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§ Sazetak vii

§ SazZetak

Zeljezo-sumpor (Fe-S) kompleksi jedni su od najucestalijih biologkih kofaktora, prisutni u
raznim strukturama od jednostavnih oblika poput [1Fe-0S] Kklastera rubredoksina do slozenijih
poput [8Fe-7S] klastera nitrogenaza dok su najéesci oblici [2Fe-2S], [3Fe-4S], i [4Fe-4S]
klasteri. Imaju klju¢ne uloge u prijenosu elektrona tijekom stani¢nih procesa kao $to su stani¢no
disanje i fotosinteza, omogucujuci stvaranje ATP-a. Takoder sudjeluju u regulaciji enzimske
aktivnosti, primjerice u Krebsovom ciklusu te u odrZavanju integriteta genoma kroz uloge u
enzimima replikacije i popravka DNA.

Fe-S klasteri takoder reguliraju ekspresiju gena, reagiraju¢i na promjene u stani¢nom
mediju preko transkripcijskih faktora poput FNR i SoxR. Osim toga, sudjeluju u biosintezi
bioloskih molekula kao $to su biotin i lipoi¢na kiselina te u fiksaciji dusSika.

Teorije o podrijetlu Zivota, kao $to su Wéchtershiuserova hipoteza o zeljezo-sumpor
svijetu i Russell-Hallova hipoteza Zeljezo-sumpor membrana, predlazu klju¢nu ulogu Fe-S
kompleksa u ranim biokemijskim procesima. Wichtershiduserova hipoteza sugerira da su
minerali Zeljezovih 1 niklovih sulfida u hidrotermalnim izvorima osigurali kataliticku povrSinu
za sintezu organskih spojeva iz anorganskih, dok Russell-Hallova hipoteza predlaze da su
zeljezo-sumpor membrane stvorile odjeljke koji su omogudéili razvoj prvih biokemijskih
reakcija i protonski gradijent za oksidativnu fosforilaciju.

Cilj ovog zavr$nog rada je istraziti bioloske funkcije Fe-S kompleksa, njihovu ulogu u
ranim biokemijskim procesima i teorijama o podrijetlu Zivota, te pruZziti sveobuhvatan pregled

njihove strukture, mehanizama djelovanja i znacaja u suvremenoj biokemiji.

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

1.1. Kemijska podloga Fe-S kompleksa

1.1.1. Strukture Fe-S kompleksa

Zeljezo-sumpor (Fe-S) kompleksi jedni su od najuéestalijih kofaktora u prirodi i ine najveéu
klasu metaloproteina.! Ovi kompleksi nalaze se u razli¢itim strukturama, od jednostavnih oblika
poput [1Fe-0S] Klastera rubredoksina u sumpornim bakterijama, gdje je jedan atom Zeljeza
koordiniran s &etiri cisteinska ogranka,? do sloZenijih oblika poput [8Fe-7S] klastera u
nitrogenazama bakterija koje fiksiraju dusik (Slika 1).> Naj¢es¢i oblici klasterskih struktura su
[2Fe-2S], [3Fe-4S] i [4Fe-4S].*

Nakon klastera rubredoksina, najjednostavniji od njih je [2Fe-2S] klaster, rompske
strukture koju sacinjavaju dva atoma Zeljeza povezana s dva atoma sumpora (Slika 1), a ¢esto
se nalaze u feredoksinima kao $to je adrenodoksin, Fe-S protein uklju¢en u sintezu steroida u
nadbubreznim Zlijezdama.® Kompleksi su uglavnom koordinirani s &etiri cisteinska ogranka, no
postoje tzv. Rieske proteini koji djeluju u kompleksu Il u respiracijskom lancu prijenosa
elektrona (RLPE) i njihov Fe-S klaster koordiniran je s dva cisteinska i dva histidinska ogranka
(Slika 1).

[4Fe-4S] klasteri imaju kubi¢nu strukturu s atomima zeljeza i sumpora poredanih po
kutovima kocke (Slika 1).” Svaki atom Zeljeza koordiniran je s tri atoma sumpora i jednim
cisteinskim ogrankom §to ¢ini strukturu ovog kompleksa vrlo stabilnom.® Nalaze se u
feredoksinima bakterija i unutar mitohondrijskih respiratornih kompleksa, kao $to je N2 klaster
u kompleksu | RLPE.®

[3Fe-4S] kompleksi, iako rjedi od [4Fe-4S] tipa, takoder su prisutni u raznim tipovima
feredoksina te hidrogenaza i u kinonskom veznom mjestu kompleksa Il RLPE.%° Ovaj se klaster
sastoji od tri atoma Zeljeza 1 Cetiri atoma sumpora, a struktura se moze usporediti s kubi¢cnom
strukturom kojoj nedostaje jedan vrh.

NajsloZeniju strukturu od spomenutih tipova kompleksa ima oblik [8Fe-7S] Kkoji se
sastoji od 8 atoma zeljeza i 7 atoma sumpora (Slika 1). Takva jedinstvena struktura ovog
klastera Cini ga pogodnim za sudjelovanje u viseelektronskim redoks procesima nitrogenaznih

enzima potrebnim za fiksaciju i prevodenje molekularnog dusika do amonijaka.!

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad
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Slika 1. Strukture najée$c¢ih oblika Fe-S kompleksa: a) [1Fe-0S] — u rubredoksinu, b) [2Fe-2S]
— u feredoksin, c¢) [2Fe-2S] —u Rieske proteinu, d) [4Fe-4S] — u feredoksin, e) [3Fe-4S] —u
feredoksinu i f) [8Fe-7S] klaster.”

1.1.2. Bioloske uloge Fe-S kompleksa

Fe-S proteini imaju klju¢nu ulogu u raznim biolo$kim procesima. Jedna od njihovih zadaca je
osigurati pravilan prijenos elektrona u stanicama. Prisutni su u lancima prijenosa elektrona,
osobito u mitohondrijima 1 kloroplastima, gdje olakSavaju prijenos elektrona tijekom procesa
stani¢énog disanja, odnosno fotosinteze. Elektroni donirani od NADH i FADH2 kofaktora
prenose se uz pomo¢ razli¢itih Fe-S klastera kroz komplekse I, 11 i 111 respiracijskog lanca
prijenosa elektrona sve do krajnjeg akceptora elektrona, kisika, iz kojeg se formira voda, a kroz
cjelokupan proces se stvaranjem protonskog gradijenta generira velika koli¢ina ATP-a. U

obliku Rieske proteina kompleksa bsf te tri [4Fe—4S] klastera, u fotosustavu | fotosintetskog

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad



§ 1. Uvod 3

lanca prijenosa elektrona sluze u direktnom prijenosu elektrona na feredoksin, reducens
potreban za sintezu NADPH.!2

Osim prijenosa elektrona, Fe-S proteini sudjeluju u regulaciji enzimske aktivnosti. Na
primjer, Fe-S centri prisutni su u akonitazi, enzimu Krebsovog ciklusa, koji je odgovoran za
izomerizaciju citrata u izocitrat. Akonitaza posjeduje [4Fe-4S] Kklaster u aktivnom mjestu koji
je neophodan za njezinu kataliticku funkciju. Nadalje, kada je stanica izloZena oksidativnom
stresu, primijeceno je kako Fe-S klasteri akonitaze osim kataliti¢ke imaju i regulatornu ulogu,
u obrani stanice od reaktivnih kisikovih vrsta gdje promjene u redoks stanju Fe-S klastera, iz
[4Fe-4S]?** u nestabilno [4Fe-4S]** stanje, mogu inicirati signalne puteve koji aktiviraju zastitne
mehanizme stanice, kao $to su aktivacija antioksidacijskih enzima, poput superoksid-dismutaze
i glutation-peroksidaze, ili popravak oste¢enja DNA.13

Fe-S proteini takoder imaju vaznu ulogu u odrzavanju integriteta genoma. Prisutni su u
enzimima poput DNA-polimeraza, helikaza i glikozilaza koji su ukljuc¢enu u replikaciju i
popravak DNA. Fe-S klasteri pomazu u stabilizaciji strukture tih enzima i omogucuju njihovo
pravilno vezanje na DNA.*! Bez odgovarajuée funkcije Fe-S proteina u tim procesima,
organizmi bi bili izloZeni veéem riziku od genetskih mutacija i o§teéenja DNA.®

Jo§ jedno vazno djelovanje Fe-S kompleksa je u regulaciji ekspresije gena.
Transkripcijski faktori poput regulatora redukcije izmedu fumarata i nitrata (engl. Fumarate
and Nitrate Reductase Regulatory, FNR) i regulatora superoksidnog odgovora (engl.
superoxide response regulator, SOxR) sadrze [4Fe-4S] klastere koji sluze kao senzori koji
reagiraju na promjene u staniénom okruzenju, kao §to su promjena razine kisika i oksidativni
stres. Ti faktori mogu aktivirati ili potisnuti ekspresiju gena kao odgovor na promjene u okolini,
Sto omogucuje stanicama da se adaptiraju na razlicite uvjete. Na primjer, u uvjetima niske razine
kisika, FNR iz E. coli aktivira ekspresiju stotine gena uklju¢ene u proces anaerobnog disanja
poput sodB, maeA, gmpA, metE, folE, i folX, omoguéujuéi organizmu da prezivi u hipoksi¢nim
uvjetima.'® Sli¢no tome, Fe-S kompleksi uklju¢eni su i u mehanizam regulacije Zeljeza u stanici.
Proteini za regulaciju Zeljeza (engl. Iron regulatory proteins, IRP) sadrze [4Fe-4S] klastere koji
reagiraju na unutarstani¢ne razine zeljeza i reguliraju ekspresiju gena ukljucenih u metabolizam
zeljeza. Kada je razina zeljeza u stanici niska, IRP-ovi se vezu za mRNA navedenih gena,
regulirajuéi njihovu translaciju kako bi se osigurala ispravna homeostaza zeljeza.!’

Osim navedenog, Fe-S Klasteri sastavni su dio reakcijskog centra u radikal-S-

adenozilmetionin (engl. radical-S-adenosylmethionine, SAM) superobitelji enzima (Slika 2)

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad



§ 1. Uvod

koji kataliziraju reduktivno cijepanje SAM-a te nastanak 5'-deoksiadenozil radikala koji potom

aktivira supstrat uklanjanjem vodikovog atoma. Ovakav radikalski mehanizam sveprisutan je u

biosintezi mnogih bioloSkih molekula poput biotina 1 lipoi¢ne kiseline.

Nadalje, Fe-S kompleksi kljuéni su u fiksaciji dusika u kvrzicama korijena leguminoza.

Kompleks nitrogenaza (Slika 3), koji reducira atmosferski dusik u amonijak, sadrzi [4Fe-4S]

klastere koji su neophodni za njegovu aktivnost.® Ovi su procesi kljuéni za rast i razvoj biljaka,

ali i za ostatak zivog svijeta koji ovise o biljkama kao izvoru nutrijenata. Sli¢an primjer su i

sulfit reduktaze s Fe-S klasterima kljuéne za metabolizam sumpora, koji je vazan za sintezu

esencijalnih aminokiselina i drugih biomolekula.?°

Slika 2. Prikaz [4Fe-4S] klastera u razli¢itim enzimima iz radikal-S-adenozilmetionin

superobitelji enzima.?

(a) =
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Slika 3. Prikaz enzima i kofaktora kompleksa nitrogenaza.??

Ivan Crnko-Kovaé

Zavrsni rad



§ 2. Fe-S kompleksi i pojava Zivota 5

§ 2. Fe-S KOMPLEKSI I POJAVA ZIVOTA
2.1. Glavne teorije pojave Zivota

Podrijetlo zivota na Zemlji Cesto je raspravljana i detaljno istraZzena tema, S nekoliko
predlozenih teorija koje objaSnjavaju potencijalni nacin pojave zivog svijeta iz nezivog. Jedna
od najstarijih teorija je hipoteza o primordijalnoj juhi, koja sugerira da je Zivot zapoc¢eo u toplom
jezeru sa smjesom bogatom raznim organskim spojevima gdje su se pod utjecajem munja ili
UV zracenja formirale jednostavne biomolekule koje su svojim razvojem dovele do zivota. Jo$
jedna znacajna teorija je hipoteza RNA svijeta, koja predlaze da je zivot zapoceo nastankom
samorepliciraju¢in RNA molekula. Medutim, u posljednja dva desetljeca dvadesetog stoljeca
pojavile su se dvije istaknute hipoteze koje se usredotocuju na ulogu sulfida prijelaznih metala
U pojavi zivota, posebice Waichtershduserova hipoteza o Zeljezo-sumpor (Fe-S) svijetu i
Russell-Hallova hipoteza Zeljezo-sumpor membrana.??

Waichtershiduserova hipoteza o zeljezo-sumpor svijetu predlaze da je Zivot nastao
kemijskim reakcijama na povrSinama minerala zeljezovih i niklovih sulfida u hidrotermalnim
izvorima. Ti minerali mogli su osigurati potrebnu kataliti¢ku povrsinu za sintezu organskih
biomolekula iz anorganskih spojeva u uvjetima visokog tlaka i temperature?*. Ova hipoteza
pretpostavlja da su rani oblici Zivota bili autotrofi, sposobni sintetizirati vlastite biomolekule iz
jednostavnih anorganskih spojeva poput CO2, NH3, H2S i PO4’, bez upotrebe ikakvih organskih
spojeva iz okoline.?®

Druga istaknuta hipoteza je Russell-Hallova hipoteza Zeljezo-sumpor membrana koja
takoder pretpostavlja razvoj prvog zivota na podru¢jima rubnih (engl. off-ridge) hidrotermalnih
izvora. Oni predlazu da je Zivot nastao unutar Zeljezo-sumporovih membrana u kojima su se
spontano razvili odjeljci koji su omoguéili potrebnu organizaciju i koncentraciju biomolekula,
povecavajuéi medusobne interakcije, za razvoj prvog Zivog organizma.?® Nadalje, te membrane
sluzile su kao primitivne stani¢ne stijenke, stvarajué¢i okolinu pogodnu za primitivne
biokemijske reakcije.?” Obje hipoteze temelje se na katalitickoj ulozi Fe-S kompleksa u
nastanku Zivota, sugerirajuci da su ti Spojevi bili klju¢ni za pojavu prvih metaboli¢kih putova i

sintezu zivotno vaznih biomolekula.?8

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad



§ 2. Fe-S kompleksi i pojava Zivota 6

2.2. Wichtershiuserova hipoteza o Zeljeza-sumpor svijetu

2.2.1. Formiranje pirita

Wichtershduser predlaze da je reakcija formiranja pirita bila potencijalni izvor primordijalne
energije, nuzne za razvoj zivota na Zemlji. U reakciji reagiraju zeljezov(Il) sulfid (FeS) i
sumporovodik (H2S) formirajuéi pirit (FeS2) i vodik (H2). Naime, radi se o egzergonoj reakciji
s promjenom Gibbsove energije od AG® = -41,9 kJ/mol prema prvotnom Wichtershduserom
izra¢unu, koji je kasnije sveo na AG® = -38,4 kJ/mol.?® Schoonen i suradnici su naknadno dobili

nesto nizu vrijednost od -31,2 kJ/mol koriste¢i novije termodinamicke podatke:

FeS + HzS — FeSz + Hz,  AG® =-31,2 kJ/mol.*

Relativno niska vrijednost promjene Gibbsove energije ove reakcije pri standardnim uvjetima
omogucuje da u kombinaciji s nekim endergonim reakcijama, poput redukcije CO2 do metanske
kiseline, koje su inace termodinamicki nepovoljne ¢ini termodinamicki povoljnima.

Endergona reakcija redukcije CO2 do metanske kiseline:

CO; + H, — HCOOH, AG°® = +30,2 kJ/mol.?®

Kombinirana reakcija redukcije CO2 i formiranja pirita:

CO2 + FeS + H2S — HCOOH + FeS2 + H20, AG° =-8,2 kJ/mol.

Nadalje, sporija kinetika formiranja pirita, koje se u idealnom slu¢aju dogadalo samo u
kombinaciji s redukcijom CO:z ili s nekom drugom organskom reakcijom, prevenirala bi
nepotreban gubitak redukcijskog potencijala 1 osigurala odrzivu proizvodnju energije potrebne
za primordijalne biokemijske reakcije.?°

Teorija 0 kemo-auto-nastanku Zivota spregnuta piritom (engl. pyrite-pulled chemo-auto-
origin) temelji se na oksidativnom formiranju pirita, u kojem protoni i ugljikov dioksid
medusobno konkuriraju za mjesto krajnjeg akceptora elektrona. Medutim, takav princip
djelovanja je u neslaganju s od prije poznatim vjerovanjem da je za formiranje pirita potreban
elementarni sumpor ili spojevi ekvivalentni njemu (npr. polisulfidi ili tiosulfati) koji bi bili

nuzna oksidacijska sredstva u reakciji. Snaga oksidansa ili reducensa ovisi o njihovom

Ivan Crnko-Kovaé Zavrsni rad



§ 2. Fe-S kompleksi i pojava Zivota 7

standardnom elektrodnom potencijalu, koji mjeri sposobnost molekule da primi ili donira
elektrone u odredenim uvjetima. Na primjer, FeS/H»S sustav je snazno redukcijsko sredstvo jer
ima vrlo negativan standardni elektrodni potencijal (E°' = =620 mV), §to znaci da lako donira
elektrone. Elementarni sumpor te polisulfidi i tiosulfati, s druge strane, tradicionalno se
smatraju boljim oksidansima zbog viseg elektrodnog potencijala (E*' > 0 mV) te lakSeg
primanja elektrona §to omogucuje formiranje pirita. Berner je primijetio da reakcija nastajanja
pirita nije proucavana u prirodnom geokemijskom okruzenju, ve¢ samo u simuliranim uvjetima
korozije.?> Drobner i suradnici su prvi napravili eksperiment u kojima su simulirali prirodne
geokemijske uvjete poput onih na vulkanskim, hidrotermalnim te sedimentarnim stani$tima i
primijetili kako su se pirit i molekularni vodik razvijali bez prisustva elementarnog sumpora
potvrdujuci ¢injenicu da je FeS/H,S sustav snazno redukcijsko sredstvo, te da je predloZena

reakcija bila mogué izvor energije za razvoj prvog Zivota.’!

2.2.2. Slicnost s ciklusom limunske kiseline

Istrazivanje evolucije fiksacije ugljika klju¢no je za razumijevanje teorija o nastanku zivota.
Rekonstruiranje prvog autokatalitickog ciklusa fiksacije ugljika podrazumijeva proucavanje
jednostavnijih i manjih ciklusa, poput reduktivnog ciklusa limunske kiseline (engl. reductive
citrate cycle, RCC) te reduktivnog puta pentoza-fosfata (engl. reductive pentose-phosphate
cycle, RPC). Ovi ciklusi su autokataliti¢ki, §to znaci da se provodenjem reakcija generira sve
viSe novih CO2 akceptora $to u konacnici ubrzava cikluse. Izmedu dva navedena, RCC se
smatra starijim zbog viSe razloga. Jedan od njih je njegova karakteristika da udvostrucuje
akceptore CO> svakim provedenim ciklusom, dok je kod RPC-a to povecanje oko 1,2 puta.
Osim toga, reaktanti RCC-a imaju karboksilne skupine koje dobivaju fiksacijom ugljikova
dioksida, za razliku od fosfatnih skupina RPC-a, koje ne proizlaze iz fiksacije CO,. Takoder,
za razliku od RPC-a, RCC u svojim reakcijama sadrzi tioestere i Fe-S enzime, koji su klju¢ni
za redoks i ostale reakcije.?*

Waichtershduser je takoder postulirao da je veéina reakcija RCC-a isprva koristila tio-
analoge metabolic¢kih intermedijera, poput tiomalata umjesto malata, Sto je prema njemu imalo
dvije klju¢ne prednosti. Jedna od njih se odnosi na odredene reakcije karboksilacije, poput -
karboksilacije piruvata za nastanak oksaloacetata, koje su vrlo nepovoljne bez prisutnog
katalizatora. Wachtershiuser je pretpostavio da tio-analozi intermedijera, poput tiopiruvata,

imaju povoljniju kinetiku. Druga prednost koju je pretpostavio jest sprega tih tio-analoga
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intermedijera RCC-a s formiranjem pirita $to bi, kao u ve¢ spomenutom primjeru s redukcijom
COg, uéinilo reakcije termodinamicki povoljnijima.?2?°

Kako bi tio-analogni RCC mogao funkcionirati, postulirano je i razdvojeno u 4
kategorije nekoliko osnovnih reakcija. Prva je A klasa reakcija i ona ukljucuje formiranje

monotioketala, ditioketala i aminotioketala iz keto karbonila pri visokim koncentracijama H.S:

R—(C=0)—R’ + HzS <> R—(HO * C » SH—R".

Reakcijska klasa B ukljucuje reduktivnu karboksilaciju tio-kiseline gdje je produkt a-keto
kiselina. Na primjer, jedna od predlozenih reakcija je nastanak pirogrozdane kiseline iz

tiooctene kiseline i CO2 koristec¢i sumpor iz FeS kao donor elektrona:

R—COSH + CO; + FeS — R—(C=0)—COOH + FeS;.

Klasa C obuhvaca reakcije reduktivne desulfurizacije:

R—(HS « C « SH—R’ + FeS — R—(H ¢« C « SH)—R’ + FeSa.

Posljednja reakcijska klasa D, koja jo$ nije eksperimentalno potvrdena, ukljucuje reakcije p-

karboksilacije 2-entiol-karboksilnih kiselina:

HOOC—(C—SH)=CH2 + CO, — HOOC=(C—SH)CH2COOH.

Kao §to se moZe primijetiti, za razliku od A 1 D klasa, B 1 C klase obuhvacaju reakcije spregnute
S nastajanjem pirita. Zajedno s tiokiselinskim-karboksilnim ravnotezama, dodatkom i
eliminacijom H.S, te reakcijama retro-aldolnih cijepanja, ove cetiri klase reakcije Cine
Wichtershauserov tio-analogni RCC (Slika 4). U suvremenom RCC-u, reakcije koje su tu
spregnute piritom zamijenjene su kofaktorima poput Zzeljezo-sumpor proteina i adenozin
trifosfata (ATP).232432
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Slika 4. Wichtershauserov tio-analogni reduktivni ciklus limunske kiseline s ozna¢enim A, B,
C i D reakcijama prethodno objasnjenim u tekstu.>?
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2.2.3. Teorija povrsinskog metabolizma
Waichtershduser pretpostavlja da pirit, osim §to svojim nastajanjem djeluje kao pokretac¢ raznih
biokemijskih reakcija i fiksacije ugljika, ujedno sudjeluje kao bogata reakcijska podloga na
kojoj se bazira povrSinski metabolizam. On predlaze da su metabolicki intermedijeri anioni koji
se vezu za pozitivno nabijenu povrsinu pirita (Slika 5). To mogu biti anorganski anioni poput
HS", HCO®* i HPO4? te organski poput karboksilata (—COO"), tiolata (—S") i fosfata (—O—PO3z*>
). Vezanje organskih molekula sintetiziranih tijekom RCC-a za povr$inu pirita bilo je nuzno
kako se ne bi zauvijek izgubili u prostranim, vrlo razrijedenim vodama praoceana. Nadalje,
primije¢eno je da povrSina pirita selektivno adsorbira odredene molekule, §to je olaksalo
evoluciju te polimerizaciju adsorbiranih anionskih monomera. Primjerice, to svojstvo pirita
promovira nastajanje peptida sacinjenth od uzastopnih reakcija kondenzacije
aminokiselina,?®2>33

Naboj povrsine pirita vazan je faktor koji treba uzeti u obzir prilikom promatranja
povrsinskog metabolizma. Naime, on ovisi o pH vrijednosti na nacin da je pozitivan pri niskim
pH (<2,0), te upravo su takvi uvjeti potrebni za veéinu Wichtershduserovih predlozenih
reakcija koje ukljucuju visoke koncentracije H2S.** Problem s takvim uvjetima je da ée dosta
organskih, uglavnom slabih, kiselina uklju¢enih u proces pri toj vrijednosti pH biti protonirane
zbog svoje relativnog niske vrijednosti pKa od 3,0 do 4,0. Medutim, Bebie and Schoonen su
proucavajuci vezanje aniona organskih kiselina primijetili kako se acetat adsorbira na povrSinu
pirita pri pH vrijednosti od ¢ak 4,0, pri kojoj je povrSina pirita negativno nabijena, iz ¢ega Su
zakljucili kako odredeni anioni uspijevaju prevladati ukupno Coulombovo odbijanje naboja
povrsine pirita kako bi se adsorbirali.*®

Ja¢ina kojom se anioni veZu za pirit moZze znacajno utjecati na ishod reakcija jer ovisno
o tome hoce li ostati adsorbirani ili ne odredena je njihova prisutnost u drugim reakcijama ili
gubitak u okolinu. Vrijeme zadrzavanja organskih produkata na povrsini pirita eksponencijalno
se poveéava s energijom vezanja tih produkata, a moze trajati od 1071° sekundi pri fizisorpciji
(E(vezanja) = 17 kJ/mol) do 125 godina pri kemisorpciji (E(vezanja) = 125 k/mol).®

Tocnu jacinu vezanja raznih organskih spojeva za pirit kompleksno je predvidjeti,
medutim Paneth 1 Fajansovo pravilo taj postupak malo olaksava. To pravilo povezuje jacinu
vezanja s netopljivosti spoja u vodi.®” Primjerice, hidrofilna monokarboksilna kiselina stvara
slabe veze s povrSinom pirita zbog svoje dobre topljivosti u vodi dok na primjer hidrofobne

dugolanc¢ane masne kiseline, zbog svoje lose topljivosti, ostvarUju ¢vrstu vezu s piritom. Prema
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istom principu, polikarboksilati, poput oksalata ili sukcinata, tioli, poput cisteina ili glutationa,
te spojevi s fosfatnim grupama, posebice u fosforiliranim ugljikohidratima, tvore ¢vrste veze s
povrsinom pirita.%®

Prema Waichtershiuserovoj teoriji, prvi zivi organizmi zamisljeni su dakle na povrsini
pirita imajuci spomenuti ,,povrsinski metabolizam* pomocu kojeg su prezivljavali i evoluirali
u kompleksnije organizme. Zamisljeno je da su ti rani organizmi medusobno izmjenjivali
bioloske molekule s organizmima sa susjednih kristala pirita lateralnom migracijom $to im je
pomagalo u sirenju populacije. Takva dvodimenzionalna difuzija molekula na povrsini pirita
omogucila je provedbu visestrukih reakcija odjednom, bez odvajanja reaktanata od povrsine $to

se moze usporediti sa suvremenim multienzimskim kompleksima.?
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Slika 5. Prikaz interakcija izmedu aminokiselina i povrsine pirita.*
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2.3. Russell-Hallova hipoteza Zeljezo-sumpor membrana

Russell-Hallova hipoteza Zzeljezo-sumpor membrana predlaze da se prvi Zivot razvio iz
»Mjehuri¢a“ zeljezova(Il) sulfida na podmorskim, tzv. rubnim hidrotermalnim izvorima (Slika
6 i 7). Pretpostavljeno je da su prije 4,2 milijarde godina, vruéi, bazi¢ni hidrotermalni izvori
interagirali s kiselim praoceanom bogatim zeljezom i spontano tvorili koloidne FeS membrane.
Te zeljezo-sumpor membrane, koje su sadrzavale i druge elemente poput nikla, sluzile su kao
primitivne semipermeabilne kataliticke ovojnice. Pomocu energije protonskog gradijenta na
njenoj povrsini (oko 300 milivolta), ta je membrana pokretala reakcije sinteze organskih aniona
kroz hidrogenaciju i karboksilaciju hidrotermalnih organskih prekursora.?’

Kataliticku snagu membrane dodatno su pojacavali atomi nikla u njoj koji su na sebe
vezali molekule hidrotermalnog vodika iz kojeg su nastajali kratkozivué¢i hidridi. Preostali
protoni nastali kroz taj proces neutralizirani su u proto-citoplazmi, a elektroni su, ,,kre¢uci se*
po zeljeznom sloju, transportirani kroz membranu do krajnjeg akceptora poput Fe(lll) izvan
membrane. Ovim je procesom moglo do¢i do nastajanja tiolata unutar mjehurica, §to je
potencijalno dovelo do formiranja protoferedoksina. Smatra se da su protoferedoksini, koji
sadrze klastere strukture kubana poput [FesS4]?*, pokretali prijenos elektrona kroz
membranu.*%442 Osim prijenosa elektrona izvan, kroz membranu, nuzan je bio i prijenos
ugljikovog dioksida, u obliku poput HCO®, u unutrasnjost Zeljezo-sumpor mjehuri¢a. Russell-
Hallovu hipotezu dodatno potvrduje €injenica da je jedno od svojstava membrane da odvaja
okolinski medij niskog pH od unutrasnjeg medija visokog pH. Usporedili su svojstvo postojanja
protonskog gradijenta na membrani mitohondrija s istim svojstvom na Zeljezo-sumpor
membranama i zaklju¢ili kako je to potencijalno omogucilo prvim organizmima razvoj procesa
poput oksidativne fosforilacije.

Hipoteza zeljezo-sumpor membrana se od Wichtershiduserove hipoteze razlikuje
prvenstveno po tome §to ne govori da se zivot razvio na povrsini pirita ve¢ u spomenutim
mjehuri¢ima te ne misle da pirit sluzio kao katalizator u organosintetskim reakcijama. Russell
I Hall tvrde da njihova hipoteza bolje opisuje uloge Zeljeza i sumpora u primordijalnim
biokemijskim procesima. Predlazu da membrane prolaze kroz geokemijsku transformaciju,
formirajuci kataliticke faze mjesovitih nabojnih brojeva koje koriste elementarni vodik kao

primarni donor elektrona. Smatraju da su naju¢inkovitiji katalizatori bili oni strukture kubana
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poput greigita (FesSs) te violarita (FeNi2Ss) koji su po strukturi bili slicni suvremenim

feredoksinima,2”:32:38

Slika 7. Presjek okrugle suplje kvrzice (mjehuri¢a) pirita iz Tynagha.*?
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2.4. Potencijalne uloge Fe-S kompleksa u primitivnom metabolizmu

Zeljezo-sumpor kompleksi nuzni su kofaktori u raznim biokemijskim procesima te je njihova
uloga u pojavi zivota zasigurno jedna od istrazenijih u prebiotickoj biokemiji. U suvremenoj
biokemiji Fe-S kompleksima pridaju se razne uloge, od onih u redoks, ali i ostalim procesima
brojnih metabolic¢kih puteva. Zbog funkcioniranja u anaerobnim uvjetima pretpostavlja se da
njihovo postojanje datira jo$ iz prebiotickog vremena. Spontano formiranje razlicitih vrsta Fe-
S kompleksa iz jednostavnih anorganskih supstanci, poput Fe?*/Fe**, RS™i S?, podupire teoriju
da su ti klasteri bili prisutni u primordijalnim uvjetima na Zemlji i mogli reagirati u primitivnim

biokemijskim sustavima,4454647

2.4.1. Slaganje s hipotezom o formiranju pirita

Glavnom hipotezom o ulozi Fe-S kompleksa u pojavi zivota smatra se njihova uklju¢enost u
proces formiranja pirita. Na¢elom uzajamne evolucijske ekstrapolacije (engl. the principle of
mutual evolutionary extrapolation) pretpostavljeno je da mehanizmi stvaranja pirita mogu
dati uvid u strukturu i funkcije postoje¢ih Fe-S enzima. Tim se nacelom predlaze da su
anorganski Fe-S klasteri, sli¢ni onima pronadenim u modernim enzimima, sudjelovali u
reakcijama na rastu¢im kristalima pirita u primordijalno doba. To podrijetlo podupire
provedena sinteza klastera [FesS4(SH)4]* koji ima strukturu kubana te &injenica da su svi
poznati Fe-S klasteri u Zeljezo-sumpor enzimima negativno nabijeni (anioni) sto je potrebno

za vezanje na povrsinu pirita.*®

2.4.2. Hipoteze o evolucija Fe-S klastera

Smatra se da je do pretvorba iz anorganskih Fe-S klastera do bioloski integriranih Fe-S
enzima doslo zbog postupne zamjene anorganskih SH-skupina u klasteru s cisteinskim
ograncima s povrsinski vezanih peptida i kasnije smotanih enzima. Takav je mehanizam
kasnije i potvrden zbog strukturne sli¢nosti izmedu anorganskih Fe-S klastera i klastera u
suvremenim enzimima.?

Prema ovoj hipotezi disulfidni mostovi (H-S-S- ili -S-S-) u Fe-S klasterima bili su
strukturni elementi ili meduprodukti u mehanizmu nastajanja zeljezo-sumpor enzima. Takav
mehanizam potvrdio je eksperiment kojeg su 1991. godine proveli Sellmann i suradnici.*®

Pokazali su da iz elementarnog sumpora, Fe?* iona i polidentatnog tioeter-tiolatnog liganda
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mogu proizvesti [2Fe-2S] klaster u kojem dva atoma sumpora tvore most izmedu dva Fe?*
centra. Takav se klaster po svojim svojstvima pokazao vrlo slicnim H-klasteru Fe-
hidrogenaze. Zbog te sli¢nosti 1 dokazanog stvaranja elementarnog vodika na povrsini pirita,
smatra se da je i [2Fe-2S] klaster s H>S i HS™ ligandima sudjelovao u reakcijama na toj
povrsini, gdje mu je glavna uloga vjerojatno bila talozenje nastalih FeS> molekula na rastu¢u
povrsinu pirita. Mehanizam koji ukljucuje disulfidne mostove objasnjen je formiranjem Fe-H
grupe na jednom Zeljeznom centru i H-S-S-Fe grupe na drugom centru istog klastera ili na
centru drugog klastera. Nadalje, za H-S-S-Fe* je pretpostavljeno da se nakuplja na povrsini, a
za H-S-Fe" da se odvaja od povrsine pirita. Takav mehanizam pokazuje sli¢no djelovanje kao

kod [3Fe-4S] i [4Fe-4S] klastera suvremenog enzima akonitaze.?

2.4.3. Fe-hidrogenaze i nitrogenaze

Fe-hidrogenaze uz specificne H-klastere sadrze i zeljezo-sumpor klastere za koje se
pretpostavlja da sluze u prijenosu elektrona izmedu H-klastera i izvora elektrona. Njihova
starost objasnjena je in vitro reverzibilno$¢u procesa koji provode te postojanjem velikog broja
njihovih struktura. Postoje jo§ i Ni-hidrogenaze koje uz Ni reakcijske centre za unos vodika
sadrze dva Fe-S klastera. Za njih se smatra da su ne$to mlade i da su zapravo evoluirale iz Fe-
hidrogenaza. Funkcija obje hidrogenaze u suvremeno doba je stvaranje ili oksidacija
molekularnog vodika. 49505125

Fe-nitrogenaze su smatrane jednim od najranijih enzima koji fiksiraju dusik i stvaraju
vodik kao nusprodukt te se pretpostavlja da dijele podrijetlo s povrsine pirita zajedno s Fe-
hidrogenazama. Supresija proizvodnje vodika vjerojatni je uzrok evolucije nitrogenaza i

nastanak specijaliziranih oblika koje u sebi sadrze atome vanadija ili molibdena.?

2.4.4. Feredoksini

Feredoksini su poznati po raznovrsnosti svojih struktura za koju se smatra da je evoluirala iz
podetnog ,,master feredoksina od dva [4Fe-4S] klastera.>>>** Pretpostavlja se da je takva
struktura posljedica duplikacije gena.*® Prvi klaster vezan je s tri cisteinska ogranka u prvoj
domeni i s jednim ogrankom u drugoj domeni, dok je drugi klaster vezan s tri cisteinska ogranka
u drugoj domeni i s jednim cisteinskim ogrankom u prvoj domeni. Moguce je da takva struktura
Klastera, zajedno s hipotezom o duplikaciji gena, dovodi do toga da je pocetna ,master

struktura samo s jednim [4Fe-4S] klasterom imala 3 cisteinska ogranka vezana na tri zeljezna
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centra te da je na 4. Zeljezni centar bio vezan H-S- ili neki drugi ligand. Opisana struktura
zapravo odgovara strukturi klastera akonitaze, sto bi znacilo da feredoksini i akonitaza dijele
zajednicko podrijetlo. Kako oba ta enzima prenose najvise jedan elektron odjednom, a za veéinu
reakcija potreban je prijenos dva elektrona, kod djelovanja tih enzima potreban je posredni
redoks clan koji prima dva zasebna elektrona i donira elektronski par. Taj je problem u
suvremenim organizmima rijeSen skupinom koenzima koja se naziva flavini, iz ¢ega se moze
pretpostaviti da su oni evoluirani te mladi enzim od feredoksina i akonitaze.?
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Slika 8. Struktura [4Fe-4S] klastera enzima akonitaze. Na 4. Zeljezni centar vezana je

molekula vode, a anorganski sulfidni ioni ozna¢eni su ruzi¢astom bojom.*

2.4.5. Evolucija ranih metabolickih puteva

Uloga zeljezo-sumpor klastera u pokretanju redoks reakcija bila je klju¢na prekretnica u
evoluciji i nastajanju ranih metabolickih procesa, posebno u anaerobnim uvjetima. Primjerice,
reakcije redukcije tiokiselina do aldehida ili fiksacije ugljikovog dioksida mogle su biti
katalizirane Fe-S klasterima. Prijelaz s Wachtershduserove hipoteze o reakcijama spregnutim
nastajanjem pirita do enzimski kataliziranih reakcija pokazuje postepeni napredak prema
suvremenom metabolizmu s naglaskom na kljuénu ulogu Fe-S klastera u evoluciji tih ranih
metabolickih procesa. Evolucija Fe-S kompleksa od anorganskih struktura na povrsini pirita do
slozenih enzimskih komponenti pokazuje usku povezanost geologije i biologije u istrazivanju
pojave zivota. Takoder, naglasava njihovu prilagodljivost 1 funkcionalnu svestranost te

potvrduje njihovu vaznost u biokemijskim temeljima Zivota na Zemlji.?
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