Nietypowy semichinon jako element buforujacy przeptyw

elektronéw przez cytochromy z rodziny bc

STRESZCZENIE

ytochrom bc, obecny w ukladach oddechowych, wraz z cytochromem b f obecnym w

roslinnych ukladach fotosyntetycznych, tworza rodzine komplekséw bc. Glowna rola
tych enzymoéw jest budowanie sily protonomotorycznej w poprzek bton bioenergetycznych
dzieki sprzegnieciu translokacji protonéw z transferem elektronéw z puli rozpuszczalnych
w blonie pochodnych chinonéw na pule bialkowych przenosnikéw elektronéw. Mimo wie-
lu lat badan nie jest w pelni znany mechanizm utlenienia pochodnych chinolu w miejscu Q.
Zaklada sig, ze proces ten przebiega przez niestabilng forme czesciowo utlenionego chinolu
- semichinon, ktéry moze by¢ substratem w ubocznej reakcji powstawania anionorodnika
ponadtlenkowego. Semichinon ten pozostaje wciaz nieuchwytny eksperymentalnie. Zaob-
serwowano natomiast w miejscu Q_ metastabilng forme semichinonu sprzezona magnetycz-
nie ze zredukowanym klastrem zelazowo-siarkowym. Klaster ten jest jednym z kofaktoréow
redoks w enzymach z rodziny bc. Wyniki eksperymentalne wskazuja, ze sprzezony z kla-
strem semichion jest dodatkowym stanem w katalizie enzymu i moze czesciowo zapobiegaé
niepozadanym reakcjom ubocznym w miejscu Q,, w tym produkcji anionorodnika ponad-
tlenkowego.

ARCHITEKTURA UKEADOW BIOENERGETYCZNYCH

Uniwersalnym zrédlem energii umozliwiajacym wykonanie uzytecznej pra-
cy, bezposrednio dostepnym dla organizméw zywych na poziomie moleku-
larnym, jest hydroliza ATP do ADP i P,. Wigkszos¢ ATP syntetyzowanego w
komoérkach powstaje w ztozonych uktadach enzymatycznych osadzonych w
wyspecjalizowanych blonach biologicznych (blonach bioenergetycznych). Ukta-
dy te, w ogélnym przypadku, sktadajg sie z enzyméw budujacych site proto-
nomotoryczna (gradient stezenia protonéw w poprzek blony i elektrostatyczny
potencjat blonowy) oraz syntazy ATP, enzymu wykorzystujacego zgromadzona
w ten sposob energie do syntezy ATP. Zazwyczaj site protonomotoryczng za-
pewnia kilka enzymoéw polaczonych funkcjonalnie ze soba w tak zwany taricuch
transportu elektronéw. Katalizuja one dzieki aktywnym redoksowo kofaktorom
(miedzy innymi hemom, klastrom zelazowo-siarkowym, jonom metali i flawi-
nom) szereg reakcji utleniania/redukcji sprzezonych z translokacja protonéw w
poprzek biony.

W sklad taricuchéw transportu elektronéw (Ryc. 1) wchodza: enzymy redu-
kujace przenosniki elektronéw dyfundujace w blonie (chinony), enzymy utle-
niajace biatkowe, rozpuszczalne w wodzie przenosniki elektronéw oraz enzymy
zapewniajace przeplyw elektronéw pomiedzy tymi dwiema pulami przenosni-
koéw. Role tych ostatnich pelnig zazwyczaj enzymy z rodziny komplekséw bc, w
sktad ktérej wchodzi cytochrom be, (mitochondrialny kompleks III) i cytochrom
b.f znajdujacy sie w ukladach fotosyntetycznych roélin i sinic. Cho¢ w zarysie
budowa i cykl katalityczny obu enzymoéw sg podobne, to sa miedzy nimi pewne
istotne réznice [1,2]. Substratami cytochromu bc, sa: ubichinol, ubichinon oraz
cytochrom ¢, natomiast cytochromu b,f - plastochinol, plastochinon oraz plasto-
cyjanina. W strukturze cytochromu b f znaleziono réwniez dodatkowy kofaktor
hemowy (hem c) blisko miejsca redukgji chinonu (Q,), ktéry nie wystepuje w
cytochromie bc,.

CYKL KATALITYCZNY CYTOCHROMU BC,

Dzieki AG (zmianie energii swobodnej) wynikajacej z réznicy potencjaléw
redoks miedzy pulg ubichinolu w blonie, a pulg cytochromu ¢ w przestrzeni
miedzyblonowej, cytochrom bc, przyczynia si¢ przyczynia si¢ do budowania
sity protonomotorycznej w poprzek blony, poprzez sprzezenie przeptywu elek-
tronéw miedzy pulami z translokacja protonéw. AG jest przy tym dostatecznie
duza, by umozliwi¢ recyrkulacje czeéci elektronéw z ubichinolu z powrotem do
puli ubichinonu w celu zwiekszenia wydajnosci taricucha transportu elektronéw
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Rycina 1. Trzy fanicuchy transportu elektronéw. Mitochondrialny oddechowy (A), fotosyntetyczny bakterii purpurowych Rhodobacter capsulatus (B) oraz fotosyntetyczny
roslinny (C). Czarne strzalki oznaczaja dyfuzje, niebieskie przeplyw elektronéw, niebieska przerywana strzatka symbolizuje przewidywany cykliczny transfer elektro-
néw. Kolorem czerwonym oznaczono zredukowane kofaktory bialek dyfuzyjnie przenoszacych elektrony, bialym kofaktory utlenione. Elektrony w ubi- oraz plastochino-
lach oznaczono dwiema czarnymi kropkami. Falujaca strzalka oznaczono absorbowany kwant Swiatla.

[3]. Recyrkulacja ta jest mozliwa, gdyz enzym ten posiada
trzy centra katalityczne: miejsce utleniania ubichinolu zwa-
ne Q_, miejsce redukcji cytochromu ¢ oraz miejsce redukgji
ubichinonu zwane Q,. W miejscu Q,,, znajdujacym sie blisko
przestrzeni miedzybtonowej, wraz z utlenieniem czasteczki
ubichinolu nastepuje jej deprotonacja oraz rozwidlenie dro-
gi elektronéw (bifurkacja). Jedna Sciezka prowadzi przez
kofaktory o wysokim potencjale redoks (klaster zelazowo-
-siarkowy Rieske’go [2Fe2S] oraz hem c,) do cytochromu c,
druga przez kofaktory o nizszym potencjale (hem b, i hem
b,,) do puli ubichinonu (Ryc. 2). W miejscu Q, znajdujacym
sie po przeciwnej stronie btony nastepuje redukcja ubichi-
nonu wraz z protonacja. W ten sposob, dzieki sprzezeniu
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miejsca Q, oraz Q, przebiega translokacja protonéw w po-
przek blony. Poniewaz jeden elektron z czasteczki ubichi-
nolu trafia na cytochrom ¢, do peinej redukcji ubichinonu w
miejscu Q, konieczne jest utlenienie dwoch czasteczek ubi-
chinolu w miejscu Q, i tym samym zredukowanie dwé6ch
cytochroméw c. Opisany cykl utleniania chinolu i redukcji
chinonu zwany jest cyklem Q.

Istotne jest to, ze przeniesienie elektronu na hem c, wy-
maga ruchu domeny hydrofilowej biatka zelazowo-siarko-
wego zawierajgcej klaster od pozydji bliskiej miejsca Q, do
pozygji bliskiej hemowi c,. Ruch ten jest konieczny, gdyz
zalezne od odleglosci prawdopodobieristwo transferu elek-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



2HY

pula cytochromu c

Rycina 2. Uproszczony schemat cyklu katalitycznego cytochromu be,. Ze wzgle-
du na przejrzystoé¢ rysunku przepltyw elektronéw przedstawiono tylko w jed-
nym monomerze funkcjonalnego dimeru (schemat nie uwzglednia mozliwego
transferu elektronu miedzy monomerami, ktéry zachodzi miedzy dwoma hema-
mi b, [9]). Niebieskie ciggle strzatki oznaczaja droge elektronéw w czasie cyklu
katalitycznego, czarne strzatki oznaczajg pobdr i uwolnienie protonéw, kolorem
czerwonym oznaczono kofaktory, z6ttym miejsca wigzania chinolu lub chinonu.
Przerywany zielony kontur symbolizuje ruch podjednostki z klastrem Zelazowo-
-siarkowym.

tronu z klastra na hem c,, gdy klaster jest blisko miejsca QO,
jest zbyt niskie, by pozwalalo na podtrzymanie proceséw
fizjologicznych [4].

Pomimo wielu lat badari mechanizm bifurkacji nie jest
w pelni poznany. Powszechnie panuje jednak poglad, ze
stanem przejSciowym utleniania chinolu w miejscu Q, jest
niestabilny rodnik semichinonowy, czyli polowicznie zre-
dukowana forma chinonu.

W badaniach nad funkcjonowaniem cytochroméw z ro-
dziny bc istotnym zagadnieniem jest zrozumienie w jaki
spos6b enzymy te zapobiegaja ubocznym reakcjom w miej-
scu Q,, w tym tak zwanym ,spieciom” (ang. short circuit).
,Spieciami” zwane sa wszystkie reakcje, ktére skutkuja
transferem obu elektronéw z czasteczki chinolu do cyto-
chromu c. Reakcje te, cho¢ preferowane z termodynamicz-
nego punktu widzenia, powodowataby dyssypacje energii
oraz utrate zdolnosci enzymu do generowania sity protono-
motorycznej. Dotychczas zaproponowano kilka mechani-
zmow reakcji w miejscu Q,,, ktére moga zabezpieczac przez
,spieciami” [5-8]. Jednak pomimo znacznej ilosci danych
eksperymentalnych nie udatlo sie rozstrzygna¢, czy modele
te sa prawdziwe. Inna potencjalnie niebezpieczna reakcja
uboczng w miejscu Q,, jest powstawanie anionorodnika po-
nadtlenkowego, bedacego reaktywna forma tlenu.

PRODUKCJA ANIONORODNIKA
PONADTLENKOWEGO PRZEZ CYTOCHROM BC,

Cytochrom bc,, w przypadku gdy odplyw elektronéow
przez gataz niskopotencjalowa jest utrudniony (np. z zain-
hibowanym antymycyng miejscem Q,), produkuje znaczgce
iloéci anionorodnika ponadtlenkowego (O,) [10,11]. Za bez-
posredni reduktor tlenu czasteczkowego w reakcji powsta-
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Rycina 3. Schemat produkgji anionorodnika ponadtlenkowego w reakgji czescio-
wego utlenienia (A), oraz w reakcji czesciowej redukcji (B). Kolorem czerwonym
oznaczono kofaktory zredukowane, kolorem szarym kofaktory utlenione, elek-
trony na czgsteczce chinonu zaangazowane w reakcje oznaczono czarnymi krop-
kami, niebieskie strzatki oznaczaja transfer elektronu.

wania O, w cytochromie bc, uwaza sie niestabilny semichi-
non w miejscu Q_. Wynika to z faktu, ze przewidywany
potencjat pary redoks SQ/Q dla semichinonu w miejscu Q
wynosi ponizej -400 mV [5], natomiast potencjat pary O,/
O, szacowany jest na okoto -160 mV [12]. W niezainhibowa-
nym enzymie semichinon powstaje réwniez w miejscu Q..
Jednakze dane eksperymentalne pokazuja, iz rodnik ten jest
stabilny i nie jest on zaangazowany w produkcje O, [13,14].
Rozpatrywane sa dwa scenariusze prowadzace do powsta-
wania semichinonu w miejscu Q, przedstawione na ryci-
nie 3. Pierwszy zwany reakcja czeSciowego utlenienia (ang.
semiforward), drugi zwany reakcja czeSciowej redukcji (ang.
semireverse) [10,11,15,16]. CzeSciowe utlenienie jest to bez-
posrednie, jednoelektronowe utlenienie czasteczki chinolu
w miejscu Q, przez klaster zelazowo-siarkowy do semi-
chinonu, ktére ma miejsce w czasie katalizy enzymu. Jesli
»drugi” elektron pozostajacy na czasteczce semichinonu nie
moze opuscic z jakiego§ powodu miejsca Q, (na przyklad z
powodu obecnosci w tym czasie zredukowanego hemu b))
roénie prawdopodobieristwo reakcji semichinonu z tlenem
czasteczkowym i powstania O, (Ryc. 3A).

W mechanizmie cze$ciowej redukcji (Ryc. 3B) semichi-
non powstaje w wyniku jednoelektronowej redukgji cza-
steczki chinonu w miejscu Q,, przez zredukowany hem b, .
Powstaly w ten sposéb semichinon moze reagowac z tle-
nem. Prawdopodobieristwo tej reakcji jest tym wieksze im
bardziej hydrofilowa domena bialka zelazowo-siarkowego
jest oddalona od miejsca Qo w momencie powstawania se-
michinonu. Mechanizm ten wymaga wczesniejszego etapu
prowadzacego do redukcji hemu b , zazwyczaj reakgji utle-
nienia chinolu w miejscu Q. Czgé¢ danych eksperymental-
nych wskazuje, ze bardziej prawdopodobne jest powstawa-
nie anionorodnika poprzez mechanizm czesciowej redukcji
niz poprzez mechanizm czeéciowego utleniania [15,17].
Zwiazek miedzy polozeniem ruchomej domeny biatka ze-
lazowo-siarkowego a prawdopodobiefistwem generacji O,
jest postulowany w oparciu o wyniki badan, ktére pokazaly,
iz muteiny o zmienionej dystrybucji przestrzennej ruchomej
domeny biatka zelazowo-siarkowego wykazuja r6zna pro-
dukcje O, Muteiny, w ktérych domena zajmuje usredniona
w czasie pozycje blizej miejsca Q produkujg mniej O, niz
muteiny z klastrem odsunietym od miejsca Q, wzgledem
typu dzikiego.

Znaczenie fizjologiczne produkcji O, przez cytochrom

bc, nie jest do konica wyjasnione [3]. Z jednej strony wia-
domo, ze reaktywne formy tlenu prowadza do uszkodzen
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Rycina 4. Widma EPR cytochromu bc, z zainhibowanym antymycyng miejscem Q, zarejestrowane w 20 K w pasmie X. Panel A: widma zredukowanego kla-
stra zelazowo-siarkowego (FeS) oraz stanu SQ-FeS w biatku izolowanym. Widmo niebieskie - probka zamrozona w stanie dalekim od réwnowagi (2 s po doda-
niu substratu - DBH,), widmo zielone - prébka zamrozona po ustaleniu réwnowagi (5 min od dodania DBH,), widmo fioletowe - prébka zamrozona 4 s po doda-
niu DBH,, w ktérej uprzednio miejsce Q, zainhibowano myksotiazolem. Na widmach zaznaczono pozycje przejs¢ odpowiadajacych stanowi SQ-FeS (g = 1,944)
i samemu FeS (g = 1,893). Panel B: widma EPR utlenionych heméw b, i b, oraz cytochromu c zarejestrowane w 20 K dla tych samych prébek. Od goéry: przed re-
akcja (-DBH,) oraz 2 s i 5 min po dodaniu DBH,. Na widmach zaznaczono pozycje odpowiadajace hemom b, i b, oraz hemowi ¢ w cytochromie c. Panel C: zalez-
noé¢ amplitudy poszczegolnych sygnatéw przedstawionych na (A) i (B) od czasu trwania reakcji przed zamrozeniem probki. O$ czasu przedstawiona jest w
skali logarytmicznej. Panel D: widma EPR bfon bioenergetycznych R. capsulatus z dodatkiem antymycyny mierzone w 20 K w pasmie X. Prébki byly przygotowa-
ne w warunkach normalnego oswietlenia i w obecnosci tlenu. Widmo niebieskie - blony z dodatkiem bursztynianu sodu, widmo brazowe - prébka zredukowana
chemicznie ditionianem sodu, widmo fioletowe - z burszytnianem sodu po uprzednim dodaniu myksotiazolu. Na widmach zaznaczono pozycje odpowiadajace sta-
nowi SQ-FeS, niskopotencjatowemu klastrowi zelazowo-siarkowemu spoza cytochromu be, (g=1,934) oraz przejsciu FeS z cytochromu bc, czutemu na stan redoks
puli Q. Pozycja g = 1,8 - pula Q utleniona, pozycja g = 1,777 - pula Q zredukowana.

w komorcee [18], z drugiej strony pojawila sie propozycja,
ze O, generowany w miejscu Q., moze mie¢ znaczenie jako
element sygnatowy bioracym udziat w przekazywaniu in-
formacji o warunkach w jakich operuje taricuch transportu
elektronow [19,20].

SEMICHINON W MIEJSCU Q,

Wieloletnie niepowodzenia w prébach zarejestrowania
stanu przejéciowego reakcji bifurkacji jakim powinien by¢
semichinon w miejscu Q. doprowadzily do wniosku, ze
stan ten jest niestabilny. Detekcji prébowano dokona¢ przy
uzyciu spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR). Spektroskopia ta jest wybiércza dla ukla-
déw o wypadkowym niezerowym spinie elektronowym
takich jak wolne rodniki organiczne (np. semichinony lub
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znaczniki spinowe) czy czes¢ jonéw metali przejsciowych
(np. jony Zelaza, miedzi czy manganu). Chociaz pojawito si¢
kilka prac [21-24], w ktérych prezentowano widmo EPR o
wspotczynniku zyromagnetycznym g bliskim 2 oczekiwa-
nym dla semichinonu, to tylko w przypadku [24] wlasciwo-
Sci sygnatu nie pozostawialy watpliwosci, iz pochodzit on
z miejsca Q. Wskazywaly na to wrazliwoé¢ na inhibitory
miejsca Q, oraz wyjatkowe wiasciwosci fizyczne obser-
wowanego centrum paramagnetycznego takie jak: szybka
relaksacja spinowa spowodowana bliskoscig kofaktoréw
metalicznych i anomalna zalezno$é amplitudy sygnatu EPR
od temperatury (spadek amplitudy wraz ze spadkiem tem-
peratury) [25]. Detekcji sygnalu semichinonu dokonano w
stosunkowo wysokiej temperaturze 200 K w poréwnaniu z
wczedniejszymi préobami przeprowadzonymi w temperatu-
rze okolo 77 K. Co ciekawe, w badaniach tych zaobserwo-
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Rycina 5. Poréwnanie widm EPR cytochromu bc, (A) oraz cytochromu b f (B) zarejestrowanych w 20 K w pasmie X i pasmie Q przedstawione w dziedzinie wsp6tczynni-
ka g. Widma zarejestrowano dla probek zamrozonych nie p6zniej niz 3 s po dodaniu DBH, (w przypadku cytochromu bc,) albo PQH, (w przypadku cytochromu b,f). Na
widmach zaznaczono pozycje glownego przejscia stanu SQ-FeS oraz klastra zelazowo-siarkowego.

wano réwniez czule na inhibitory miejsca Q,, przejscie EPR
w pozycji g =1,94.

SEMICHION SPRZEZONY Z KLASTREM
ZELAZOWO-SIARKOWYM (SQ-FeS)

Odkryty sygnat EPR w pozycji g = 1,94 pojawial sie w
prébkach izolowanego cytochromu be, z zainhibowanym
antymycyna miejscem Q, w warunkach, w ktérych byly dla
enzymu dostepne substraty: substytut naturalnego ubi-
chinolu, decylubichinol (DBH,), i utleniony cytochrom c.
W probkach tych reakcja enzymatyczna byta zatrzymy-
wana poprzez szybkie zamrozenie roztworu (rozpylenie
do schtodzonego izopentanu) po zaprogramowanym cza-
sie od zmieszania reagentéw (ang. freeze-quench). Nastep-
nie mierzono widma EPR przygotowanych probek w tem-
peraturze 200 K i 20 K. Na widmach EPR mierzonych w
20 K widoczne byty sygnaly zredukowanego klastra zela-
zowo-siarkowego (FeS), widmo utlenionego cytochromu
¢, widma utlenionych heméw b, i b, oraz nowy sygnat
w pozycji g=1,94 (Ryc. 4A i B). Amplituda tego sygnatu
osiggata maksimum po czasie od kilkuset milisekund do
kilku sekund od zmieszania reagentéw (Ryc. 4C). Sygnat
ten widoczny byt tak dlugo, jak dlugo utrzymywaty sie
warunki nieréwnowagowe w prébce (pozostawala pula
utlenionego cytochromu ¢, ktéra mogla odebrac elektron
z FeS oraz pula DBH, mogaca dostarczy¢ elektronéw).
W tym czasie hem b, byt zredukowany, natomiast hem
b, pozostawal utleniony. Sygnal g=1,94 nie pojawiat sie,
jesli przed reakcja zainhibowano dodatkowo miejsce Q,
myksotiazolem (Ryc. 4A). Wrazliwoé¢ sygnalu g=1,94 na
inhibitory miejsca Q, (np. myksotiazol) oraz fakt, ze sy-
gnal pojawial sie jedynie wtedy, gdy w probce panowaly
warunki nieréwnowagowe, jednoznacznie wskazywaty
na to, ze sygnal jest zwigzany z enzymatycznym utlenia-
niem chinolu. Na podstawie symulacji widm EPR zapro-
ponowano, ze nowy sygnat w pozycji g=1,94 pochodzi od
semichinonu w miejscu Q_, ktory jest sprzezony spino-
wym oddzialywaniem wymiennym ze zredukowanym
klastrem zelazowo-siarkowym (SQ-FeS). Dodatkowo
stan redoks heméw b (utleniony hem b, i zredukowany
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hem b,)) sugerowatl, ze SQ-FeS powstawal w wyniku re-
akcji czesciowej redukcji chinonu przez hem b,

Teoria opisujagca spinowe oddzialywanie wymienne
przewiduje, ze pozycja oraz ksztalt przejécia EPR ukladu
dwoch centréw paramagnetycznych, takich jak zreduko-
wany klaster Zelazowo-siarkowy oraz semichinon, powin-
na zaleze¢ od uzytej w pomiarach czestotliwosci mikrofal
[26,27]. Kluczowe wiec dla zweryfikowania przypuszczen
okazaly sie pomiary w pasmie Q, ktére to pasmo odpowia-
da wyzszej czestotliwosci mikrofal niz standardowo stoso-
wane w biologicznych pomiarach EPR pasmo X. Wyniki
pomiaréw zgodzily sie z przewidywaniami. Przejscie EPR
przypisywane do SQ-FeS przesunelo sie z pozycji g = 1,944
(w pasmie X) do pozycji g = 1,964 (w pasmie Q). Oba widma
przedstawiono na rycinie 5A.

Odkrycia stanu SQ-FeS dokonano na wyizolowanym cy-
tochromie bc, przy zastosowaniu substytutéw naturalnego
ubichinolu. Pojawily sie zatem pytania, czy stan ten tworzy
sie¢ réowniez w bialku w obecnosci natywnego substratu w
aktywnych btonach bioenergetycznych oraz czy tworzy sie
on réwniez w cytochromie b,f. W celu sprawdzenia czy stan
SQ-FeS tworzy sie w ukladach blonowych, wykorzystano
izolowane blony bioenergetyczne bakterii purpurowych
Rhodobacter (R.) capsulatus [28)]. Zawiesine bton naswietlano
bezposrednio przed zamrozeniem w warunkach ustalone-
go potencjatu redoks, takiego by cytochrom ¢ w ciemnosci
pozostawal zredukowany, natomiast pula ubichinonu w
byta wiekszosci utleniona. Dzieki aktywnosci wzbudzone-
go $wiatlem fotosyntetycznego centrum reakcji ubichinon
byt redukowany, a cytochrom c utleniany, przez co byty
zapewnione substraty dla cytochromu bc,. W takich wa-
runkach udalo sie zaobserwowacé sygnat SQ-FeS. Poniewaz
bakterie R. capsulatus posiadaja réwniez enzymy, ktére sa
odpowiednikami komplekséw II i IV mitochondrialnego
taficucha transportu elektronéw, mozliwe okazalo sie wy-
generowanie stanu SQ-FeS przez dodatek bursztynianu do
izolowanych bton w atmosferze tlenowej (Ryc. 4D) w obec-
nosci Swiatla. W tym przypadku, za redukowanie chinonu
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Rycina 6. Wplyw wybranych mutacji na produkcje anionorodnika ponadtlenkowego (O,) i stan SQ-FeS. Panel A: zaleznos¢ miedzy amplituda sygnatu SQ-FeS i produkcja
O, przez zainhibowang antymycyna forme dzika cytochromu bc, i muteiny z ré6znym rozktadem polozenia biatka zelazowo-siarkowego. Panel B: poréwnanie amplitudy
sygnatu EPR stanu SQ-FeS w prébach przygotowanych w warunkach tlenowych i beztlenowych dla wybranych mutein i formy dzikiej cytochromu bc, oraz formy dzikiej
cytochromu b,f. Panel C: pogladowa ilustracja przedstawiajaca prawdopodobieristwo znalezienia biatka zelazowo-siarkowego w miejscu Q, w wybranych muteinach oraz

w formie dzikiej cytochromu bc,.

oraz utlenianie cytochromu ¢, odpowiedzialne byly odpo-
wiednio kompleks II oraz kompleks IV.

Chociaz w innych enzymach taficucha transportu elek-
tronéw wystepuja niskopotencjalowe klastry zelazowo-
-siarkowe o widmie EPR podobnym do tego jakie posiada
stan SQ-FeS, to mozliwe jest odréznienie sygnalu SQ-FeS
od sygnatéw owych klastréow. Jest tak dzieki niewielkiej
réznicy w potozeniu przejs¢ na widmach EPR. Ponadto, ze
wzgledu na niski potencjat redoks, sygnat tych klastréw po-
jawia sie w warunkach, w ktérych praktycznie stan SQ-FeS
nie powstaje, gdyz nastepuje wtedy catkowita redukcja puli
cytochromu ci puli Q. To zag uniemozliwia funkcjonowanie
cytochromu bc,.

Stan SQ-FeS wygenerowano tez w cytochromie b f
(Ryc. 5B). Przeprowadzono w tym celu eksperymenty z
izolowanym cytochromem b,f podobne do tych, w ktérych
po raz pierwszy zaobserwowano sygnal SQ-FeS w cyto-
chromie bc, [29], przy uzyciu odpowiednich dla cytochro-
mu b f substratow: decylplastochinolu oraz plastocyjaniny
utlenionej Zelazicyjankiem potasu. Poniewaz obecnie nie
ma skutecznych inhibitoréw miejsca Q,dla cytochromu b f,
eksperymenty przeprowadzono na nieinhibowanym biat-
ku. Co ciekawe, pomimo tego ze inhibicja miejsca Q, byla
konieczna dla wygenerowania SQ-FeS w cytochromie bc,,
okazalo sie, ze nie byto to konieczne w przypadku cyto-
chromu b f. Badania te pokazaly, ze prawdopodobiefistwo
powstania stanu SQ-FeS, w trakcie gdy enzym prowadzi
reakcje, jest wieksze w cytochromie b,f w poréwnaniu z cy-
tochromem bc,. Fakt ten mozna ttumaczy¢ nizszym poten-
cjalem redoks hemoéw b w cytochromie b f niz w cytochro-
mie bc, oraz wyzszym potencjalem redoks plastochinonu
w stosunku do potencjatu ubichinonu. W kontekscie me-
chanizmu postulowanego wczesniej dla cytochromu bc,,
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sprzyjaloby to reakcji czesciowej redukcji plastochinonu
w miejscu Q i powstawaniu stanu SQ-FeS. Dodatkowym
czynnikiem sprzyjajacym tej reakcji wydaje si¢ by¢ obec-
nos¢ hemu c,. Wtadciwosci tego hemu sugeruja, ze moze on
spowalniaé reakcje transferu elektronu miedzy hemami b
a miejscem Q, co w pewien (cho¢ znacznie bardziej ogra-
niczony) sposéb odpowiadatoby warunkom inhibicji Q,
przez antymycyne w cytochromie bc,. Nasuwa si¢ przy
tym pytanie, czy wieksze prawdopodobieristwo powsta-
nia stanu SQ-FeS w cytochromie b f jest jedynie przypad-
kowym i nieistotnym fizjologicznie efektem wynikajacym
z wartosci redoks substratéw i kofaktoréw, czy tez jest
istotnym elementem mechanizméw, ktére staly sie efek-
tem presji ewolucyjnej? Wszakze cytochrom b fjest czescig
fotosyntetycznego laricucha transportu elektronéw, w kto-
rym enzymy pracuja w specyficznych warunkach sprzyja-
jacych niepozadanym reakcjom ubocznym, gdzie strumien
fotonéw, odpowiedzialny za generowanie stanéw o wy-
sokiej energii, moze w ciagu milisekund zmieni¢ si¢ wiele
rzedéw wielkosci, a biatka katalizujace reakcje redoks pra-
cuja w wysokim stezeniu tlenu.

ZALEZNOSC MIEDZY SYGNALEM SQ-FeS
ORAZ PRODUKCJA ANIONORODNIKA
PONADTLENKOWEGO

W reakcji ubocznej utleniania chinolu w miejscu Q,, cy-
tochroméw z rodziny bc moze powstawac anionorodnik
ponadtlenkowy (O,) bedacy reaktywna forma tlenu. W
przypadku cytochromu bc, produkcje te mozna mierzy¢
przez poréwnanie enzymatycznej redukcji cytochromu c
zaré6wno w obecnosci i przy braku dysmutazy ponadtlen-
kowej [13]. Réznica w obserwowanym tempie redukcji
cytochromu ¢ w obu przypadkach, w stosunku do tempa
redukcji cytochromu c bez dysmutazy, jest miara produk-
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gji O,. Zauwazono, ze muteiny +1Ala oraz +2Ala, w kto-
rych ruchoma domena hydrofilowa bialka zelazowo-siar-
kowego jest przesunieta w strone miejsca Q,, wykazuja
mniejsza produkcje O, [11,30], natomiast mutacja G167P,
ktora przesuwa domene w przeciwnym kierunku (utrud-
nia dokowanie si¢ domeny do miejsca Q), zwieksza pro-
dukcje O, [17,31]. Co wigcej, zestawienie produkcji O, ,w
zainhibowanych antymycyna formach cytochromu bc, z
maksymalnym sygnatem SQ-FeS [32], pokazalo wyraznie
negatywna korelacje pomiedzy iloscia generowanego O,
a amplitudg obserwowanego sygnatu SQ-FeS (Ryc. 6A).
W opisanym eksperymencie prébki byly w réwnowadze
z powietrzem atmosferycznym, a zatem istniala poten-
cjalna mozliwoé¢ redukcji O, do O, przez SQ-FeS. Jed-
nakze, gdyby taka reakcja miata miejsce, to w analogicz-
nych eksperymentach przeprowadzonych w warunkach
beztlenowych obserwowany bylby wzrost amplitudy
sygnatu SQ-FeS. Co jak pokazaly wyniki zestawione na
rycinie 6B, nie mialo miejsca.

Mozna zatem postulowad, ze SQ-FeS nie jest reaktyw-
ny z tlenem czasteczkowym, co z kolei sugeruje, ze moze
on przyczynia¢ sie¢ do zmniejszania prawdopodobienistwa
zachodzenia reakcji prowadzacych do produkcji reaktyw-
nych form tlenu. [32]. Ciekawym jest fakt, Ze w przypadku
mutein podwéjnych G167P+1Ala, oraz G167P+2Ala mimo
dystrybucji ruchomej domeny biatka Zelazowo-siarkowe-
go przesunietej w strone miejsca Q, sygnal SQ-FeS pra-
wie nie pojawia sie lub jest niewielki, a produkcja O, jest
znaczna. Oznacza to, ze kluczowe dla powstawania SQ-FeS
i zabezpieczenia przed produkcja reaktywnych form tlenu
w miejscu Q,, jest bezposrednie oddzialywanie FeS z semi-
chinonem, ktére we wspomnianych muteinach podwéjnych

jest zaburzone pomimo bliskiej odlegtosci miedzy klastrem
a miejscem Q,,.

SQ-FeS JAKO DODATKOWY METASTABILNY
STAN W KATALIZIE ENZYMU

Rozwazajac prezentowane wyniki mozna dojs¢ do kilku
istotnych wnioskéw dotyczacych potozenia stanu SQ-FeSna
diagramie energetycznym uwzgledniajacym poszczegodlne
stany, w ktérych znajduje sie cytochrom bc, lub cytochrom
b fw czasie katalizy (Ryc. 7). Ogélnie przyjety model funk-
cjonowania cytochroméw z rodziny bc zaklada, ze reakcja
bifurkacji w miejscu Q_ przebiega przez wysoce niestabil-
ny, nieuchwytny eksperymentalnie, semichinon, ktéry jest
reaktywny z tlenem. Oznacza to, ze energia takiego semi-
chinonu jest na tyle wysoka, ze stacjonarne obsadzenie tym
stanem jest bardzo mate, a reakcja transferu elektronu na
tlen egzoergiczna. Stan SQ-FeS jest niereaktywny z tlenem,
a jego obsadzenie w cytochromie bc, zainhibowanym anty-
mycyna jest rzedu kilkudziesieciu procent [29]. Oznacza to,
ze SQ-FeS jest znacznie nizej na diagramie energetycznym
niz niestabilny semichinon.

Poniewaz stan SQ-FeS jest obserwowany wraz z utlenio-
nym hemem b, oznacza to, ze stan SQ-FeS jest ré6wniez ponizej
stanu, w ktérym elektron znajduje sie na hemie b,, a w miej-
scu Q,, jest chinon. W przypadku cytochromu bc, do wygene-
rowania SQ-FeS w ilosci pozwalajacej na detekcje konieczne
jest zablokowanie odplywu elektronéw przez miejsce Q, a
tym samym brak mozliwosci transferu elektronu z hemu b,
na b,. Oznacza to, Ze w przypadku cytochromu bc, stan, w
ktérym elektron znajduje sie na hemie b, a w miejscu Q,, jest
chinon, posiada znacznie niZsza energie niz stan SQ-FeS. W

AG [eV]

Ant

Rycina 7. Uproszczony diagram energetyczny cytochroméw be, i b f. Na diagramie zaznaczone sa kolejne stany reakgji katalitycznej w miejscu Q. 1) Stan przed rozpo-
czeciem reakcji bifurkacji - miejsce Q, obsadzone chinolem, FeS oraz hem b, utlenione. 2) Stan przejsciowy - niestabilny semichinon oraz zredukowany FeS, utleniony

hem b,. 3) Stan po pelnym utlenieniu chinolu - miejsce Q, obsadzone chinonem, FeS oraz hem b, zredukowane. 4) Dalszy etap reakcji po transferze elektronu z hemu b,

L

na hem b, . Stan ten ma inng energie w cytochromie bc, i b f ze wzgledu na inny potencjat hemu b,, w obu enzymach. 5) Stan SQ-FeS z utlenionym hemem b, . R6zni si¢ od
stanu 2 pojawieniem si¢ oddzialywania miedzy SQ, a klastrem zelazowo-siarkowym. Inhibicja cytochromu bc, antymycyna powoduje zatrzymanie odptywu elektronéw z
hemu b,,, ktéry pozostaje zredukowany we wszystkich stanach przedstawionych na rycinie uniemozliwiajac utlenienie hemu b, . Stan redoks hemu b,; w stanach 1-4 oraz
5 nie jest rozwazany w kontekscie energii uktadu. Na rycinie zaznaczono réwniez energie uktadu, w ktérym elektron trafia na tlen tworzac anionorodnik ponadtlenkowy.
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przypadku cytochromu b f zablokowanie odptywu elektro-
néw przez miejsce Q, nie jest konieczne, by zaobserwowac ten
stan. Najprawdopodobniej jest to zwigzane z nizszym poten-
cjalem redoks hemu b,, co skutkuje tym, Ze r6znica miedzy
stanem SQ-FeS a stanem ze zredukowanym hemem b, jest
znacznie mniejsza niz w przypadku cytochromu bc,. Przez to
mozliwe jest czesciowe obsadzenie stanu SQ-FeS nawet pod
nieobecno$¢ inhibitora. Mozna zatem powiedzie¢, ze SQ-FeS
jest niereaktywnym z tlenem stanem metastabilnym, ktéry jest
lokalnym minimum energetycznym, obsadzonym z duzym
prawdopodobieristwem w sytuacji, gdy odptyw elektronéw z
heméw b poprzez miejsce Q, jest utrudniony.

Rozwazajac przebieg czasowy narastania sygnalu SQ-
-FeS (Ryc. 4C) mozna zauwazy¢, Ze obsadzenie tym stanem
osigga maksimum w czasie co najmniej dwa rzedy wielko-
§ci dluzszym niz czas pojedynczej reakcji enzymatycznej,
ktory wynosi kilka milisekund. Na tej podstawie mozna
sadzi¢, ze stan SQ-FeS nie jest stanem przejsciowym utle-
niania chinolu w miejscu Q lecz dodatkowym stanem,
jaki moze przyjac¢ enzym. Innymi slowy, stan SQ-FeS moz-
na nazwacé ,bezpiecznym buforem dla elektronéw”, ktéry
moze by¢ obsadzony, by zapobiec niepozadanym reakcjom
ubocznym [28].

PODSUMOWANIE

Prowadzone w ostatniej dekadzie badania EPR cyto-
chroméw bc zaowocowaty nieoczekiwanym odkryciem w
miejscu Q, semichinonu sprzezonego z klastrem zelazowo-
-siarkowym (SQ-FeS). Wzglednie wysoka stabilnos¢ stanu
SQ-FeS oraz jego niereaktywnos¢ z tlenem stata w sprzecz-
nosci z wiekszoscia przyjetych teorii na temat mozliwych
stanéw przejsciowych w reakcji bifurkacji katalizowanej
przez miejsce Q. Kompleksowa analiza wynikéw ekspery-
mentalnych pozwolila jednak na umiejscowienie stanu SQ-
-FeS na diagramie energetycznym cytochroméw z rodziny
be, tak, by mozna bylo wyttumaczy¢ obserwacje dotyczace
tego stanu w kontekscie dotychczas zdobytej wiedzy o tej
grupie enzymow. Na diagramie tym, stan SQ-FeS jest lokal-
nym minimum energetycznym, co ttumaczy jego metasta-
bilny charakter i niereaktywnosc¢ z tlenem czgsteczkowym.
Takie usytuowanie stanu SQ-FeS na diagramie jest punktem
wyijécia do rozwazan o potencjalnej roli tego stanu w me-
chanizmach zabezpieczajacych przed wystapieniem wolno-
rodnikowych reakcji ubocznych. Mozna tez przypuszczad,
Ze opisanie dynamiki powstawania i zaniku stanu SQ-FeS
na poziomie molekularnym przyczyni sie do zrozumienia
mechanizmu samej reakcji bifurkacji w miejscu Q_, a przez
to zrozumienia wydajnosci energetycznej enzymu.

Wociaz pozostaje wiele ciekawych pytan dotyczacych sta-
nu SQ-FeS. Szczegdlnie istotne wydaja sie te, ktére dotycza
znaczenia fizjologicznego tego stanu, zaréwno w ukladach
oddechowych jak i fotosyntetycznych. Aby na nie odpowie-
dzieé¢, konieczne bedzie gruntowne przebadanie nie tylko
bakteryjnego cytochromu bc, i roélinnego cytochromu b,f
(enzymy te byly dotychczasowym przedmiotem badan w
tym zakresie), ale takze mitochondrialnego kompleksu III
oraz cytochroméw bc, katalizujacych utlenianie menachino-
néw, tak, by obja¢ enzymy ewolucyjnego spektrum organi-
zmoéw beztlenowych i tlenowych.
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Cytochromes bc, and c b f are part of respiratory or photosynthetic machinery. The main role of these enzymes is to build proton motive force
across the bioenergetic membranes by coupling the proton translocations with electron transfer from the pool of membrane-soluble quinones
to water-soluble redox proteins. Despite many years of research, the mechanism of quinol oxidation is not fully understood. It is assumed that
unstable form of a partially oxidized quinol - semiquinone is an intermediate state of this process and that it is also a potential electron donor
in the side reaction of superoxide generation. This semiquinone has remained experimentally elusive over years but recently a semiquinone
interacting with the reduced iron-sulfur cluster was identified as a new state of the enzyme. The results indicate that semiquinone coupled to
the iron-sulfur cluster is most probably an additional state that can prevent side reactions, including superoxide generation.
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