
Metabolismo dei metalli.
Ferro e rame





Ruolo biologico del ferro e del rame

Ferro e rame sono metalli essenziali per tutti gli organismi perchè
sono legati a proteine indispensabili per la vita della cellula: 
respirazione, fotosintesi, fissazione dell’azoto, ciclo di Krebs, 
trasporto dell’ossigeno, sintesi di DNA, regolazione genica etc.

• Fe
– citocromo ossidasi – proteine a eme (citocromi, emoglobina) – proteine 

con cluster Fe-S (catena di trasporto degli elettroni) – proteine a ferro 
non-eme

• Cu
– citocromo ossidasi – superossido dismutasi – ceruloplasmina – lisil

ossidasi – tirosinasi – dopamina b idrossilasi - metallotioneina



Il ferro

• In condizioni fisiologiche il ferro si trova in due stati di 
ossidazione: 
– Fe3+ d5 S=0 oppure S=2 
– Fe2+ d6 S=1/2 oppure S=5/2

Il potenziale redox del ferro nelle proteine varia da 
-300 mV a +700 mV
Fe2+ è instabile in aerobiosi ed è rapidamente ossidato a pH 7
Fe3+ è insolubile a pH 7 (10-18 M)



Strutture di siti di legame del ferro nelle proteine

Transferrina

Cluster Fe-S
DAOCS



Il rame 

• In condizioni fisiologiche il rame si trova in due stati 
di ossidazione : 
– Cu2+ d9

– Cu+ d10

Il potenziale redox del rame nelle proteine varia da 
+200 mV a +750 mV
Cu+ è instabile in aerobiosi ed è rapidamente ossidato a pH 7
Sia Cu2+ che Cu+ sono solubili a pH 7



Strutture di siti di legame per il rame nelle 
proteine

Metallothionein

CuA cytochrome oxidase

Mononucleare

Binucleare

Trinucleare



Ruolo biologico del ferro e del rame

Ferro e rame sono tossici se presenti a liveli elevati e se non son 
complessati a proteine perché reagiscono con O2 generando 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) che danneggiano proteine, 
DNA e lipidi (membrane)

Reazione di Haber-Weiss catalizzata da metalli
O2 + Fe2+ → O2

- + Fe3+

2 O2
- + 2 H+ → O2 + H2O2

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH.



Reazioni di ossidazione catalizzate da metalli
• Proteine: modificazioni degli ammino acidi
Ammino acido Prodotto di ossidazione
Cysteine Disulfide, cysteic acid
Methionine Methionine sulfoxide, sulfone
Tryptophan Hydroxytryptophan, nitrotryptophan, kynurenine
Phenylalanine 2,3-dihydroxyphenylalanine, hydroxyphenylalanine
Tyrosine 3,4 dihydroxyphenylalanine, tyrosine dimers, 

dinitrotyrosine
Histidine 2-oxohistidine, asparagine, aspartate
Arginine Glutamic semialdehyde
Lysine a-aminoadipic semialdehyde
Proline 2-pyrrolidone, hydroxyproline, glutamic semialdehyde

Threonine 2- amino- 3- ketobutirrate
Glutamate/glutamine Oxalate, piruvate



Reazioni di ossidazione catalizzate da metalli

• DNA: ossidazione delle basi • Lipidi: perossidazione



Come si misura lo stress ossidativo?

• Indicatori di stress ossidativo
– Enzimi antiossidanti (SOD, catalasi, perossidasi): misura dell’attività 

enzimatica o dei livelli di espressione
– Antiossidanti non-enzimatici (glutatione, vitamina E)

• SOD
– Misura spettrofotometrica a 440 nm dell’inibizione della produzione di 

formazano in presenza di superossido

• Catalase
– Misura spettrofotometrica di H2O2 a 240 nm

• Glutathione peroxidase
– Saggio accoppiato che misura il consumo di NADPH a 340 nm



Come si misura lo stress ossidativo?

• Misura di specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto con sonde 
fluorescenti come DCFDA (dichlorofluorescein diacetate) o 
DAF (diaminofluorescein) o cromogeis come NBT (nitroblue
tetrazolium)

• Saggi di misura di molecole danneggiate da stress ossidativo
– Malondialdeide (MDA), proteine ossidate



Controllo della tossicità di ferro e rame

• Sistemi di detossificazione delle specie reattive dell’ossigeno 
(ROS)
– Enzimatici: superossido dismutasi, catalasi e glutatione perossidasi
– Non enzimatici: vitamine E e C, glutatione, acido uric, bilirubina ecc.

• Sistemi di riparo e proteine di deposito
– Ferritina
– Metallotioneina

• I meccanismi cellulari di acquisizione del ferro e del rame 
sono finemente regolati per mantenere adeguati livelli 
intracellulari di questi metalli



Trasporto del ferro in batteri

• I batteri producono siderofori, molecole a basso peso 
molecolare che chelano il Fe3+ ad alta affinità (Ka>1030 M).

• I siderofori formano complessi ottaedrici esadentaticon il 
ferro, mediante gruppi idrossammati, a-idrossi-carbossilati o 
catecolati.

• La maggior parte dei siderofori è prodotta da NRPS.
• I siderofori sono internalizzati attraverso un meccanismo 

recettore-mediato.
• I siderofori fanno parte dei fattori di virulenza dei batteri 

patogeni.



Strutture di siderofori
Non è possibile visualizzare 
l'immagine.

Non è possibile visualizzare 
l'immagine.



Sintesi dell’enterobactina in E. coli
L’enterobactina è prodotta da una NRPS a partire da acido 2,3-diidrossibenzoico
(DHB) e serina. I geni EntE e EntB sintetizzano il DHB e lo trasferiscono
sull’NRPS codificata dal gene EntF dove avviene la condensazione con la serina
e l’assemblaggio del sideroforo.



Meccanismi di trasporto dei siderofori in batteri



Meccanismi di trasporto dei siderofori in E. coli

Sono presenti sistemi 
specifici per ciascun 
sideroforo



Trasporto del ferro in batteri.
Modello strutturale del complesso FhuA-TonB-FhuD

per l’internalizzazione del ferricromo



Meccanismi di trasporto del ferro in batteri

• Trasporto del Fe2+: sistema feoAB
– Indotto in anaerobiosi

• Batteri patogeni: acquisizione anche mediante recettori per 
ferro-proteine dell’ospite
– Recettori per transferrina e lattoferrina 
– Recettori per l’eme

Questi recettori sono analoghi a quelli per il trasporto dei 
siderofori in quanto sono TonB-dipendenti e richiedono un 
sistema ABC-permeasi



Proteine di deposito del ferro
batterioferritina e Dps



Regolazione del trasporto del ferro in batteri

Il repressore Fur è un omodimero che si lega tra le sequenze -35 e -10 dei
promotori dei geni regolati, a sequenze consenso

NAT(A/T)AT NAT(A/T)AT N AT(A/T)ATN



Fur possiede tre siti di legame per i metalli

Struttura di apo-Fur Struttura di holo-Fur

Lo Zn è necessario per 
la  dimerizzazione



Modello della regolazione mediata da Fur



Geni regolati da Fur in E. coli



Biosintesi di cluster Fe-S in E. coli



Biosintesi di cluster Fe-S in E. coli



Trasporto del ferro in lievito

• Nel lievito Saccharomyces cerevisiae il trasporto del ferro 
all’interno della cellula avviene attraverso diversi meccanismi:

• Trasporto reduttasi-indipendente
– Recettori/trasportatori di siderofori (Arn1-4)

• Trasporto reduttasi-dipendente
– Metalloreduttasi NADPH-dipendenti Fre1 e Fre2
– Sistema a bassa affinità (Km 30 µM) Fet4
– Sistema ad alta affinità (Km 0.15 µM) Fet3-Ftr1



Trasporto del ferro in lievito
sistema a bassa affinità

• Fet4 è un trasportatore di metalli bivalenti Fe2+, Cu2+, Zn2+, 
Co2+, Ni2+.

• È regolato dai livelli di ferro ed è indotto in anaerobiosi.



Trasporto del ferro in lievito
sistema ad alta affinità

• La ferrossidasi Fet3 catalizza la reazione
4Fe2+ + O2 + 4H+ → 4Fe3+ + 2H2O

• La permeasi Ftr1 trasporta il Fe3+ all’interno della cellula
• Il sistema Fet3-Ftr1 è conservato in diversi lieviti, quali 

Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans e Pichia pastoris.

Non è possibile visualizzare l'immagine.



Il complesso ferrossidasi-permeasi Fet3-Ftr1

• Ftr1 è una permeasi che presenterebbe 
7 eliche transmembrana. Un motivo 
di sequenza REGLE nel quarto 
segmento TM è necessario per la 
funzionalità della proteina.

• Fet3 appartiene alla famiglia delle 
ossidasi blu multinucleari a rame
(MCO), enzimi che legano più atomi 
di Cu e accoppiano la ossidazione 
monoelettronica del substrato alla 
riduzione dell’ossigeno ad acqua.

Non è possibile visualizzare l'immagine.
 



Metabolismo del ferro vacuolare e mitocondriale

• Il vacuolo è il sito di deposito del ferro. Ccc1 è il trasportatore 
del ferro dal citosol all’interno del vacuolo, mentre un 
complesso ferrossidasi-permeasi formato dalle proteine Fet5 e 
Fth1 è necessario per la mobilizzazione del metallo.

• Nel mitocondrio avvengono alcune tappe della sintesi dell’eme 
e la sintesi dei cluster Fe-S. Le proteine Atm1, Mrs3, Mrs4 e 
Yfh1 sono coinvolte nel trasporto del ferro nel mitocondrio e/o 
nel trasporto di cluster Fe-S dal mitocondrio al citosol.



Regolazione del trasporto del ferro in lievito

• In S. cerevisiae Aft1 e Aft2 sono 
fattori trascrizionali che regolano 
numerosi geni in condizioni di 
carenza di ferro.

• Aft1 trasloca dal cytosol al nucleo 
quando il ferro è limitante e attiva 
la trascrizione dei geni bersaglio.

• Aft1 e Aft2 contengono un 
motivo Cys-X-Cys nel dominio di 
legame al DNA. 

• In S. pombe, C. albicans, P. 
pastoris e altri funghi, la 
regolazione ferro-dipendente è 
mediata da repressori trascrizionali 
appartenenti alla famiglia dei fattori 
GATA a dita di zinco

Non è possibile visualizzare l'immagine.



Regolazione del trasporto del ferro in lievito e funghi



Fattori che regolano Aft1





Geni regolati da fattori di trascrizione ferro-dipendenti in lievito
Transcription factor Description Gene 

Aft1 Transporters FET4, FTR1, FTH1, SMF3, MRS4, CCC2, COT1

Cu chaperone ATX1

Ferroxidase FET3, FET5 

Metalloreductase FRE1, FRE2, FRE3, FRE4, FRE5, FRE6

Cell wall proteins FIT1, FIT2, FIT3

Siderophore transport ARN1, ARN2, ARN3, ARN4

Biosynthesis of Fe-S cluster ISU1, ISU2

Other TIS11, HMX1, AKR1, PCL5, ICY2, PRY1

Aft2 Transporters SMF3, MRS4, FTR1, COT1

Cu chaperone ATX1

Ferroxidase FET3, FET5

Metalloreductase FRE1

Cell wall proteins FIT1, FIT2, FIT3

Biosynthesis of Fe-S cluster ISU1

Other BNA2, ECM4, LAP4, TIS11

Fep1 Transporters fip1+

Ferroxidase fio1+

Siderophore transport str1+, str2+, str3+



Risposta alla carenza di ferro in S. cerevisiae



Espressione regolata da metalli in lievito



Regolazione trascrizionale ferro-dipendente in S. 
pombe


