
Complessi multienzimatici  



Complesso di enzimi caratterizzati da una precisa 
stechiometria e struttura che catalizza una serie di 
reazioni correlate  Alcuni esistono come un insieme 
di polipeptidi altri da un’unica catena proteica 
possono essere  presenti interazioni allosteriche  e 
accoppiamento di siti attivi  
 



                      Triptofano sintasi  

 esempio di incanalamento di substrati   

 

 

 
 trpE           trpD          trpC                trpB           trpA 





  • Evidenze per l’incanalamento  del substrato 
L’indolo non è rilasciato in soluzione 

Struttura cristallografica 1988 della triptofano sintasi  di Salmonella typhimurium con 
l’analogo del substrato IPP indolo 3 propanolo fosfato ha evidenziato un canale 
idrofobico 

   

Studi di cinetica rapida con analoghi del substrato  hanno evidenziato il cambiamento 
conformazionale della subunità alfa  : il rilascio dell’indolo è rallentato  dal legame on 
la subunità alfa 

 

Struttura cristallografica di mutanti hanno evidenziato il cambiamento 
conformazionale : la conformazione aperta è caratterizzata  dalla presenza di un loop 
L6 disordinato nella subunità alfa  

  

 

 





Struttura del dimero(Alfa beta) della TrpS .   The. The approximate 
path of the tunnel connecting the a and b active sites is indicated by 
the dashed line. Molecular graphics were prepared 
using PyMol [47]. 



 Reazione della subunità alfa 
 

A Il Glu49 trasfersce un 
protone   da C3’-OH a C3,  
mentre Asp60 
stabilizza la carica che si 
forma sull’azoto. 

B reazione tra G3P 
e indolina per 
formare l’addotto 
indolina G3P che 
mima lo stato di 
transizione  

C struttura della sub 
alfain assenza e in 
presenza del substrato 
(cambiamento 
conformazionale  



• Il loop 

 meccanismo di reazione della subunità beta formazione dell’aldimina esterna  

βL3 blocca la posizione del gruppo 
carbossilico del substrato 
perpendicolarmente al piano dei legami 
π PLP Quando viene rimosso il protone 

l’elettrone può essere delocalizzato e questo 
destabilizza il legame Cα–Hα. 





Communicazioni tra subunità alfa e beta. (a) 
subunità alfa e beta in conformazione aperta in 
assenza di . IGP del secondo substrato IGP è legato  
Glu49 il Loop L6 (verde) è disordinato il loop aL2 
interagisce con l’elica beta 6  
(b) Struttura in presenza dell’intermedio   indoline-
G3P alfa e beta site and b site in conformazione 
chiusa. Loop L6 è ordinato e anche  loop alfa L2 è 
spostato vicino  Arg175 della subunità beta 

Sito attivo in presenza dell’indolina G3P 





 





466nm 

Reazione tra serina e  indolina    in presenza (A) e assenza  (B) di GP (glicerolofosfato) 

Serina e indolina reagiscono immediatamente per formare l’intermedio chinonoide( A 466nm) 
ma in presenza di GP l’intermedio decade lentamente a formare DIT 



 

Reazioni con DIT 



 





 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E2 costituisce il cuore dell’enzima che porta su una lisina il il 
braccio lipoico in E coli sono presenti tre domini lipoilici in 
tandem tenuti insieme da dei linker  flessibili di prolina e alanina 
che conferiscono   mobilità   

  
Alcuni complessi multienzimatici catalizzano una serie di reazioni complicate che richiedono 
coordinazione  

gli enzimi sono  vicini  

 il substrato è legato covalentemente agli enzimi 

 COMPLESSO DELLA PIRUVATO DEIDROGENASI (PDH) 



La PDH  presenta un accoppiamento dei siti attivi tali 
che la rimozione del braccio lipoico  non determina 
un cambiamento significativo della velocità di 
reazione  
 



•Le NRPS sono enzimi di grandi dimensioni 
multifunzionali 
•Il meccanismo d’azione richiede gruppi SH 
•Le NRPS hanno una struttura ripetitiva 
•I geni coinvolti nella sintesi del peptide sono 
organizzati in cluster 
•Informazioni ottenute sulla proteina unite 
all’identificazione dei geni che codificano per le NRPS 
hanno permesso di comprenderne il meccanismo 
d’azione 

Sintetasi peptidiche (NRPS) 







Analogia tra NRPS e sintesi proteica 



La sequenza amminoacidica del metabolita è 
determinata dalla successione dei moduli nella 
struttura dell’enzima, a sua volta dettata dalla 
sequenza genica che codifica per i singoli moduli.  
Esiste quindi una colinearità tra il prodotto del gene 
e quello dell’enzima. 
 
 
 

Ogni modulo è organizzato in 
domini e catalizza 
l’inserimento di un singolo 
amminoacido nel prodotto 

Organizzazione modulare delle 
sintetasi peptidiche 











Il domionio tioesterasico 

 
di circa 250 amminoacidi presente alla fine dell’ultimo modulo.Il meccanismo di 
catalisi è simile a quello delle proteasi a serina e la reazione genera un intermedio 
acil-O-TE.Il rilascio del peptide avviene per attacco nucleofilo intramolecolare che 
genera un prodotto ciclico o per idrolisi nel caso di prodotti lineari 





La gramicidina è uno ionoforo costituito da 10 aminoacidi  5 ripetuti testa coda 
 D)Phe-Pro-Val-Orn-Leu-(D)Phe-Pro-Val-Orn-Leu 
 







 
•Sono coinvolti gruppi –SH 
inibitori –SH bloccano l’attività 
•Si forma un legame tioestere tra l’amminoacido e l’enzima 
il tioestere è instabile nella degradazione di Edman 
la marcatura viene persa 
•Sequenze amminoacidiche del sito attivo indicano la presenza 
di cisteina o serina deidroalanina 
•Sequenze nucleotidiche indicano la presenza di serine 
conservate 

Evidenze sperimentali a favore del meccanismo 

tio-templato delle NRPS 



 





La spettrometria di massa rivela la presenza di fosfopanteteina 
legata alla serina 










