Attività catalitiche del complesso citocromo b6f: accoppiamento tra flusso di elettroni e protoni e trasduzione di segnali redox intracellulari.
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La famiglia dei citocromi bc include diversi complessi di proteine di membrana, aventi un’origine filogenetica diversa ma un ruolo catalitico assai simile (rassegna in (1)).

I due principali membri di questa famiglia sono i complessi bc1 dei mitocondri e delle membrane batteriche, ed il complesso b6f presente nei cloroplasti e nelle membrane dei cianobatteri (rassegna in (2)). Si tratta di proteine funzionalmente e strutturalmente simili (rassegna in (3)), che contengono diverse subunità e gruppi prostetici coinvolti nella funzione catalitica. Il complesso b6f, in particolare, è un componente centrale della catena fotosintetica, che permette il trasferimento di elettroni dal fotosistema II (PSII) al fotosistema I (PSI). Esso contiene quattro subunità principali: la proteina di Rieske, che lega un centro Fe2S2 (Em = + 290 mV ca), un citocromo di tipo c, il citocromo f (Em = + 330 mV ca), un citocromo di tipo b, il citocromo b6, che contiene un eme a basso potenziale (Em = - 158 mV ca) ed uno ad alto potenziale (Em = – 84 mV ca), ed infine la subunità IV. In aggiunta, il complesso contiene diverse subunità secondarie di piccolo peso molecolare, probabilmente coinvolte nella stabilizzazione del complesso. 

Come tutti i membri della famiglia dei citocromi bc, il complesso citocromo b6f catalizza l’accoppiamento tra il trasporto di elettroni ed il pompaggio di protoni nel lumen dei cloroplasti: cio’ avviene durante l'ossidazione catalitica di un donatore lipofilico bivalente (il plastochinolo, PQH2, che viene generato a livello del fotosistema II, PSII) e la riduzione di una proteina idrofila monovalente (la plastocianina, pc, che è in seguito ossidata dal fotosistema I, PSI). Cio’ si traduce nella formazione del gradiente elettrochimico dei protoni 
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, la cui dissipazione permette la sintesi di ATP, il trasporto di metaboliti e di proteine attraverso le membrane cellulari, oltre ad altre funzioni essenziali per il metabolismo cellulare.

Il ciclo catalitico del complesso è descritto da un modello che prende il nome di "ciclo Q" (rassegna in (4)), che prevede l’accoppiamento in serie di due “redox loops”. Piu’ specificamente, il ciclo Q assume che il trasferimento di elettroni avvenga grazie alla funzione di una catena ad alto potenziale, costituita dalla proteina di Rieske e dal citocromo f e di una catena a basso potenziale, composta dai due eme b6 (bl e bh). Il meccanismo postula che il complesso possa realizzare simultaneamente l’ossidazione e la riduzione di chinoni in due siti distinti della proteina, chiamati Qo e Qi, rispettivamente, e localizzati sui due lati opposti della membrana. L'ossidazione del plastoquinolo nel sito Qo è associata alla riduzione del citocromo f e dell’eme bl, ed al rilascio di due protoni nel lumen. Un secondo ciclo catalitico è richiesto al fine di ridurre entrambi gli eme b6 ed innescare la riduzione di una molecola di plastochinone al sito Qi. 

La recente delucidazione della struttura cristallografica del complesso bc1 ha suggerito un modello molecolare in grado di spiegare il meccanismo di ossidazione del plastoquinolo nel sito Qo (rassegna in (5)). È stato dimostrato che il dominio extra-membrana della proteina di Rieske subisce dei cambiamenti conformazionali, che ne inducono l’avvicinamento al sito di fissazione dei chinoli, od al citocromo c1 (o f nel caso del b6f ). È stato inoltre proposto che anche l’anello aromatico del chinone possa spostarsi da una tasca più idrofilica all’interno del sito Qo (vicina alla proteina di Rieske) ad una più idrofobica (vicina all’eme bl). Il modello risultante presuppone che il chinolo e la proteina di Rieske ossidata si dispongano in posizione adiacente per facilitare il trasferimento dell’elettrone, e che si allontanino alla fine della reazione per ridurre l’eme bl e c1 (o f), rispettivamente. Durante queste due tappe, due protoni sono liberati dal plastochinolo. Il modello presentato sopra prevede che la stechiometria H+/e- sia invariabile durante il funzionamento del ciclo Q. Dati più recenti (per es.(6)) sembrano tuttavia suggerire che tale stechiometria possa variare a seconda delle condizioni fisiologiche presenti nella cellula ospite, mediante un meccanismo di pompaggio di protoni accoppiato a variazioni redox.


La seconda funzione essenziale del complesso citocromo b6f (assente invece nel caso del bc1) è la trasduzione del segnale redox che deriva dall’attività in serie dei due fotosistemi e dal loro diverso spettro di assorbimento. È noto infatti che l’illuminazione dell’apparato fotosintetico con una luce “sbilanciata” a favore di uno dei due fotosistemi determina lo spostamento di parte delle proteine antenna del fotosistema II (LHCII) dal PSII al PSI e viceversa. A questo fenomeno è dato il nome di transizioni di stato (7). È stato dimostrato che la realizzazione di questo processo avviene mediante l’attivazione reversibile di una chinasi (rassegna in (8)). La sua attivazione è legata alle variazioni nello stato di ossidoriduzione del plastochinone, ed in particolare al suo legame (allo stato ridotto PQH2) al sito Qo del complesso citocromo b6f (rassegna in (9)). In particolare, l’illuminazione con una luce assorbita prevalentemente dal PSII porta alla riduzione del pool di plastochinone, all’interazione con il sito Qo (sotto forma di PQH2), alla conseguente attivazione della chinasi; alla fosforilazione di LHCII, ed alla sua associazione funzionale col PSI. Al contrario, un’illuminazione con una luce assorbita prefernzialmente dal PSI, induce l’ossidazione del PQH2, la conseguente disattivazione della chinasi, e la defosforilazione di LHCII da parte di una fosfatasi costitutivamente attiva. Studi recenti hanno portato alla dissezione di alcune tappe del processo molecolare di trasduzione del segnale redox dal plastochinone alla chinasi.

La funzione fisiologica principale delle transizioni di stato é il bilanciamento delle capacità di assorbimento dei due fotosistemi, e quindi l’ottimizzazione dell’utilizzazione fotochimica della luce incidente. Studi recenti hanno tuttavia permesso di individuare altre interessanti conseguenze fisiologiche di questo processo, nel caso del metabolismo energetico dell’alga verde C. reinhardtii (10).
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