’aumentare della
concentrazione dell’ inibitore specifico, la curda inibizione dell'intero
flusso, per valori corrispondenti di inibitore, pugssumere una forma

sigmoide o iperbolicaRigura 36).
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Figura 36. Curve di titolazione nelle due condizioni limitésinistra) quando la tappa
individuale (in blu) controlla fortemente I'inteqarocesso metabolico (in rosso) e (destra)
quando la tappa individuale esercita poco contsallbattivita globale

Infatti quando la singola tappa esercita poco otliotrsull’attivita globale,
guest'ultima mostra una scarsa sensibilita allidfedi piccole dosi di
inibitore e solo quando il singolo enzima raggiungelivello di inibizione
tale da diventare limitante su tutto il flussoyserifica una rapida diminuzione
dell'attivita globale. Contrariamente quando lap@apndividuale controlla
fortemente il processo metabolico integrato, anghest’'ultimo presenta lo
stesso andamento iperbolico di inibizione. In teinmatematici nel primo
caso, il rapporto tra le pendenze iniziali delle durve di inibizione (Figura
36 destra) tende al valore minimo di zero, meng&k secondo il rapporto

(Figura 36 sinistra) si approssima al valore massiiri.

[5.3] | grafici soglia
| grafici soglia si possono derivare dalle curvetitbblazione ponendo in
grafico la percentuale dell’attivita globale resadun funzione della
percentuale di inibizione di una singola tappa matica, per valori
corrispondenti della concentrazione di inibitore.
Un grafico soglia mette graficamente in rilievo bpmeche il coefficiente di
controllo di flusso esprime in modo matematico.lalsltuazione limite di una
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tappa che controlla fortemente la velocita del psso metabolico (G 1), la
percentuale di attivita del processo decresce idanimeare con I'aumentare
dell'inibizione dellattivita della singola tappangmatica (Figura 37a).
Contrariamente, quando I'enzima specifico esemitebasso controllo (Ci ~
0), la traccia presenta un andamento bifasico (gi@ib) dovuto al fatto che
inizialmente I'inibizione dellattivita del singolenzima ha poco effetto
iniziale sul flusso metabolico e solo quando sigragge un’inibizione
piuttosto alta dell'attivita enzimatica (valore $ay) si osserva, allora, una
brusca diminuzione della velocita del processagiratio.

Sebbene da un punto di vista qualitativo un grafoglia possa offrire le
stesse informazioni che si ottengono dalle curvetitdiazione, la stima
guantitativa del valore soglia & spesso piu antigtrdel valore di coefficiente
di controllo di flusso calcolato metabolicamenten Iparticolare, la
determinazione di un preciso valore soglia si awdifficoltosa nel caso in cui
I'andamento bifasico del grafico non presenta uttoned evidente punto di
rottura.

| grafici soglia sono, comunque, strumenti utili oasi in cui si debba operare
un confronto tra tracce differenti, poiché consantouna chiara

discriminazione visiva tra 'una e I'altra traccia.
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Figura 37. Rappresentazione dei grafici soglia nelle dueasgitini limite. a) andamento
lineare riferibile ad un alto controllo di flusscetabolico; b) andamento bifasico attribuibile
ad un basso controllo di flusso.
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[5.4] Controllo della fosforilazione ossidativa

La teoria del controllo di flusso, sviluppata dacker e Burns, & stata
largamente applicata all'analisi della fosforilamo ossidativa, per ottenere
una migliore comprensione del ruolo svolto dai eléinti enzimi nella
regolazione dell'intero processo metabol@§%!

Come descritto in precedenza, il flusso di eletthongo la catena respiratoria
mitocondriale avviene attraverso complessi enzichdiversi e per ciascuno
di essi possono essere individuati inibitori sgecda impiegarsi per valutare
I'effetto della variazione di una specifica att&visull'intera attivita della
catena, come puO accadere in condizioni fisiopgiohe e
nell'invecchiamento, allo scopo di caratterizzard¢dppe limitanti della catena
respiratoria.

La letteratura e particolarmente ricca di infornsazisu quest’argomento e
I'idea generale che ne deriva e che il controllbadiosforilazione ossidativa
sia distribuito tra piu tappe enzimatiche differgrer cui non si puo parlare di
una singola vera e propria tappa limitante.

Numerosi studi hanno mostrato che la distribuzidelecontrollo cambia sia in
funzione del tipo di tessuto da cui originano icguodndri, sia in dipendenza
dalla velocita di fosforilazione alla quale il mitndrio sta operandtf®1%°!
Sembra che il complesso | sia la tappa che maggimercontrolla il consumo
di ossigeno in ogni tessuto, e che la restanteepdel controllo sia da
attribuire al complesso Ill e al 1V, nel caso destuto muscolare e cardiaco
oppure alla ATP sintasi e ai trasportatori di fosfael fegato, rene e cervello.
Occorre comunque considerare che questi studi generalmente eseguiti
analizzando il controllo esercitato dal complesso dagli altri enzimi della
catena sulla respirazione in stato-4 o in stata-3ndocondri intatti, in
presenza di substrati NAD-dipendenti. | coefficiedt controllo che si
ottengono in questi studi hanno valori compresinrrange tra 0.1 e 0.3, come
ci si aspetta che sia, in accordo con il teorem&a d®mma, enunciato da
Kaser e Burn§°7.
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L’analisi del controllo di flusso, condotta su framanti di membrana di
mitocondri di fegato, ha confermato che [lattiviteel complesso | € la
maggiore tappa di controllo anche sull'attivita ldetatena respiratoria in
quanto tale, cioé sul trasferimento di elettronNéDH ad ossigeno'f].

La misura dei coefficienti di controllo € di padlare importanza per la
comprensione delle conseguenze di un difetto er@mman condizioni
patologiché*?.

Le patologie mitocondriali sono un gruppo eterogediedisordini metabolici
caratterizzati da ultrastrutture mitocondriali edte che possono provocare un
mal funzionamento della fosforilazione ossidativd! ma rimane ancora
problematica la relazione tra la presenza di patiche mutazioni del DNA
mitocondriale (MtDNA) e il manifestarsi del fenatiplinico.

Infatti lo stesso fenotipo clinico pud essere ctuska mutazioni diverse nel
MtDNA e, al contrario, diverse mutazioni possondgre agli stessi disordini
clinici. Inoltre le citopatie mitocondriali mostrarspesso specificita di tessuto;
infatti, anche se una stessa mutazione genetm@&senta in tutti i tessuti, solo
in alcuni di essi la mutazione si esplica in pag@o

Il perché una mutazione puo portare a differentnifeatazioni cliniche puo
essere spiegato dalla % di eteroplasmia del mtDNA guo variare sia tra
individui diversi sia tra cellule e tessuti alletho dello stesso paziente;
I'eteroplasmia e il rapporto tra il DNA mitocondeamutato e quello wild-
type dovuta alla segregazione del mtDNA durantalieogenesi. Comunque
solo il livello di eteroplasmia non e sufficientsgiegare il forte divario che si
presenta in molti casi tra la presenza della matezie il manifestarsi del
fenotipo clinico™*?,

Ad esempio nel caso della manifestazione spectdelagquadro clinico in un
tessuto piuttosto che in altro, occorre consideaahe il diverso coefficiente
di controllo di flusso per un dato complesso enticoan funzione del tessuto
di origine del mitocondrid'*®. Si pud assumere che, dove il coefficiente di
controllo e piu alto, il tessuto sara piu sensibgeso un difetto del complesso

enzimatico.
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Molti autori hanno dimostrato come sia possibiléine considerevolmente
I'attivita di un singolo complesso della catengpiestoria mitocondriale fino a
un valore critico senza alterare la respirazionsooeondriale o la sintesi di

ATP. Questo fenomeno é stato definito effetto djlisobiochimica fenotipi

clinici di malattie metaboliche mitocondriali pos&oapparire solo quando
I'attivita di un enzima € ridotta a livelli estremante bassi [Rossignol R.
(2003)]. L'analisi del controllo di flusso finaliata allo studio dei valori
soglia, in questi casi, favorisce la comprensioekkedconseguenze dovute al
difetto di enzimi implicati nella fosforilazione siglativa'.

L’'analisi del controllo metabolico della fosforiiane ossidativa puo fornire
un importante strumento anche per la determinaziegd effetti soglia nelle
condizioni fisiologiche dellinvecchiamertd!. Poiché spesso questo
fenomeno é stato messo in relazione con I'accumiutoutazioni nel mtDNA
e con la conseguente alterazione strutturale delleunita appartenenti ai
complessi enzimatici coinvolti nel processo di to8ézione ossidativa (teoria
mitocondriale dell'invecchiament)** 1!
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MATERIALI E METODI

Tutti i reagenti e i solventi utilizzati sono stadcquistati dalla ditta SIGMA
ALDRICH (Milano).

1. PREPARAZIONI ENZIMATICHE

[1.1] Preparazione dei mitocondri di cuore bovino (BHM)

Materiale

. 2-4 Cuori di bue

. KCI 0.15M

. Tampone Saccaroso 0.25 M

. Tris 1M

" Tampone di risospensione (S.T. a pH 7.6): Sasca 25 mM

Tris - HC10 mM
Preparazione :

La preparazione di mitocondri da cuore bovino segsgeenzialmente |l

metododi Smith A.L.™". 1l cuore bovino, prelevato da macello, viene touli
dai tessuti connettivi e grassi e lavato abbonaaetee con una soluzione di
KCI 0.15 M in modo da eliminare il piu possibilesangue e i tessuti non
muscolari. In seguito il tessuto muscolare smint@rgéene omogeneizzato in
frullatore, in presenza di una soluzione Saccafb6 M (portato a pH 7.6

con Tris 1 M).

Durante 'omogeneizzazione il pH viene controllaenantenuto fra 7.6 e 8
con Tris 1 M. In seguito 'omogenato viene ceng#io in centrifuga
Beckman rotore JA 10 a 2000 RPM per 20 minutifaeprecipitare tessuti e
cellule non rotte, nuclei, e materiale pesantsuthatante & poi centrifugato in
Beckman rotore JA 10 a 9000 RPM per 30 minuti.
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Il precipitato ottenuto e gia costituito da unazfome mitocondriale grezza
che e ulteriormente purificata risospendendola m&mpone S.T. e
ricentrifugata in centrifuga Beckman con rotore D& a 9000 RPM per 30
minuti. Il pellet viene risospeso nel tampone &Jendo cura di mantenere la
concentrazione tra 50-60 mg/ml di proteina mitoc@id e poi congelati e

mantenuti a una temperatura di -80°.

[1.2] Preparazione dei mitocondri ditubero di patata
(POM).

Tampone dirisospensione "B2", pH 7.2: anitolo 0.4 M
EGTA 10 mM
KRO, 10 mM

PMSF 0.2mM

| mitocondri di patata sono stati preparati da tultk patata $olanum
tuberosun nel laboratorio del Prof. Braun H.P. all'Univdésidi Hannover in
Germania. | tuberi una volta raccolti vengono paéire fatti crescere al buio a
20 °C. Dopo 20 giorni, il materiale (200 g) vienmageneizzato a 4°C con
Waring blender per 3 x 5 s, filtrato con 4 laydirsgarza e purificato con
centrifugazioni differenziali, terminando con urentrifugazione a gradiente
1.18,119].

di densita di Percol

| mitocondri sono risospesi nel tampone “B2” e @wmati a —80 °C.
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[1.3] Preparazione dei mitocondri di fegato di ratb (RLM).

Tampone estrazione, pH 7.4: Manaitol 0,22M
Saccaroso 7640
Hepes OoniM
EDTA mM

Tampone “B”, pH 7.2: Matuoio 0,22M
Saccaroso 7040
Tris 10mM
EDTA 1mM

Il fegato una volta espiantato & lavato, pesatonegeneizzato finemente in
omogeneizzatore dPotter-Elvehjem(5 cicli) in presenza di tampone di
estrazione addizionato con albumina (0,4%). L'onmage e centrifugato a
2000rpm per 10 minuti (Sorvall RC5B, rotore SS3dj precipitare la parte
pesante non mitocondriale e trattenere quella mitdgale contenuta, invece,
nel sopranatante. Quest'ultimo e filtrato con gamaun nuovo tubo e
centrifugato a 9000rpm per 10 minuti (stesso rQtditepellet, costituito da

mitocondri, € risospeso in pari volume di tampong riprecipitato alle

medesime condizioni e risospeso ancora in tamporadlaBconcentrazione
finale di 20-40 mg/ml ; infine, aliquotato e conggel a -80°C.
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[1.4] Preparazione dei mitocondri di lievito S. cerevisiag

=  DTT-buffer, pH 9.4: Tris;60, 100 mM
Ditieitolo (DTT) 10 mM
= Zymolyase-buffer, pH 7.4 Sorbitolo 1.2M
KIRO, 20 mM
Zimolasi aggiunta prima dell'uso in base alla priote (3mg/g di p.)
= Homogenisation-buffer, pH 7.4 Sorbitolo 600 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
PMSF 1 mM
BSA 0,2 (w/v)
= SEM-buffer, pH 7.2 Saccaroso 250 mM
EDTA 1 mM
MOPS-KOH 10 mM

Passaggi a temperatura ambiente

La preparazione dei mitocondri di lievito segue eeggalmente quanto
descritto darruscott*?,

Le cellule sono centrifugate a 3000g per 5 mint8pspese in acqua e
ricentrifugate alle medesime condizioni. Il pelidtenuto e lavato in tampone
con DTT a 30°C (2ml/g), agitato per 20 min, pointcéugato a 3000g per 5
min. Le cellule sono risospese, prima, in tampomeolasi senza zimolasi
(7ml/g) a 3000g per 5minuti e, poi, nello stessmgane addizionato con
zimolasi (7mg/ml con 3mg/g di zimolasi) , in cunangono per 30-45 minuti
a 30°C affinché la membrana cellulare si rompa&nkima viene eliminato
centrifugando a 3000g per 5 minuti e risospendemddampone senza
zimolasi (7ml/g).

Passaggin ghiaccio

Allultimo precipitato mitocondriale € addizionatoil tampone di
omogeneizzazione (6.5ml/g), omogeneizzato con om@geatore diPotter-
Elvehjem (15 volte), centrifugato a 15009 e, poi, a 400Gy p minuti,
gettando ogni volta il pellet. | mitocondri conténnel sopranatante sono
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sedimentati a 12000g per 15 minuti e risospesampone SEM (1ml/20mg
di p.); infine, aliquotati e congelati a -80°C.

[1.5] Determinazione della concentrazione proteica

Materiali:

" Reattivo del biureto (vedasi preparazione nebteke segue)
" DOC 10% (deossicolato di sodio)

Procedura :

La concentrazione proteica viene valutata con itoae del biureto[**’]

usando albumina di siero bovino come standardetimento.

Il reattivo biureto si prepara sciogliendo 1.5 gQliSq - 5HO e 6 g di
tartrato di sodio e potassio in 500 ml di acqudildita; si aggiungono sotto
agitazione 300 ml di NaOH al 10% e si addizionauacqistillata fino a

raggiungere il volume di un litro.

Per ciascun campione si preparano due provetteementi ciascuna 2Ql
della sospensione di cui si vuole conoscere la@unazione proteica, a cui Si

aggiungono in ordine:

1. 100ul di deossicolato di sodio (Na-DOC) al 10%
2. 1380yl di H,O distillata

3. 1500yl di reattivo biureto

Il campione di riferimento (bianco) si prepara atesso modo mettendo pero
al posto del campione proteico, A0 del tampone usato per sospendere la
frazione proteica.

Dopo essere state vorticate, le provette sono iseneer 30 secondi in acqua
bollente in modo da rendere piu veloce la reazidBe.misura quindi
I'assorbimento spettrofotometrico di ciascuna ptava 540 nm, dal quale si
sottrae I'assorbimento del bianco dopo aver fadtonkdia dei campioni in
duplicato. Si calcola la concentrazione della prnatedi ciascun campione
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sapendo che: 0.1 ml di una soluzione di albuminamt@ml, dosata nelle
stesse condizioni, assorbe 0.1 unita di assorbanza.

2. DOSAGGI| POLAROGRAEFICI

La misura del consumo di ossigeno da parte depestsione mitocondriale
di RLM (preparata in giornata) e stata effettuata0aC con un ossigrafo ad
elettrodo di Clark'??.

Dopo aggiunta di Glutammato — Malato (6mM) i mitodd iniziano a
consumare ossigeno e quindi l'intensita della cagenisurata dall’elettrodo
diminuisce con una velocitd proporzionale a quellella respirazione
mitocondriale e il segnale viene rivelato da unstegtore. Questa fase viene
chiamata “stato 4” e, se il mitocondrio e integrogrrisponde alla fase lenta
della respirazione perché limitata dall'assenz&MP. In queste condizioni,
se al sistema viene aggiunto ADP (0,6mM), il mitodao € stimolato a
produrre ATP, il gradiente elettrochimico si consuendi conseguenza si ha
un aumento del consumo di ossigeno per ripristna@uesta fase viene
definita “stato 3” e corrisponde alla fase veloceedpirazione mitocondriale.
Una volta fosforilato tutto I'ADP a ATP, il mitocainio torna allo “stato 4”.

Nei nostri campioni I'indice di controllo respiraio, definito come il rapporto
tra velocita di consumo di ossigeno in stato 3atosé, € sempre risultato
vicino a 5, a indicare un buon accoppiamento tra$pirazione mitocondriale
e la sintesi di ATP.

La titolazione con inibitori e stata eseguita caramfita crescenti di Rotenone
(inibitore Complesso 1) e Mucidina (inibitore Corap$o Ill) incubate con la
proteina per 5 minuti nella camera ossigrafica praell’aggiunta dei substrati
respiratori
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3. DOSAGGI SPETTROFOTOMETRICI

Le sostanze impiegate per lI'analisi, inibitori doswati, vengono dosate allo
spettrofotometro UV-visibile (Jasco V-550per essere certi della loro

effettiva concentrazione, prima di utilizzarle redperimento.

Ogni dosaggio richiede una specifica lunghezzadbof); occorre conoscere
anche il coefficiente di estinzione molagg jgroprio di quella sostanza.
Sfruttando la legge di Lambert-Beer si risale quedth concentrazione della
sostanza. Nellgabella 1 sono riportate le sostanze ed i loro rispettiVokiadi

L e&. Tutte le soluzioni preparate sono conservat®aG2

Sostanza mgf:§§I:1re Solvente ?nnr?s (m Mlin 6(l:Xm-l)
Antimicina A 534.6 etanolo 320 4.8
Citocromo ¢ 12384 BO 550-540 19.1
DB 322.4 etanolo 290 4
DBH, 324.4 etanolo 275 12.5
Mucidina 258 etanolo 292 21.2
NADH 709.4 HO 340-380 5.5
Rotenone 394.4 etanolo 292 25

Tabellal Alcune caratteristiche chimiche e spettroscopicbiesdbstrati e degli inibitori.
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[3.1] Preparazione e dosaggio di decilubichinonedotto
(DBH»)

Questa procedura si applica a vari analoghi ed ogholdel CoQ*?. Nei
nostri esperimenti abbiamo utilizzato un analogd @®Q, il decil-
ubichinone (DB: 2,3-dimetossi-5-metil-6-decil-1,4Azochinone).
In un tubo con tappo smerigliato da 30 ml si méttey di DB partendo da una
madre di DB concentrata circa 10mM. Si porta laizoine a un volume di 5
ml di etanolo e si aggiungono 15 ml di tampone Saxsn 0,25 M, KHPO,
0,1 M a pH 7,4. Si aggiunge una piccola quantitditibnito di Na (NaS,0,)
fino a che la soluzione diventa incolore, indicarche si € completata la
riduzione del chinone.
Si aggiungono 2 ml di cicloesano, agitando. Si reigla a 2000 rpm per
pochi minuti e si preleva la fase superiore organicon pipetta Pasteur,
mettendola in un secondo tubo di vetro con tapperighmato, rivestito con
carta stagnola poiché l'ubichinolo é fotosensil@legende a riossidarsi. Si
ripete I'estrazione con cicloesano e si uniscorfaseorganiche.
Per evitare che restino tracce di ditionito, sigeseun lavaggio aggiungendo
15ml di tampone nel secondo tubo, agitando, cewg@do come sopra e
prelevando la fase organica, che viene trasferitanitubo di vetro con tappo
a vite.
Si evapora il cicloesano sotto flusso di azoto,rengo il tubo con carta
stagnola, e si risolubilizza I'ubichinolo in etaaaton circa meta del volume
iniziale di DB prelevato.
Per rallentare la riossidazione dell’'ubichinoloaggiungono alla soluzione 10
ul di HCI 1N e si conserva a —20°C.
La concentrazione di decilubichinone ridotto (DBHviene determinata
mediante dosaggio allo spettrofotometro. La letspattrofotometrica viene
effettuata mettendo in cuvetta 10A0di etanolo a cui si aggiungono2 di
DBH,, usando come soluzione di riferimento etanolo.eStgue la prima
lettura allaA=290 nm; si ottiene il valore di assorbanza del DBidotto e si
calcola la sua concentrazione usando il coeffieiedit estinzione molare
e=4mM* cmi’,
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Si effettua una seconda lettura all@275 nm per verificare che il DBHIn
cuvetta sia completamente nella forma ridotta.ggingono poi gl di KOH
sciolti in etanolo per ossidare completamentddiadta di DBH a DB e,
mantenendo la stessa lunghezza d’onds2(5 nm), si esegue una nuova
lettura. La concentrazione di DB ossidato si calcabttraendo al valore di
assorbanza trovato per il DB ossidato il valorasBorbanza trovato prima di
aggiungere l'agente ossidante, il KOH, e utilizzaret12.5 mMicm™. Si

verifica poi se le due concentrazioni trovate sogoali.

[3.2] Preparazione e dosaggio di soluzioni di Citocroma
ossidato (Cit.¢") e ridotto (Cit.c **)

La soluzione di citocromo c ossidato (Cit*)c viene dosata allo
spettrofotometro. La lettura spettrofotometrican@eeffettuata mettendo in
cuvetta di plastica 100 di H,O bidistillata a cui si aggiungono [Odi
soluzione di citocromo ossidat&mM, usando come soluzione di riferimento
(bianco) HO bidistillata. Si esegue la prima lettura (ox)aalF550 nm. |
citocromo ¢* viene poi ridotto a cit% aggiungendo in cuvetta una piccola
quantita di ditionito di Na, fino a completa ridame del citocromo, e si
effettua una seconda lettura (red) sempre allastenghezza d’onda£550
nm). La concentrazione della soluzione di citocromssidato si ottiene
sottraendo al valore di assorbanza trovato pertociomo ridotto (red) il
valore di assorbanza trovato per il citocromo c#sid(ox) e utilizzando
£=19.1 mMcm™.

La preparazione della soluzione di citocromo c ttmloviene effettuata
mediante aggiunta di una piccola quantita di Nexdito (NaS,0,) ad una
soluzione di citocromo ¢ ossidato (Cit® 6mM, a completa riduzione del
citocromo c. Il ditionito in eccesso viene quinonosso per purificazione su
colonna Sephadex G-25 pre-condizionata (il liquaddoconservazione della
colonna viene aspirato con pasteur di vetro eesy@s un lavaggio con 15 ml
di H,O bidistillata); si aggiunge prima la soluzionecdbcromo é*e poi HO
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bidistillata per non lasciare andare a secco la colonna. Siegeopoi al
recupero del citocromo®t scartando per precauzione le prime gocce che
escono dalla colonna ed anche le gocce finali dbwiocromo ridotto é
piuttosto diluito.

Anche la concentrazione del citocromé® wiene determinata mediante
dosaggio allo spettrofotometro. La lettura spettrarinetrica viene effettuata
mettendo in cuvetta di plastica 3Q0@i H,O bidistillata a cui si aggiungono
10 ul di citocromo c ridotto. Si esegue la prima ledtifred) allaA=550 nm
ottenendo il valore di assorbanza del citocromottad Si aggiungono poi 10
ul di K3[Fe(CN)Y] 10 mM, necessario per riossidare [I'aliquota ilbaromo
ridotto, si mantiene la stessa lunghezza d'dqnd®50 nm) e si effettua una
nuova lettura (o®; si aggiunge una seconda aliquota dif€(CN)] 10mM,
per verificare di aver ossidato completamente tidatbmo ¢, e si esegue
un’altra lettura (0¥. La concentrazione di citocromd' i calcola, sottraendo
al valore di assorbanza trovato per il citocromoriaotto il valore di
assorbanza ottenuto dopo aggiunta dellagente as®d (red-0Y, e
utilizzando il coefficiente di estinzione molage19.1 mM* cmi™.

[3.3] Determinazione dell'attivita enzimatica NADH
ossidasica e NADH-DB ossidoreduttasica in mitoconddi
fegato di ratto (RLM).

“Tampone di dosaggio KCI" pH 7.4: KCI  50mM
Tris 10mM
EDTA 1mM

L’attivita integrata NADH ossidasica (NADH- e lattivita specifica
NADH-CoQ ossidoreduttasi (NADH-DB), dal cui conftonsi ricavano
informazioni sul controllo di flusso esercitato d@omplesso | (vedi
cap.’risultati” par.1.1), sono state determinatesurccessione utilizzando una
procedura sperimentale messa a punto nel nostoodsorio.

La sospensione mitocondriale diluita a 2 mg pratem in una eppendorf e

permeabilizzata tramite sonicazione che rompe lelonane mitocondriali e
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permette al NADH esogeno di raggiungere il suo giiolegame sul
Complesso | per essere ossidato. La sonicazioseguiga con il sonicatore
(Labsonic B.Braun) in bagno di ghiaccio e sottss$lu di azoto (per ridurre |
fenomeni perossidativi) 6 volte A 50W per 10 satiomtervallati da 50
secondi di pausa.

A un volume di sospensione mitocondriale permeatalia si aggiungono
quantita crescenti di rotenone (1.5, 3, 6, 12, 400 pmoli rotenone/mg
proteina) oppure di Mucidina, oppure di KCN pereatre campioni di RLM
inibiti progressivamente. Il tutto viene lasciatocubare per 5 minuti. In
questo modo l'inibitore e in grado di esplicarenagglio la sua funzione.
Volumi opportuni di proteinaengono poi aggiunti in una cuvetta contenente
tampone di dosaggio e substrati di reazione condécato nello schema
seguente.

« “Tampone di dosaggio KCI”, 2504

* RLM, concentrazione finale di §0y prot/ml

* NADH, 75uM

In queste condizioni, misurando la velocita di digzione dell’assorbimento
differenziale del NADH alla coppia di lunghezze niia di 340-380 nmeE
3,5 mM* cmi' (spettrofotometro Jasco V-550 attrezzato per fetau doppia
lunghezza d’onda) si stima I'attivita NADH,®?*.

Per i soli campioni destinati alla titolazione catenone, l'attivitd specifica
del Complesso | viene determinata in successiongo daver inibito il
Complesso 1l ed il Complesso IV aggiungendo in etter Antimicina A
1ug/ml e KCN 1mM, e dopo aver aggiunto quantitairsatdti dell’accettore di
elettroni del Complesso |: in questo caso, abbiamitizzato il decil-
ubichinone (DB 6QuM).

80



[3.4] Determinazione dell'attivita enzimatica DBH,-Cit.c**
in mitocondri di fegato di ratto (RLM)

La proteina viene permebilizzata come descrittqpaehgrafo 3.3.

La miscela di reazione per il dosaggio dell'atévitubichinolo-Cit.c
ossidoreduttasica (DB#Cit ¢**) & la seguente:

» “Tampone di dosaggio KCI” (vedi par. 3.3) KCN 1mR5600pul.

(il pH € riportato a 7.4 dopo I'aggiunta del KCN)

« Cit ¢**, 50uM.

* RLM, concentrazione finale p@ prot/ml.

* Per ogni punto di titolazioneconcentrazioni diMucidina (0-6000 nN),
corrispondenti a quelle impiegate per la titolagiodell’attivita NADH
ossidasica, vengono aggiunte in cuvetta contengiteil tampone e la
proteina e lasciate incubare per 5 minuti.

* DBH, 15puM

La riduzione del Cit. ¥ & seguita spettrofotometricamente (Jasco V-550
attrezzato per letture a doppia lunghezza d'onda) & 550-540 nm
utilizzandoe =19.1 mM* cmi*

Per I'esatta valutazione della velocita di ridudatel Cit. ¢ dovuta alla sola
attivita enzimatica, viene sottratto il contribwtato dalla reazione chimica tra

ubichinolo e citocromo c, precedentemente stinra@ssenza di proteina.
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[3.5] Determinazione dell'attivita enzimatica Cit ¢*-O, in
RLM.

La miscela di reazione per il dosaggio dell’'atAviitocromo ossidasica € la
seguente:

» “Tampone di dosaggio KCI” 250 con Antimicina lug/ml.

* RLM, concentrazione finale |3y prot/ml

* Per ogni punto di titolazione concentrazioni KCN (0-200 puM)
corrispondenti a quelle impiegate per la titolagiodell’attivita NADH
ossidasica, vengono aggiunte in cuvetta contengidtdampone e RLM e
vengono lasciate incubare 5 minuti

« Cit &*, 60pM
L'ossidazione del Cit% & stata seguita spettrofotometricamente (Jascb0v/-5
attrezzato per letture a doppia lunghezza d'onda) & 550-540 nm
utilizzandoe =19.1 mM* cmi™.

4. GEL — ELETTROFORESI

[4.1] Premessa

Le difficolta che si incontrano nel separare pratedi membrana, come i
complessi respiratori, derivano dalla loro tendeadaaggregare, anche in
presenza di detergenti, e di denaturarsi a sedeita parziale perdita di lipidi
operata dal detergente. Questi problemi possonereessuperati con una
particolare tecnica gel elettroforetica, da noiizgata, che separa le proteine
in condizione nativa con l'uso del colorante Coesia Blu G-250 (1D BN-
PAGE) affiancato da un blando detergente non iofiioll colorante ha la
proprieta di legarsi reversibilmente alle proteine@stendole con una nuvola
di cariche negative che ha due funzioni principhliimpedire la formazione
di aggregati proteici grazie ai fenomeni repulsigile cariche negative stesse
2) Permettere la migrazione delle proteine veraaddo indipendentemente
dal loro punto isoelettrico, separandole per dotelimensionale nel gel di
poliacrilammide.
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| detergenti blandi usati in questa metodologianiala proprieta di estrarre
dalla membrana i complessi respiratori mantendodo un annuluslipidico
che impedisce i fenomeni denaturanti da delipidieree. | detergenti
utilizzabili sono diversi ma quello da noi sceltola Digitonina in un
opportuno rapporto con la proteina (vedi in seguikaomplessi respiratori
separati in questo modo possono essere ulterioeméstlti nelle sub-unita
costituenti previo trattamento con detergenti aigciprtomposti riducenti e
trasferimento orizzontale in un altro gel (2D-SDSGE).

[4.2] Blue-Native Poliacrilammide Gel Elettroforesi
(BN-PAGE)

Questa metodica €& stata applicata sia con mini geklconfezionati
(NativePAGE 3-12% BisTris gel, BN2011BX10) sia og&l 20x20x0.15 cm
con gradiente 4-16% preparato in laboratorio caudilio della pompa
peristaltica (Peristaltic Pump P-3, Phamacia Fiherticals).

Preparazione del campione
La sospensione mitocondriadeportata alla concentrazione di circa 2mg/ml in
tampone “B” (vedi preparazione dei mitocondri dyd& di ratto) e, quando
richiesto dall'esperimento, & aggiunto il citocrom@quino (Sigma, C-2506)
in quantita 3—10 volte rispetto a quella fisiolagidl campione & sonicato 6
volte in ghiaccio (10 secondi e 50 secondi di paa0W) con il Labsonic
B.Braun sotto flusso di azoto e centrifugato in lBean ottenendo un pellet
arricchito in complessi della catena respiratd@iascarta il sopranatante e |l
pellet e risospeso con digitonina in un rapportdamle con la proteina di, (5-
8):1 w:w; incubare 20 minuti in ghiaccio. Si cefuga 20 minuti a 12500rpm
con il rotore JA18.1 (20300g), scartando il petlbe rappresenta le frazione
insolubile, e recuperando il sopranatante
Nelle fasi iniziali della preparazione €& necessandividuare il rapporto
digitonina:proteina ideale per il campione da azalre.

83



Elettroforesi con mini gel pre-cast

Tampone risospensione, pH 7 NaCl 50mM
mitlazolo 50mM
c.@camminoesanoico (6-ACA) 5mM

Solvente Coomassie @AA 500mM
Soluzione Digitonina: q%/'v) in tamp. risospensione
Soluzione Coomassie G-250 5% (w/v) in solvente coomassie

Glicerolo (87%)

| sequenti prodotti sono stati acquistati dalléaditinvitrogen:

Tampone “Anodo”(20X, BN2001): Bis-Tris 50mM
(30ml + 570ml HO) Tricine 50mM
pH 6.8

Soluzione “Catodo”(20X BN2002):  Coomassie ®&29.4% (w/v)

Tampone Catodo “dark”(200ml) BN2001 10ml
BN2002 10ml
HO 180ml

Tampone Catodo “light”(200ml) BN2001 10ml
BN2002 iml

HO 180ml

NativePAGE 3-12% BisTris gel
(BN2011BX10)

Al campione (sopranatante ottenuto come descritiprag contenente i
complessi respiratori solubilizzati, si aggiung€domassie in rapporto con la
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digitonina di, rispettivamente, 1:10 w:w e glicerohlla concentrazione
dell’'11% v:v per appesantire il campione.

Quest'ultimo é inserito in uno o piu pozzetti dell,gcollocato, a sua volta,
nella cella elettroforetica (Xcell SureLock Mini-IGeEIO001) allestita con il
tampone anodo e catodo “dark”.

Applicando la differenza di potenzialda proteina migra in direzione
dellanodo. Prima, per 2cm a 70V(costarithmA in modo tale che possa
entrare lentamente nel gel, poi, a 150V avendo,card/3 della corsa
elettroforetica, di sostituire il catodo “dark” cqmello “light”.

Elettroforesi con gel 20x20x0.15cm

Acrilammide 40% (Applichem A0946): Acrilammide38.8% (w/v)
Bisacrilammide 1.2% (w/v)

350ml, Tampone catodo (pH 7; 4°C): Tricine 250mM
Bis-Tris 75mM
Coomassie G-2500.1%
1.21, Tampone anodo (pH 7; 4°C): BissT 300mM
Tampone gel BN (pH 7; 4°C): 6-AC 1.5M
Bis-Tris 150mM
Blue loading buffer 6-ACA 750mM

Coomassie G-250b%

Allestire le due piastre di vetro con gli spazia(@.9x22x0.15cm) tra i quali
verra colato il gel dal basso attraverso la pongrésfaltica. Preparare le due
soluzioni di acrilammide al 4,5% e 16% dalla cuscalazione si otterra il
gradiente.
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Camera 1] Camera 2
4.5% 16%
ddHO a 4°C 16.5ml 5.1ml
6 x Gel buffer BN 3.8ml 3.3ml
Acrilammide 40% 2.6ml 8.2ml
100% glicerolo / 3.9ml
> 22.9m| 20.5ml

Raffreddare le soluzioni 10’ a —20°C pappena
prima dell’'uso, aggiungere:

10% APS 104pL 68yl

TEMED 10.4pL 6.8ul

Lavorando a 4°C pompare un piccolo volume di gldHoverlay solution,

1cm di altezza) seguito dalla miscela di acrilandemiPompare, inizialmente,
in modo graduale fino ad arrivare a 1.6 ml/min &8 della pompa) nell'arco
di 1 minuto. Colato il gradiente si polimerizzatermostato a 37°C per 45
minuti. Solidificato il gel si elimina I'overlay s$ation, si inserisce il pettine
che dara forma ai pozzetti e si aggiunge una smhezdi acrilammide al 4%

(sample gel).

ddH20 11ml
6xGel buffer BN |2,5ml

Acrylamide 40% |1,5ml

> 15ml
Appena prima dell’'uso

aggiungere:

10% APS 65ul

TEMED 6,5ul

Polimerizzato anche questa soluzione si toglieitipe, e si allestisce la cella
elettroforetica (Protean Il, Biorad) con i tampteatodo” e “anodo”.
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Al campione digitonizzato e aggiunto il “blu loadirbuffer” (5uL /mg di
proteina) e caricato in uno o piu pozzetti del gel.

Applicando la differenza di potenziale la proteimaigra in direzione
dellanodo. Prima, a 100V e 15mA (costanti) per,4#i, a 500V e 15mA
(costanti) per 16 or@Power pack 3000, Biorad).

[4.3] Sodio dodecil solfato poliacrilammide gel elettrofeesi
(SDS-PAGE)

| sequenti prodotti sono stati acquistati dalléaditinvitrogeri:

Sample buffer: NP0008 (4X) aml
B 12ml
Soluzione riducente: Sample buffer 4.5ml
0009 0.5ml
Soluzione alchilante: Sample buffer 5ml
Ndimetilacrilammide 28
Soluzione “Quenching”™ Sample buffer 4ml
aBoblo Iml
0009 30
Running buffer (anodo) NP0001(20X) 40m|
M 760ml
Running buffer (catodo): anodo 200ml
00®5(antiox.) 0.5ml

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris GAIP0324BOX)

Questa metodica e stata applicata con | mini gele-cpst
(NUPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel, NP0324BOX). gl ottenuto con la
1D BN PAGE e tagliato, e trattato in sequenza, grimoon la soluzione
riducente (5ml), che trasforma i ponti disolfurogruppi tiolici, metilati, poi,
dalla seconda soluzione (5ml), quella alchilanta. doluzione “guencing”
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(5mlrafforza e mantiene la denaturazione. Ognunasse € mantenuta a
contatto con il gel per 20 minuti sotto blanda @azjitne orbitalica. La 1D é

lavata con acqua e inserita orizzontalmente, beangatto, nel secondo gel. Si
allestisce la cella elettroforetica con il catodan®do e si applica la differenza
di potenziale: 100V e 60mA (per 1 gel) per 75 minut

[4.4] Western Blot e Immuno rivelazione

La separazione per criterio dimensionale dei cosspleespiratori con la BN-
PAGE e, delle loro subunita costituenti con la SEYSsE, € seguita dal
Western Blot. Dalla seconda dimensione le subutet&omplessi respiratori
sono trasferite ad un film di nitrocellulosa (Qu#% dove, con l'ausilio di
anticorpi specifici, sono identificate tramite fi@eione chemioluminescente.

Tampone di trasferimento:  NuPAGE, Transfer u2@X

(0I6) 50ml
Mablo 100ml
Itmagen,antiox (NPO005) iml
O 849ml
PBS (10X), pH 7.4: KRO, 10mM
NaC 1,5M
NP Oy- 2H,0 30mM
PBS-Tween PBS(1X)
Twe@iorad) 0.05% (v/v)
Blocking solution: PBS-tween
B%Abumina) 2% (v/w)
Non fat dry milk 2% (v/w)

La membrana di nitrocellulosa opportunamente adagiaul gel di
poliacrilammide € poi alloggiata nell’apposito sapp e introdotta nella cella
elettroforetica (mini protean, Biorad) in cui ilasferimento orizzontale
avviene a 100V (costanti) e 400mA per 90 minulti.
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Al termine della corsa, la membrana e lavata in B&n per Sminuti e i siti
aspecifici di legame sono saturati dalla blockinfugon incubata per lora a
temperatura ambiente con agitazione orbitalicanoaliernativa, a 2-8°C
overnight.

La membrana é lavata 3 volte per 5 minuti con PB&€n, si espone a 5 ml
della soluzione di anticorpprimario (mitoscience, anti-mouse vari tipi come
specificato nelle didascalie delle rispettive figludiluito in blocking solution
(1:1000) e si incuba per 1 ora. In questo tempatitarpo si lega in maniera
specifica. Trascorsa un’orsi recupera l'anticorpo, si lava la membrana 3
volte con PBS-Tween per 5minuti e si aggiunge 5 dell’anticorpo
secondario (Molecular Probes, anticorpo anti-goditraouse 19G.), diluito

in blocking solution (1:1000), e si incuba per &.dr’anticorpo secondario Si
lega al primario precedentemente aggiunto.

Si recupera I'anticorpo e si lava la membrana 2evper 5 minuti con PBS-
Tween e 1 volta con PBS 1X per Sminuti. Si miscelgarti uguali delle
soluzioni “A” e "B” (RPN2106, GE Healthcare) e lalszione ottenuta e
messa a contatto con la membrana 5minuti. In quieste, 'HRP (Horse
Radish Peroxidase) coniugato all'anticorpo secandaatalizza I'ossidazione
del luminolo con liberazione di luce. Si eliminaccesso di reagente dalla
membrana la quale € inserita nel rivelatore chamaotescente (Fluor-S
MAX, Biorad) e 'immagine é acquista a diversi tardpesposizione.
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RISULTATI

1. EVIDENZE DALL’ANALISI DEL CONTROLLO
DI FLUSSO METABOLICO.

L’analisi del controllo di flusso impiegata in qoesstudio rappresenta un
approccio originale con il quale ottenere infornoazi sulla struttura
sovramolecolare della catena respiratoria. Questalisa applicata ai
complessi della catena respiratoria dei mitocodidieégato di ratto (RLM), sia
permeabilizzati, sia accoppiati, in stato 3 (commfig fosforilante) e in stato 4
di respirazione (non fosforilante), ci ha permedsdaliscriminare tra i due
modelli piu accreditati a rappresentare 'organzrzae strutturale della catena
respiratoria mitocondriale. | dati ottenuti si inseono all'interno di un
panorama dominato dalla gel elettroforesi che, peol € in grado di dare
alcuna informazione qualitativa di tipo cineticollgustato di aggregazione
della catena respiratoria.

In questa sezione vengono riportati i grafici chestrano le curve di
titolazione con inibitore. Ogni grafico mette a romto: i valori dell’attivita
specifica dellenzima considerato e quelli delfath dell’intero percorso
metabolico di cui I'enzima e parte (attivita intag), in funzione di
concentrazioni corrispondenti di inibitore (par)s.Buesti valori, espressi
come percentuale di attivita residua rispetto ahtmdlo senza inibitore,
rappresentano le serie complete di dati sperimedtlnoi ottenute per i
diversi animali.

| dati sperimentali sono stati interpolati con mdare di regressione non
lineare, utilizzando il programma di analisi matécea Sigma Plot [Jandel
SigmaPlot Scientific Graphing Software].

Come descritto nel paragrafo 5.2, dopo aver st&ltonzione matematica piu
adatta a definire la curva che interpola i punttittilazione, viene tracciata
anche la retta tangente al tratto iniziale dellevayper meglio evidenziarne la
pendenza. Il valore del coefficiente angolare t tatta tangente si ottiene
calcolando il limite della derivata della funzionbke tende al punto iniziale
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della curva (X— 0). Il coefficiente di controllo di flusso (Ce dato dal
rapporto delle pendenze iniziali delle curve: d@@ivntegrata/attivita specifica.
Ci sara tanto piu vicino a 1 quanto piu le due penelesszanno simili. Dalle
titolazioni con inibitore si ricavano anche i “g@fsoglia” (paragrafo 5.3)
ponendo in grafico la percentuale di attivita imégg residua in funzione della
percentuale di inibizione dell’attivita della sirigotappa enzimatica. Se
'enzima in esame esercita un forte controllo sifitvita integrata otteniamo
un grafico lineare. Quando, invece, il controlloeregato dall’enzima
specifico & basso, il grafico presenta un andameifégico che evidenzia un
valore soglia, superato il quale, si osserva unasda diminuzione del

processo integrato.
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[1.1] Analisi del controllo di flusso da parte delComplesso |, del
Complesso Ill e del Complesso IV in mitocondri permeabilizzati di
fegato di ratto (RLM).

RLM: Valori medi d i attivita espressi in nmoli/min/mg
proteina

Attivita NADH ossidasica 60.4+7.8
Complesso | 82.3+7.6
(NADH-DB ossidoreduttasi)
Complesso lli 432.2 £87.5
(DBH,-Cit.c**ossidoreduttasi)
Complesso IV 575
(citocromo ossidasi)

Tabella 1 Valori medi di attivita espressi in nmoli/min/rdgproteina

La permeabilizzazione ottenuta attraverso la saiooe (par.3.3) porta alla
rottura delle due membrane mitocondriali con laseguente perdita del
“controllo respiratorio” cioe la dipendenza della velocita di respirazidaka
concentrazione di ADP. La fosforilazione ossidatvalice“disaccoppiata”
dalla respirazione. Quest’ ultima € sempre eleaatde in assenza di ADP, e
manca la sintesi di ATP.

Le curve di inibizione ottenute mediante titolaaorcon rotenone sia
dell'attivita integrata NADH ossidasica (NADHsia dell’attivita specifica
del Complesso | (NADH-DB) sono riportatefigura 1. Analizzando il primo
tratto del grafico, si osserva che le rette tangentratti iniziali delle due
curve sono pressoché parallele tra loro; cio e dimato dal fatto che i
coefficienti angolari di tali rette sono simili Q49 e -10.94, rispettivamente
per l'attivita integrata e per lattivita specificaCalcolando il coefficiente di
controllo di flusso del Complesso | si ottiene @ahove pari a 1.14.

In figura 2 sono riportate le curve di titolazione con mucididell’attivita
totale NADH ossidasica (NADH-Qe dell’attivita specifica del Complesso Il
(DBH,-Cit.c*"). Entrambe le curve mostrano un decadimento dilit
secondo un andamento iperboliei punti sperimentali dei rispettivi tratti
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iniziali si sovrappongono estesamentg, (€ 0.45). Il grafico mostrato in
figura 3 riporta, invece, le curve di titolazione con KCHMllthttivita totale
(NADH-O,) e dellattivita specifica del Complesso IV (Cit*®,). Per
interpolare le due serie di punti sperimentali,t&tcs necessario ricorrere a
funzioni matematiche diverse che mettono in riskdtgrande diversita tra le
pendenze iniziali delle due curve: I'andamento 'dttivitd integrata si
presenta decisamente meno ripido rispetto all’amddon dell’attivita
specifica, e cio indica una piu lenta risposta’deiVita integrata a quantita
corrispondenti di inibitore. Calcolando il coefaite di controllo di flusso del
Complesso IV si ottiene un valore di 0.06.

00 1 o a  MNADH-O,
A 8 NADH-DE
2.
80 -
\ 5‘% Ci=114

60+

Y% attivita

40

20

[

rotenone (pmaolifmg proteina)

Figura 1 Confronto tra l'attivita integrata (NADH—D e
I'attivita specifica del Complesso | (NADH-DB) titte con
rotenone in RLV
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Figura 2. Confronto tra I'attivita integrata (NADH- e I'attivita
specifica del Complesso Il (DBFCIt.c) titolate con mucidina ir

RLM.
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Figura 3. Confronto tra I'attivita integrata (NADH-{ e I'attivita
specifica del Complesso IV (Cit'e0,) titolate con KCN in RLM.

[1.2] Analisi del controllo di flusso da parte delComplesso | e del
Complesso Ill in mitocondri accoppiati di fegato diratto (RLM).

E’ una condizione prossima a quella fisiologicacpeéri mitocondri sono
integri, c’é il “controllo respiratorio” e quindi sono capaci di compiere la

fosforilazione ossidativa.

Le curve di inibizione ottenute in RLMediante titolazione con rotenone sia
dell'attivita respiratoria integrata NADH-dipendenin stato 3 (misurata in
presenza di glutammato/malato e ADP), sia deWNa#ti specifica del
Complesso | (NADH-DB)sono riportate ifigura 4.

Come evidenziato dalle rette tangenti ai trattziadi delle due curve, che
risultano pressoché coincidenti tra loro, il Consgle| ha un controllo elevato
(C, = 1), sulla capacita respiratoria mitocondriale @ondizioni di
accoppiamento metabolico con il processo dellaofdakzione ossidativa
(stato 3).

95



Un risultato analogo €& stato ottenuto titolando awmmcidina, lattivita
integrata glutammato/malato,@n stato 3 e quella specifica del Complesso
Il (DBH »-Cit.c*") (figura 5). Infatti, gli andamenti iperbolici di entrambe le
curve di inibizione, indicano, un elevato contradla parte del Complesso Il
sull’attivita totale (G, = 0.69).

In figura 6 efigura 7 sono confrontate, rispettivamente, le curve dimone
del Complesso | e del Complesso Il con le cormsfanti curve di inibizione
dell'attivita integrata glutammato/malato-i@ stato 4

Il controllo esercitato dai due complessi sulliath glutammato/malato-£n
stato 3 (figure 4 e 5) viene meno stato 4 Cio e in accordo con il
presupposto che, in quest'ultima condizione metadpkltri fattori possono
controllare il processo di respirazione (potenzailenembrana, ATP sintasi,
trasportatori dei substrati, glutammato deidrogerai$ passaggio ossidativo

daa-chetoglutarato a ossalacetato nel ciclo dell’acidiaco).

100 ‘L\‘ A respirazione stato 3 (glwmal
& m MNADH-DB

C,=1.00

B0

Yo attivita

40

20

m=-1087

a 10 20 3a 40
rotenone ipmalifmag prateina)

Figura 4. Confronto tra lattivita integrata (glutammato/makD,)
e l'attivita specifica del Complesso | (NADH-DB)tdiate con
rotenone in RLM accoppiati in stato3.
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Figura 5. Confronto tra I'attivita integrata (glutammato/makD,)
e l'attivita specifica del Complesso Il (DBHLit.c*") titolate con
rmucidina in RLM accoppiati in statc
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Figura 6. Confronto tra lattivita integrata (glutammato/makD,)
e l'attivita specifica del Complesso | (NADH-DB)tdiate con

rotenone in RLM accoppiati in stato 4.
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Figura 7.Confronto tra I'attivita integrata (glutammato/makD,)
e l'attivita specifica del Complesso Il (DBLit.c*") titolate con
mucidina in RLM accoppiati in stato 4.

[1.3] Grafici-soglia.

L’elaborazione in forma di grafici-soglia dei daperimentali raccolti in
questo studio ha prodotto la serie di figure rigrtnelle pagine seguenti
(Figure 8-12.
L’andamento lineare dei grafici riferiti al Compses| ed al Complesso Il
(Figure 8, 9 e 10, 11jivela la forte dipendenza dell’attivita NADH osagica
e glutammato/malato ossidasica in stato 3 dallaa#p catalitica specifica di
questi due enzimi. Per questo motivo, in accordoigwincipi dell’Analisi del
Controllo di Flussd*®”, possiamo ritenere che il Complesso | e il Congaes
[Il detengono la quasi totalita del controllo meidn sulla respirazione sia in
mitocondri permeabilizzati che in mitocondri accwbp in condizioni
fosforilanti (stato3).
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Il Complesso 1V, invece, controlla in misura miniti@ssidazione aerobia del
NADH: il grafico-soglia, infigura 12, mostra un andamento chiaramente
bifasico, ad indicare che solo quando lattivitéedfica della citocromo
ossidasi risulta fortemente inibita (soglia di imibne oltre il 60% circa) si
possono avere ripercussioni sensibili a livelldaledtena respiratoria.

4 NADH-O,

=
=
e
e

80

60

40

20 4

% NADH oxidase activity

20 40 o e 86 100
% Complex | inhibition

Figura 8. Grafico soglia dellattivita NADH-ossidasica resal in funzione della
percentuale di inibizione del Complesso | in mitodo permeabilizzati di fegato di
ratto.
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Figura 9. Grafici soglia dell'attivita glutammato/malato-adasica residua, in funzione
della percentuale di inibizione del ComplessoRItM accoppiati in stato 3 e in stato 4.
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Figura 10. Grafico soglia dell’attivita NADH-ossidasica resa in funzione della
percentuale di inibizione del Complesso Il in nowadri permeabilizzati di fegato di
ratto.
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Figura 11. Grafici soglia dell'attivita glutammato/malato-adasica residua, in funzione
della percentuale di inibizione del ComplessorlRLM accoppiati in stato 3 e in stato 4.
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Figura 12. Grafico-soglia dell’attivita NADH-ossidasica resa in funzione della
percentuale di inibizione del Complesso IV in mdndri permeabilizzati di fegato di
ratto.
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2. EVIDENZE DALLA GEL ELETTROFORESI

In questa sezione vengono riportati i risultati eotiti con tecniche
elettroforetiche applicate a mitocondri di fegatordtto (RLM), di cuore
bovino (BHM) e di tubero di patata (POM). Come di&x nel capitolo 4, la
BN-PAGE (par. 4.2) permette la separazione dei d¢essp enzimaticamente
attivi e la visualizzazione di bande elettroforeéicad alto peso molecolare
riferibili ai supercomplessi purificati, usando egfenti non ionici. Le singole
subunita costituenti i complessi respiratori, siassi in forma di unita singole
o di supercomplessi, sono state risolte con la PI3-BAGE (par. 4.3) e poi
rivelate, dopo wester blotting, attraverso il gisée chemioluminescente
decritto nel par. 4.4.

Esempi di 2D BN/SDS PAGE di RLM , in cui sono statesse in rilievo
alcune subunita specifiche dei Complessi I, lll, &/V, sono mostrati in
figura 13A e 13B La presenza di subunita dei complessi respiratori
corrispondenza della zona ad altissimo peso mdaeeoldella BN PAGE
(>1200kDa), indica la loro associazione in formaudi supercomplesso del
tipo I+lll,+IV,. Si osserva, inoltre, la co-migrazione del Comple¥sdin
forma dimerica ().

Nella regione dei pesi molecolarl000 kDa, si evidenziano le subunita degli
stessi complessi respiratori presenti come undgpeéndenti, non aggregate in
supercomplessi.

Inoltre, la nostra indagine ha compreso il citocoanallo scopo di dimostrare
una sua eventuale presenza all'interno delle stutage respiratorie
mitocondriali.
| supercomplessi di RLM appaiono privi di citocromdfigura 13A e 13B.
Pertanto, abbiamo pensato di impiegare aliquotBLd per studiare quale
potesse essere l'effetto di una supplementazioneitro di citocromo c
esogeno. Le aliquote sono state miscelate in pEeen quantita crescenti di
citocromo ¢ standard di origine equina e, mediante 2D BN/SDSGRAe
successivo immuno-blotting, abbiamo potuto verrécahe il citocromac e
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presente nella frazione proteica mitocondriale Upecata dopo trattamento
con digitonina) sia in forma libera sia in formagd¢éa ai supercomplessi
(figura 14). Questo dato, che é particolarmente evidenteamipioni trattati
con il dosaggio piu elevato (18ng di cit. c/pug ttp, induce a pensare che la
presenza di un consistente pool di molecole dicoiimo c libero possa
“costringere” alcune particelle all'interno del supomplesso I+1l1+1V, dove
rimangono legate anche dopo trattamento con digiéon

E’ interessante notare che, invece, nei POiMdufa 15) si dimostra

chiaramente la presenza di citocrom@endogeno sia in forma libera sia
soprattutto, in forma legata a strutture proteidnelevato peso molecolare
che abbiamo identificato come supercomplessi ratwir composti da

Complesso I, lll e IV.

Nei BHM (figura 16) si evidenzia la presenza dei complessi respirator
corrispondenza della zona ad altissimo peso mdaeeoldella BN PAGE
(>1200kDa) a indicare la loro associazione in fodnan supercomplesso del
tipo I+lll,+IV,. Si osserva, inoltre, la co-migrazione del Comple¥sin
forma dimerica (¥) e nella regione dei pesi molecolatri000 kDa, si
evidenziano le subunita degli stessi complessiinaspi presenti come unita
indipendenti, non aggregate in supercomplessi.

Dopo trattamento con digitonina si sono potute evaiiare solo piccole tracce
di citocromo c (dato non mostrato).

| mitocondri di S. cerevisiae(figura 17) rappresentano un modello
interessante per lo studio dei supercomplessi enguin questo lievito e
assente il Complesso | e i Complessi Il e IV, cogia dimostrato in
letteratura*®!, sono aggregati in due diverse stechiometrie-(b e Ill,-
IV,). Pensando che allinterno di questi supercomplpegesse trovarsi il
citocromo c, abbiamo eseguito l'indagine 2D BN/SIPAGE e wester
blotting, ma non é stato possibile rilevare la przs di tracce di citocromo
nell'aggregato. Al contrario, I'analisi mostra uimate presenza di citocromo ¢
in forma libera. Tuttavia, si pud presumere cheajindriamente esso fosse
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debolmente legato al supercomplesso Ill + 1V, e @ie legame non abbia

resistito al trattamento con digitonina.
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Figura 13A (destra) e 13B (sinistré§eparazione elettroforetica (2D BN/SDS PAGE) dei percomplessi
del sistema della fosforilazione ossidativa in mitondri di fegato di ratto (RLM). | gel di seconda
dimensione blottati sulla membrana sono stati éspasocktail di anticorpi monoclonali specificipacune
subunita di ciascun complesso della catena resgiaa per I'ATPsintasi:

NDUFA9 (39kDa) del Complesso I, la proteina di Re¢22kDa dal peso molecolare apparente di 30kDa)
del Complesso lll, la subunita Corg4l7 kDa, fig.13B)del Complesso Ill, COX-IV (18kDagldComplesso
IV e subunitd3 (52kDa) della F1Fo-ATPasi, come indicato nelle agmi.

13A. 2D BN/SDS PAGE eseguita mediante minigel, eaescritto nel par 4.2

13B. 2D BN/SDS PAGE eseguita mediante 1D BN-PAGE20220x0.15cm (descritta nel par. 4.2) seguita
da trattamento con una soluzione di SDS e R-maretgtolo entrambe all'1% per 30 minuti e allestitoen
di una SDS PAGE 20x20x0.15cm a gradiente fissd.0iéd.
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Figura 14 Immunoblotting dopo 2D BN-SDS PAGE di mitocondri di fegato di ratto (RLM) in
presenza di quantita crescenti di citocromo ¢ equimaggiunto al campione prima del trattamento con
digitonina.

La membrana di nitrocellulosa é stata espostantéif@arpo monoclonale specifico per il citocromo c
(Invitrogen, 33-8500) .

E’ interessante notare che il citocromo ¢ si acdanmuquantita crescente sia come molecola libezcia
verde, corrispondente ai 15kDa nella 1D) sia conmteoola legata nel supercomplesso (freccia rossa,
corrispondente alla zona ad alto peso molecoldta hb).
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Figura 15 Immunoblotting dopo 2D BN-SDS PAGE BN/SDS PAGE di ritocondri di tubero di
patata (POM).

La membrana di nitrocellulosa €& stata esposta adogktail di anticorpi monoohali specifici per ogni
complesso della catena respiratoria.

NDUFA9 (39kDa) del Complesso |, la subunita 70k2h @omplesso I, la proteina di Rieske (22kDa dal
peso molecolare apparente di 30kDa) del compldss@OX-I (57kDa dal peso apparente di 35kDa) del
Complesso 1V, subunith (52kDa) della F1Fo-ATPasi e anti-citocromo ¢ (frven, 33-8500).

All'interno del supercomplesso I+#1V, (rettangolo rosso) €& stato possibile osservarprésenza del
citocromo ¢ endogeno.
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Figura 16.Immunoblotting dopo 2D BN-SDS PAGE BN/SDS PAGE di ritocondri di cuore bovino
(BHM).

La membrana di nitrocellulosa & stata esposta adogktail di anticorpi monoclonali specifici per rog
complesso della catena respiratoria.

NDUFA9 (39kDa) del Complesso I, la proteina di Re¢22kDa dal peso molecolare apparente di 30kDa)
del complesso lll, COX-I (57kDa dal peso appareitg5kDa) del Complesso IV, subunfig52kDa) della
F1Fo-ATPasi.

Nel rettangolo rosso si evidenzia la presenzaumreomplesso I+B#IV,.

2D SDS-PAGE

Il + 1V,
— IV,
m, ¥

_/2
—_—

o ,%‘_
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L

Cite.c libero

S.cerevisiae

Figura 17. Immunoblotting dopo 2D BN-SDS PAGE BN/SDS PAGE (vadfig. 13B)di mitocondri di
S.cerevisiae.

Il gel di seconda dimensione blottati sulla memhbranno stati esposti all’ anticorpo monoclinalectfjm
per il citocromo c (Invitrogen 33-8500).
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CONCLUSIONI

| nostri dati sperimentali sull'attivita respirai@rmitocondriale sono stati
interpretati alla luce di quanto previsto dallari@odel controllo di flusso
metabolico e di quanto osservato con la gel eleitesi.

In particolare, abbiamo visto che, in RLM permeabdti, la somma dei
coefficienti di controllo di flusso del Complessoel del Complesso Il &
maggiore di 1 e abbiamo dimostrato che questi duapéessi esercitano,
entrambi, un forte controllo anche in RLM accoppiat condizioni
fosforilanti (stato 3).

Per cui, in accordo con la teoria del controllofldisso, si puo postulare
I'esistenza di un’associazione preferenziale tranlesso | e Complesso Il
della catena respiratoria mitocondriale. Una aralioglicazione era gia stata
prodotta nel nostro laboratorfd impiegando mitocondri di cuore bovino
permeabilizzati ma, per la prima volta, siamo orgiado di affermare che il
supercomplesso I-lll & presente anche in mitocoRtiM) integri, cioe
capaci di compiere il processo di fosforilazionesidativa, per cui e
verosimile pensare che il trasferimento elettronida Complesso | a
Complesso Ill possa effettivamente realizzarsi, hancin condizioni
fisiologiche, attraverso un fenomeno di channeltilety Coenzima Q (vedi par.
4.3).Bisogna, pero, sottolineare che questa indioaze da riferirsi ad una
condizione di respirazione mitocondriale in state 8he, al momento, non &
possibile ricavare informazioni riguardo l'orgarazmone strutturale della
catena respiratoria mediante analisi del contrdiliusso in stato 4. Infatti, €
noto che in questa condizione altri processi meit@bintervengono a
controllare il sistema della fosforilazione ossidat (es. il potenziale
transmembrana) per cui si misurano coefficientcattrollo di flusso molto
bassi per tutti gli enzimi redox della catena e aguossibile evincere quale sia
il loro stato di aggregazione.

I Complesso IV studiato in RLM permeabilizzati @mporta in maniera
differente, tale da far supporre che esso non@ravalto nella formazione di
aggregati sopramolecolari funzionali con gli alenzimi della catena
respiratoria. Infatti, solo quando I'attivita spgza della citocromo ossidasi
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risulta fortemente inibita (soglia di inibiziondtre il 60% circa) si possono
avere ripercussioni sensibili a livello della atdvNADH ossidasica della
catena respiratoria (figura 12).

Come schematizzato figura 18 'idea che Complesso | e Il siano associati
tra loro (klll;) trova conferma nell'analisi strutturale da noindotta,
mediante gel elettroforesi, ed e in linea con avige analoghe della
letteratura. Tuttavia, mentre I'analisi del conlwalli flusso condotta su RLM
suggerisce che il Complesso IV non sia aggregasupercomplessi, con la
gel elettroforesi si osserva anche l'esistenzagdiregati del tipo I-1B-1V
figura 18B.

BHM POM RLM
Citocromi “b” 584 +51 337+ 37 46.98 + 3.5
Citocromi (¢ + ¢;) 568 + 33 421+ 19 184 £19.8
Citocromi (a + &) 710 + 48 202 + 33 47.4+135
Rapporto 24 1.2 0.9
Complesso lll/Complesso IV

Tabella 2. Valori medi del contenuto di citocroimilati sono espressi in pmoli/mg proteina.

L’ipotesi gia avanzata in passato per giustificarea simile discrepanza
rilevata in BHM suggeriva che I'analisi del contootli flusso potesse essere
inficiata da una forte presenza di unita di Comgey/ in forma monomerica,
tale da mascherare un’eventuale frazione legasa@rcomplesso I-11l. Negli
RLM, pero, il rapporto stechiometrico tra Compleis@ Complesso IV é di
1 a 1, come e anche nei POMabella 2) e, come in questo ultimo caso,
I'analisi cinetica dovrebbe essere in grado diveke aggregati funzionali in
cui e coinvolto il Complesso V. Infatti, studi sSBIOM condotti nel nostro
laboratorio hanno evidenziato per i complessill,IN un controllo di flusso
che porta a grafici sogli con andamento lineareyn# e tre i complessi, con
I rispettivi coefficienti di controllo di flusso pacirca a 1 Tabella 3). In
realta, una importante differenza tra i due cadat dal fatto che, dopo 2D
BN/SDS PAGE, il citocromo ¢ appare legato al supenglesso nei POM, ma
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non negli RLM. Inoltre, i nostri dati indicano cladopo trattamento con
citocromo ¢ esogeno, in RLM si assiste ad un aumeella frazione libera e
contemporaneamente il supercomplesso I-llI-IV tead@rricchirsi di cit. c.

E’ presumibile che il citocromo c aggiunto, una tmolinseritosi nel
supercomplesso, sia importante per il funzionameid Complesso IV
aggregato e che cido possa essere rilevato daiartil controllo di flusso
metabolico.
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Evidenze dai dati cinetici Evidenze dalla gel-elettroforesi

BOVINE HEART

RAT LIVER

NdeH NdeH @
| " | v | III?IV
NdeH POTATO TUBER [E

_Figura 18A (sinistra) e 18B (destrdjnmagine che mette a confronto i dati cinetici ottauti con

I'analisi del controllo di flusso metabolico e quéi strutturali ottenuti con la 2D BN/SDS PAGE.

18A. L’analisi cinetica evidenzia I'aggregato I+lih tutti i campioni studiati e il coinvolgimentmehe del
Complesso IV nell’'aggregato solo nei POM. Nei BHIVhélto probabile, dato I'elevato numero di
Complessi IV, che la frazione eventualmente astsia mascherata dalla frazione libera. Negli RLM,
come nei POM, la quantita di Complesso IV é simédedue casi e quindi la frazione legata dovreldsere
osservabile cineticamente.

18B. La gel elettroforesi applicata a tutte e 3 i canpmitocondriali rivela il supercomplesso IV, .
Nei BHM la grossa frazione libera di ComplessodWUime atteso, ha mascherato cineticamente la frazion
legata.

Nei supercomplessi purificati dai RLM non si puevare la presenza del citocromo ¢ che, se addizion
esogenamente compare, prima, come frazione lihgrai, degata. Cio suggerisce per questa protaina u
ruolo di “pool”. Questa osservazione unita a quédaPOM, in cui il supercomplesso & osservato con
entrambe le metodologie, ed & presente endogenaiheitbcromo ¢, suggerisce che questa proteia si
fondamentale per il funzionamento del Complessod¥aggregato multienzimatico dei RLM.
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BHM POM

Attivita Attivita Attivita Attivita

NADH. succinato NADH, Succinato

ossidasica ossidasica ossidasica ossidasica
Complex | 1.06 n.a. 0.89 n.a.
Complex II n.a. 0.88 n.a. 0.38
Complex Il 0.90 0.34 1.11 1.05
Complex IV 0.26 0.20 1.15 0.94

n.a.: non applicabile

Tabella 3.1 coefficienti di controllo di flusso (¢ dei complessi della catena
respiratoria coinvolti nell’ossidazione del NADHdel succinato in mitocondri di
cuore bovino (BHM) e in mitocondri di tubero di &t (POM)*.

111



BIBLIOGRAFIA

! Hackenbrock C.R., Chazotte B., Gupte S.S., Thdamancollision model and a critical
assessment of diffusion and collision in mitochaaddelectron transportJ. Bioenerg.
Biomembr.18 (1986) 331-368.

2 Schagger H., Pfeiffer K. The ratio of oxidativeogphorylation complexes I-V in bovine
heart mitochondria and the composition of respisathain supercomplexe3. Biol. Chem.
276 (2001) 37861-37867.

® Bianchi C., Genova M.L., Parenti Castelli G., Lera. The mitochondrial respiratory
chain is partially organized in a supercomplex eddg: kinetic evidence using flux control
analysisJ. Biol. Chem279 (2004) 36562-36569.

* Genova M.L, Baracca A., Biondi A., Casalena Ggdiai M., Falasca A.l., Formiggini
G., Sgarbi G., Solaini G., Lenaz G.Is supercommeganization of the respiratory chain
required for optimal electron transfer activittochim. Biophys. Actal777(7-8) (2008)
740-6.

> Chan D.C., Mitochondria: dynamic organelles inedise, aging, and developme@ell
125 (2006) 1241-1252.

® Lenaz G., Baracca A., Fato R., Genova M.L., Sol@inNew insights into structure and
function of mitochondria and their role in ageinglaliseaseAntioxid. Redox Signal
(2006) 417-437.

" Lenaz G., Role of mitochondria in oxidative stressl ageingBiochim. Biophys. Acta
1366 (1998) 53-67.

® McFarland R., Taylor R.W., Turnbull D.M. Mitochomnal disease--its impact, etiology,
and PathologyCurr. Top. Dev. Biol77 (2007) 113-155.

 Reeve A.K., Krishnan K.J., Turnbull D.M. Age radtmitochondrial degenerative
disorders in humans. Biotechnol. J. 3 (2008) 750-75

19 Wallace D.C., A mitochondrial paradigm of metaband degenerative diseases, aging,
and cancer: a dawn for evolutionary medicisenu. Rev. GeneB9 (2005) 359-407.

11 Zeviani M., Carelli V. Mitochondrial disorder€urr. Opin. Neurol20 (2007) 564-571.

12 Kukat A., Trifunovic A., Somatic mtDNA mutationsa aging--facts and fanciesxp.
Gerontol.44 (2009) 101-105.

112



13 Gruber J., Schaffer S., Halliwell B., The mitoctdal free radical theory of ageing—
where do we stand=ront. Biosci.13 (2008) 6554-6579.

Y Rosca M.G., Vazquez E.J., Kerner J., Parland Wan@ler M.P., Stanley W., Sabbah
H.N., Hoppel C.L. Cardiac mitochondria in heartlfes: decrease in respirasomes and
oxidative Phosphorylatior€ardiovasc. Res80 (2008) 30-39.

15 Lenaz G., Genova M.L. Kinetics of integrated electtransfer in the mitochondrial
respiratory chain: random collisions vs. solid estaliectron channelinddm. J. Physiol. Cell
Physiol.292 (2007) C1221-1239.

1 Kacser A., Burns J.A. Molecular democracy: whorehdhe controlsBiochem. Soc.
Trans.7 (1979) 1149-1160.

7 Moreno-Sanchez R., Bravo C.,. Westerhoff H.V. Deiring and understanding the
control of flux. An illustration in submitochondtiparticles of how to validate schemes of
metabolic controlEur. J. Biochem264 (1999) 427-433.

8 Schon E.A. Il DNA mitocondriale in patologia umariRaven Press LtdNew York
(1993).

¥ Munn E.A. The structure of mitochondria. New Yakkademic Presg1974).

20 perkins G.A., Frey T.G. Recent structural insightoi mitochondria gained by

microscopyMicron 31(2000) 97-111.

L vaffe M.P. The machinery of mitochondrial inhenta and behavioulScience283
(1999) 1493-1497.

22 cheffler E.I. Mitochondria, 1st edition,Wiley, Werork (1999).

%3 passarella S., Atlante A., Valenti D., De BariTlhe role of mitochondrial transport in
energy metabolismMitochondrion2 (2003) 319-343.

4 perkins G., Renken C., Martone M.E., Young S.JlisrBan M., Frey T., Electron
tomography of neuronal mitochondria: three-dimenaiostructure and organization of
cristae and membrane contadtsStruct. Biol.119 (1997) 260-272.

25 Scheffler E.IMitichondrion1 (2001) 3-31.

26 Frey T.G., Mannella C.A. The internal structurenstochondriaTrends Biochem. Sci.
25(8) (2000) 319-324.

113



27 Frey T.G., Renken C.W., Perkins G.A., Insight imdochondrial structure and function
from electron tomographygiochim. Biophis. Actd555 (2002) 196-203.

28 Lehninger A.L., Nelson D., Cox MPrincipi di Biochimica(2010).

29 yang J., Liu X., Bhalla K., Kim C.N., Ibrado A.MGai J., Peng T.I., Jones D.P., Wang
X. Prevention of apoptosis by Bcl-2: release obciirome ¢ from mitochondria blocked
Science275(5303) (1997) 1129-32.

% Fontaine E., Bernardi P., Progress on the mitodhah permeability transition pore:
regulation by complex | and ubiquinone analahBioenerg. BiomembB81(4) (1999) 335-
45,

31 Bernardi P., Colonna R., Costantini P., Erikssan fntaine E., Ichas F., Massari S.,
Nicolli A., Petronilli V., Scorrano L. The mitochdnal permeability transitiorBio Factors
8 (3-4) (1998) 273-281.

32 Vogel R., Nijtmans L., Ugalde C., van den HeuvelSmeitink J. Complex | assembly: a
puzzling problemCurr. Opin. Neurol.17(2) (2004) 179-86.

% Brandt U., Kerscher S., Drose., Zwicker K., Zigkann., Proton pumping by
NADH:ubiquinone oxidoreductase. A redox driven aonfational change mechanism?
FEBS Letter$45(1) (2003) 9-17.

3 Saraste M., Oxidative phosphorylation at the fan siécle.Science283(5407) (1999)
1488-1493.

% Guénebaut V., Vincentelli R., Mills D., Weiss H.eonard KR.Three-dimensional
structure of NADH-dehydrogenase from Neurosporassaaby electron microscopy and
conical tilt reconstructionl. Mol Biol.265(4) (1997) 409-18.

36 Guénebaut V., Schlitt A., Weiss H., Leonard Kig#rich T.Consistent structure between
bacterial and mitochondrial NADH:ubiquinone oxidduetase (Complex 1)J. Mol. Biol.
276(1) (1998) 105-12.

37 Grigorieff N.Three-dimensional structure of boviNADH:ubiquinone oxidoreductase
(complex I) at 22 A in icel. Mol. Biol.277(5) (1998)1033-46.

38 Djafarzadeh R., Kerscher S., Zwicker K., Radermeadd., Lindahl M., Schagger H.,
Brandt U. Biophysical and structural characteraatiof proton-translocating NADH-
dehydrogenase (complex 1) from the strictly aeroj@ast Yarrowia lipolyticaBiochim.
Biophys. Actal459(1) (2000) 230-8.

114



39 Bottcher B., Scheide D., Hesterberg M., Nagel-&tel., Friedrich T. A novel,
enzymatically active conformation of the Eschemchicoli NADH:ubiquinone
oxidoreductase (complex 1J. Bio.l Chem277(20) (2002) 17970-7.

40 Grigorieff N. Structure of the respiratory NADHighinone oxidoreductase (Complex 1)
Curr. Opin. Struct. BiolGrigorieff N. 9(4) (1999) 476-83. Review.

*I Hirst J., Caroll J., Fearnley I.M., Shannon J.Rilk&r J.E. The nuclear encoded subunits
of Complex | from bovine heart mitochondriaBiochim. Biophis. Acta.1604(3) (2003)
135-150.

2 Ohnishi T. Iron-sulfur clusters/semiquinones inmpbex |. Biochim. Biophys. Acta.
1364(2) (1998) 186-206.

3 Rasmussen T., Scheide D., Brors B., Kintschemlejss H., Friedrich T., Identification
of two tetranuclear FeS clusters on the ferredoye subunit of NADH:ubiquinone
oxidoreductase (Complex Biochemistry40(20) (2001) 6124-31.

* Friedrich T., Brors B, Hellwig P., Kintscher L.aBmussen T., Scheide D., Schulte U.,
Mantele W., Weiss H. Characterization of two novetlox groups in the respiratory
NADH:ubiquinone oxidoreductase (Complex Biochim Biophys Actal459(2-3) (2000)
305-9.

% Lenaz G. Quinone specificity of complexBiochim Biophys Actal364(2) (1998)207-
21.
*® Yano T., Magnitsky S.,Ohnishi T. Characterizatiofi the complex l-associated
ubisemiquinone species: toward the understandingtheir functional roles in the
electron/proton transfer reactiddiochim. Biophys. Actd.459(2-3) (2000) 299-304.

47 Zickermann V., Bostina M., Hunte C., Ruiz T., Radacher M., Brandt U., Functional
implications from an unexpected position of the kB subunit of NADH:ubiquinone
oxidoreductasel. Biol. Chem278(31) (2003) 29072-8.

*8 Hinchliffe P., Sazanov LA. Organization of ironHsm clusters in respiratory Complex I.
Science309(5735) (2005) 771-4.

*9Ohnishi T., Ohnishi ST., Shinzawa-Ito K., Yoshika®aFunctional role of coenzyme Q
in the energy coupling of NADH-CoQ oxidoreductassomplex 1): Stabilization of the
semiquinone state with the application of insidefime membrane potential to
proteoliposomesBiofactors32(1-4) (2008)13-22.

115



>0 Berrisford J.M., Sazanov L.A. Structural basis tfee mechanism of respiratory Complex
I. J. Biol. Chem284(43) (2009) 29773-83.

>l lverson T.M., Luna-Chavez C., Cecchini G., Rees Bucture of the Escherichia coli
fumarate reductase respiratory complegience284(5422) (1999) 1961-6.

°2 Cecchini G, Schroder I, Gunsalus RP, MaklashinaS&ccinate dehydrogenase and
fumarate reductase from Escherichia ddlochim. Biophys. Actd553(1-2) (2002)140-57.

> vu L., Xu JX., Haley PE, Yu CA. Properties of bogiheart mitochondrial cytochrome
b560.J. Biol. Chem262(3) (1987)1137-43.

>4 Lancaster CR. Succinate:quinone oxidoreductasesvarview.Biochim. Biophys. Acta.
1553(1-2) (2002)1-6. Review.

> Rousset S., Alves-Guerra M.C., Mozo J., Miroux Bassard-Doulcier A.M., Bouillaud
F., Ricquier DDiabetes Journal orgs3 suppl 1:S (2004) 130-135.

*% Brand MD., Buckingham JA.., Esteves TC., Greenllambert AJ., Miwa S., Murphy

MP., Pakay JL., Talbot DA., Echtay KS. Mitochontisaperoxide and aging: uncoupling-
protein activity and superoxide productioBiochem. Soc. Symg71) (2004) 203-13.

Review.

>’ Crane FL., Sun IL., Crowe RA., Alcain FJ., Low Eoenzyme Q10, plasma membrane
oxidase and growth controMol. Aspects. Med5 (1994) Suppl:s1-11.

*8 Fontaine E., Ichas F., Bernardi P. A ubiquinonadlrig site regulates the mitochondrial
permeability transition pord. Biol. Chem273(40) (1998) 25734-40.

9 Mitchell P. The protonmotive Q cycle: a generalnialation. FEBS Lett. 59(2)
(1975)137-9.

% Garrett R.H., Crisham C.M.(199Bjochimica.

1 Swanson R., Trus BL., Mandel N., Mandel G., Kal@B., Dickerson RE.Tuna
cytochrome ¢ at 2.0 A resolution. |. Ferricytocheorstructure analysis].Biol. Chem
252(2) (1977) 759-75.

%2 Tsukihara T., Aoyama H., Yamashita E., TomizakiYamaguchi H., Shinzawa-Itoh K.,

Nakashima R., Yaono R., Yoshikawa S.The whole sirecof the 13-subunit oxidized
cytochrome c oxidase at 2.8 8cience272(5265) (1996)1136-44.

116



®3 Yoshikawa S., Shinzawa-Itoh K., Nakashima R., ¥aBn, Yamashita E., Inoue N., Yao
M., Fei M.J., Libeu C.P., Mizushima T., Yamaguchj Flomizaki T., Tsukihara T. Redox-
coupled crystal structural changes in bovine hegdchrome ¢ oxidas&cience280(5370)
(1998) 1723-9.

% Tsukihara T., Aoyama H., Yamashita E., TomizakiYfamaguchi H., Shinzawa-Itoh K.,
Nakashima R., Yaono R., Yoshikawa S. Structureseffal sites of oxidized bovine heart
cytochrome c oxidase at 2.8 8cience269 (5227) (1995)1069-74.

5 Lutter R., Saraste M., van Walraven HS., Runswitk, Finel M., Deatherage JF.,
Walker JE. F1FO-ATP synthase from bovine heart chibmdria: development of the
purification of a monodisperse oligomycin-sensitiédPase.Biochem. J.295 ( Pt 3)
(1993)799-806.

® Elston T., Wang H., Oster G. Energy transductioATP synthaseNature.391(6666)
(1998) 510-3.

67 Degli Esposti M. Inhibitors of NADH-ubiquinone rectase: an overviewBiochim.
Biophys Actal364(2) (1998) 222-35.

® vano T. The energy-transducing NADH: quinone oratluctase, Complex IMol.
Aspects Med5) (2002)345-68.

69 Singer TP., Ramsay R.R. The reaction sites ofnnomote and ubiquinone with
mitochondrial NADH dehydrogenadgiochim. Biophys. Actdl187(2) (1994)198-202.

0 Gutman M., Singer T.P., Casida J.E. Studies onrdispiratory chain-linked reduced
nicotinamide adenine dinucleotide dehydrogenasdl.XRéaction sites of piericidin A and
rotenoneJ.Biol.Chem245(8) (1970) 1992-7.

"Gutman M. Electron flux through the mitochondridiguinone.Biochim. Biophys. Acta.
594(1) (1980) 53-84. Review.

2 Darrouzet E., Issartel J.P., Lunardi J., Dupuis The 49-kDa subunit of NADH-
ubiquinone oxidoreductase (Complex |) is involvad the binding of piericidin and
rotenone, two quinone-related inhibitoFEBS Lett431(1) (1998) 34-8.

3 Fato R., Estornell E., Di Bernardo S., Pallotti Farenti Castelli G., Lenaz G. Steady-
state kinetics of the reduction of coenzyme Q aymloy complex | (NADH:ubiquinone
oxidoreductase) in bovine heart mitochondria arzhrstochondrial particleBiochemistry.
35(8) (1996) 2705-16.

117



74 Degli Esposti M., Crimi M., Ghelli A.. Natural vation in the potency and binding sites
of mitochondrial quinone-like inhibitor&iochem. Soc. Trangl) (1994) 209-13.

7> caterina M.J., Schumacher M.A., Tominaga M., RoBgx, Levine J.D., Julius D. The
capsaicin receptor: a heat-activated ion channghénpain pathwayNature. 389(6653)
(1997) 816-24.

’® Shimomura Y., Kawada T., Suzuki M. Capsaicin aldamalogs inhibit the activity of
NADH-coenzyme Q oxidoreductase of the mitochondeabiratory chainArch. Biochem.
Biophys.270(2) (1989) 573-7.

77 Yagi T. Inhibition by capsaicin of NADH-quinone idoreductases is correlated with the
presence of energy-coupling site 1 in various asgas. Arch. Biochem. Biophy281(2)
(1990) 305-11.

8 Jones M.G., Bickar D., Wilson M.T., Brunori M., [Beimo A., Sarti P. A re-examination
of the reactions of cyanide with cytochrome c og&l&iochem. J220(1) (1984) 57-66.

® Brunori M., Forte E., Arese M., Mastronicola Diu@re A., Sarti P. Nitric oxide and the
respiratory enzymeBiochim Biophys Actal 757(9-10) (2006)1144-54.

% yvagi T., Seo B.B., Di Bernardo S., Nakamaru-OgiEo Kao M.C., Matsuno-Yagi
A.NADH dehydrogenases: from basic science to bioomeel J. Bioenerg. Biomembr.
33(3) (2001) 233-42. Review.

81 Chance B., Wililams G.R. A method for the locdiiaa of sites for oxidative
phosphorylation. Nature. 176 (4475) (1955) 250- 4.

82 Hatefi Y., Haavik A.G., Fowler L.R., Griffiths D.EStudies on the electron transfer
system. XL. Preparation and properties of mitoch@hdPNH-coenzyme Q reductase.
J.Biol.Chem237 (1962) 1676-80.

% Hackenbrock C.R., Hochli M., Chau R.M.Calorimeteind freeze fracture analysis of
lipid phase transitions and lateral translationadtion of intramembrane particles in
mitochondrial membraneBiochim. Biophys. Actal55(2) (1976) 466-84.

84 Schagger H., Cramer W.A., von Jagow G. Analysisofecular masses and oligomeric
states of protein complexes by blue native elebtiwogsis and isolation of membrane
protein complexes by two-dimensional native elqataresisAnal. Biochem217(2) (1994)
220-30.

% Hatefi Y., Haavik A.G., Jurtshukp. Studies on thlectron transport system. XXX.
DPNH-cytochrome c reductaseBiochim. Biophys. Act&2 (1961) 106-18.

118



% Hatefi . Introduction--preparation and propertie§ the enzymes and enzymes

complexes of the mitochondrial oxidative phosphatigh systemMethods Enzymol53
(1978) 3-4.

8" Hatefi Y. Reconstitution of the electron-transpsystem of bovine heart mitochondria.
Methods Enzymob3 (1978) 48-54.

% Yu L., Yu CA. Quantitative resolution of succiaatytochrome c reductase into
succinate-ubiquinone and ubiquinol-cytochrome auctases.J.Biol.Chem.257(4) (1982)
2016-21.

8 Tanaka M., Nishikimi M., Suzuki H., Tada M., OzaWa Koga Y., Nonaka I. Deficiency
of subunits of complex | or IV in mitochondrial npathies: immunochemical and
immunohistochemical study. Inherit. MetabDis. 10(3) (1987) 284-8.

%' | enaz G. A critical appraisal of the mitochondigalenzyme Q pooFEBS Lett.509(2)
(2001) 151-5. Review.

o Schagger H. Respiratory chain supercomplexes adcmindria and bacteri&iochim
Biophys Actal555(1-3) (2002)154-9. Review.

%2 Sone N., Sekimachi M., Kutoh E.ldentification gmmbperties of a quinol oxidase super-
complex composed of a bcl complex and cytochronaasg in the thermophilic bacterium
PS3.J.Biol.Chem262(32) (1987) 15386-91.

% |wasaki T., Matsuura K., Oshima T. Resolution af terobic respiratory system of the
thermoacidophilic archaeon, Sulfolobus sp. strainl.7The archaeal terminal oxidase
supercomplex is a functional fusion of respiratcomplexes Ill and IV with no c-type
cytochromesJ.Biol.Chem270(52) (1995) 30881-92.

% Niebisch A., Bott M. Purification of a cytochronte-aa3 supercomplex with quinol
oxidase activity from Corynebacterium glutamicumentification of a fourth subunity of
cytochrome aa3 oxidase and mutational analysisitegnge cytochrome cl1l.Biol.Chem
278(6) (2003)4339-46.

9 Schagger H., Pfeiffer K. Supercomplexes in thepiratory chains of yeast and
mammalian mitochondri&MBO J.19(8) (2000)1777-83.

% Boumans H., Grivell L.A., Berden J.A. The respirgtchain in yeast behaves as a single
functional unit.J.Biol.Chem273(9) (1998) 4872-7.

119



9 pfeiffer K, Gohil V, Stuart RA, Hunte C, Brandt W@Greenberg ML, Schagger H.
Cardiolipin stabilizes respiratory chain supercaempk. J.Biol.Chem. 278(52) (2003)
52873-80.

% vonck J., Schafer E.Supramolecular organization pobtein complexes in the
mitochondrial inner membranBiochim. Biophys. Actdl793(1) (2009)117-24. Review.

% Eubel H., Jansch L., Braun H.P.New insights inbe trespiratory chain of plant
mitochondria. Supercomplexes and a unique compasii complex Il.Plant. Physiol.
133(1) (2003) 274-86.

1% budkina N.V., Eubel H., Keegstra W., Boekema EBraun H.P.Structure of a

mitochondrial supercomplex formed by respiratorginphcomplexes | and IlIProc. Natl.
Acad. SciU S A. 102(9) (2005)3225-9.

191 Eriedrich T., Béttcher B. The gross structure bbé trespiratory complex I: a Lego

SystemBiochim. Biophys. Actal608(1) (2004) 1-9. Review.

192 Bultema J.B., Braun H.P., Boekema E.J., Kouril Bgdicomplex organization of the

oxidative phosphorylation system by structural gsial of respiratory supercomplexes from
potato.Biochim. Biophys. Actal787(1) (2009) 60-7.

193 Stroh A., Anderka O., Pfeiffer K., Yagi T., Finel. M_udwig B., Schagger H. Assembly
of respiratory complexes |, lll, and 1V into NADHiolase supercomplex stabilizes complex
| in Paracoccus denitrificand.Biol. Chem279(6) (2004) 5000-7.

194 Schagger H., de Coo R., Bauer M.F., Hofmann Sdi@a C., Brandt U.Significance of
respirasomes for the assembly/stability of humapiratory chain complex 0.Biol.Chem.
279(35) (2004) 36349-53.

195 Krause F., Reifschneider N.H., Vocke D., Seelerf Rexroth S., Dencher N.A.
"Respirasome”-like supercomplexes in green leabchibndria of spinachl.Biol.Chem.
279(46) (2004) 48369-75.

1% Fell D., Shell K. Ed. Portland Press Ltd, Londd997) 101-134.
197 Kacser H, Burns JA The control of flu8ymp. Soc. Exp. Bid7 (1973) 65-104.

108 Tager J.M., Wanders R.J., Groen A.K., Kunz W., Batsack R., Kister U., Letko G.,
Bohme G., Duszynski J., Wojtczak L. Control of roihondrial respirationFEBS Lett.
151(1) (1983) 1-9.

19 Groen A.K., Wanders R.J., Westerhoff H.V., van Bleer R., Tager J.M.Quantification
of the contribution of various steps to the contodlmitochondrial respirationJ. Biol.
Chem.257(6) (1982) 2754-7.

120



110 etellier T., Malgat M., Mazat J.P. Control of dative phosphorylation in rat muscle

mitochondria: implications for mitochondrial myopeggs. Biochim. Biophys. Actd141(1)
(1993) 58-64.

1 Mazat J.P., Letellier T., Bédes F., Malgat M., Kamiewski B., Jouaville L.S.,
Morkuniene R. Metabolic control analysis and thadgh effect in oxidative
phosphorylation: implications for mitochondrial palogies.Mol. Cell. Biochem174(1-2)
(1997)143-8.

112 Rossignol R., Faustin B., Rocher C., Malgat M., Bta2.P., Letellier TBiochem J.
Mitochondrial threshold effects. 370(Pt 3) (2003)2.

113 Rossignol R., Malgat M., Mazat J.P., LetellierThreshold effect and tissue specificity.
Implication for mitochondrial cytopathied.Biol Chem274(47) (1999) 33426-32.

114 | etellier T., Heinrich R., Malgat M., Mazat J.PeTlkinetic basis of threshold effects

observed in mitochondrial diseases: a systemic cagpr Biochem. J.(1994) 302 ( Pt
1):171-4.

115 Miquel J., Economos A.C., Fleming J., Johnson JrEExp Gerontol.Mitochondrial
role in cell aging.15(6) (1980) 575-91.

118 | innane A.W., Marzuki S., Ozawa T., Tanaka M. Mhondrial DNA mutations as an

important contributor to ageing and degeneratigeaked.ancet1(8639) (1989) 642-5.

17 Smith A.L. Methods EnzymolO (1967) 81-86.

118 Braun H.P., Schmitz U.K. Affinity purification afytochrome c reductase from potato

mitochondriaEur. J. Biochem208(3) (1992) 761-7.

119 Neuburger, M., Journet, E.-P., Bligny, R., CardeP. and Douce, R. (1982)
Purification of plant mitochondria by isopycnic teiugation in density gradients of
Percoll.Arch. Biochem. Biophy217, 312-323.

120 Meisinger C., Pfanner N., Truscott K.N. Isolatioh yeast mitochondriaMethods in
Molecular Biology.Vol. 313 Yeast Protocols (2005) Second Editionptdna Press Inc.
121 Gornall A.G, Bardawill C.J, David M.M Determinatiof serum proteins by means of
the biuret reactionl. Biol. Chem177(2) (1949) 751-66.

122 y/entura B., Genova M.L., Bovina C., Formiggini Geenaz G.Control of oxidative

phosphorylation by Complex | in rat liver mitocheiad implications for agingBiochim.
Biophys. Actal553(3) (2002) 249-60.

121



123 Rieske J.SMethods Enzymoll0,(1967) 239-245.
124 Estornell E., Fato R., Pallotti F., Lenaz G. Assapnditions for the mitochondrial
NADH:coenzyme Q oxidoreductadeEBS Lett332(1-2) (1993)127-31.

125 Heinemeyer J, Braun H.P., Boekema E.J., Kouril R.XBtructural model of the

cytochrome C reductase/oxidase supercomplex framstymitochondriaBiol. Chem.2007
282(16) (2007)12240-8.

122



