
Biosintesi e modificazione degli 
antibiotici -lattamici.

Penicilline e cefalosporine



Bersagli degli antibiotici e meccanismi di resistenza





Struttura di alcuni antibiotici -lattamici



Le penicillin-binding proteins (PBP):
enzimi bifunzionali essenziali per la biosintesi del 

peptidoglicano della parete batterica



Meccanismo d’azione delle penicilline e delle 
cefalosporine

La penicillina e la 
cefalosporina inibiscono la 
transpeptidasi, l’enzima 
responsabile della formazione 
dei legami crociati nella 
sintesi del peptidoglicano 
della parete batterica.

La penicillina e la 
cefalosporina sono analoghi 
strutturali del substrato 
naturale della transpeptidasi.





Biosintesi degli
antibiotici -lattamici

Gli antibiotici -lattamici sono 
prodotti da funghi (es. 
Penicillium sp. e Acremonium 
sp.). 



Organizzazione modulare della sintetasi peptidica 
NRPS dell’ACV

Il precursore dell’anello -lattamico è il tripeptide 

L---aminoadipyl-L-cysteinyl-D-valina prodotto dall’ACV sintetasi.

        Aad          Cys                 Val

    A-T-C-A-T-C-A-T-E-Te



Il primo modulo della ACV NRPS

Analisi bionformatiche
hanno identificato un 
dominio N–terminale 
atipico simile al lobo C 
dei domini di 
condensazione
La delezione di questo 
dominio abolisce la 
sintesi di ACV

Il dominio C* potrebbe 
essere coinvolto nel 
reclutamento e/o 
posizionamento del 
substrato per la 
reazione atipica



Struttura della isopenicillina N sintasi (IPNS) e della 
deacetossicefalosporina sintasi (DAOCS)

La IPNS e la DAOCS catalizzano le reazioni di chiusura e 
di espansione degli anelli del nucleo -lattamico  



Struttura della IPNS di A. nidulans Sito attivo dell’enzima

La IPNS è un enzima che utilizza ferro e ossigeno per 
catalizzare la sintesi dell’anello -lattamico. L’atomo di ferro 
nel sito attivo è coordinato da due istidine e un aspartato. 



Meccanismo d’azione proposto per la IPNS

Strutture cristallografiche di IPNS in presenza di substrati che non 
permettono il completamento della reazione.



Meccanismo d’azione proposto per la IPNS

Stato iniziale

Intermedio ferrile



Dalle penicilline alle 
cefalosporine: 
espansione 
dell’anello 
tiazolidinico ad 
anello diidrotiazinico
catalizzata dalla 
DAOCS



Meccanismo d’azione
della DAOCS, un enzima 
ferro- e -chetoglutarato-
dipendente.

Il sito di legame della penicillina è 
parzialmente sovrapposto a quello 
dell’-chetoglutarato ➔ reazione 
sequenziale

The active site region of DAOCS in complex with substrates 
and products.
(a) The DAOCS−Fe(II)−2-oxoglutarate complex at 1.5-Å 
resolution. (b) The DAOCS−Fe(II)−succinate complex at 1.5-Å 
resolution. (c) The DAOCS−Fe(II)−penicillin G complex at 1.6-
Å resolution. (d) The DAOCS−Fe(II)−2-oxoglutarate−penicillin 
G complex at 1.7 Å resolution. (e) The DAOCS−Fe(II)−2-
oxoglutarate−ampicillin complex at 1.5-Å resolution. (f) The 
DAOCS−Fe(II)−DAOC complex at 1.7-Å resolution. The 
density next to the penicillin side chain in d,e corresponds to a 
minor alternative conformation of the side chain. Dioxygen is 
expected to bind at the position of Wat1 in a. The oxygen of 
the ferryl iron would be formed at this site. The carbon atoms 
in 2-oxoglutarate are yellow, in succinate orange, in penicillin G 
magenta, in ampicillin cyan and in DAOC gold.



Meccanismo 
d’azione della 

DAOCS

• Il legame dell’-chetoglutarato
attiva il Fe permettendo il 
legame dell’O2

• Con la decarbossilazione 
ossidativa del co-substrato si 
forma un intermedio ossidante 
stabilizzato dal succinato

• Quando la penicillina espelle il 
succinato scatena l’attacco 
ossidativo su se stessa

• La formazione di un radicale e il 
trasferimento di 2 elettroni 
all’ossigeno producono 
cefalosporina e H2O 



Ceppi per la produzione industriale di 
penicilline



Miglioramento dei ceppi per la 
produzione industriale di penicillina







Produzione di penicilline e cefalosporine

• Ceppi attuali di Penicillium chrysogenum: rese fino a circa 70 gr 
Penicillina G/litro di coltura

• Fermentazione aerobica

– Fonti di carbonio: glucosio e prodotti contenuti nell’acqua di 
macerazione del mais (corn steep liquor)

– Fonte di azoto: ammoniaca

– Aggiunta di acido fenilacetico nella fase stazionaria



Penicilline semi-sintetiche

• Le penicilline semi-sintetiche si ottengono a partire 
dalla penicillina G naturale

• Dalla penicillina G viene rimossa la catena laterale 
producendo acido 6-aminopenicillanico (6-APA)

• Il 6-APA viene acilato con una nuova catena laterale

• Le -lattam-acilasi sono enzimi in grado di catalizzare 
queste due reazioni 



Reazioni di idrolisi catalizzate dalle -lattam-acilasi:
rimozione della catena laterale acilica

La penicillina acilasi idrolizza la 
penicillina G ad acido 6-
aminopenicillanico (a).

La cefalosporina acilasi idrolizza 
il glutaril-7-ACA a 7-ACA (b).

Mutanti della cefalosporina 
acilasi idrolizzano l’adipil-7-
ADCA a 7-ADCA (c) e la 
cefalosporina C a 7-ACA (d).

Il 6-APA e il 7-ACA sono i 
precursori delle penicilline e 
delle cefalosporine semi-
sintetiche



Struttura della penicillina acilasi e della cefalosporina 
acilasi

Organismi produttori: batteri e funghi
(Escherichia coli, Bacillus megaterium, Kluyvera citrophila, 

Pseudomonas melanogenum, Penicillium chrysogenum).

Struttura della penicillina acilasi 
di Escherichia coli



Penicillina acilasi

• La penicillina acilasi catalizza l’idrolisi delle penicilline con la 
formazione dell’acido 6-aminopenicillanico (6-APA), precursore 
delle penicilline semi-sintetiche.

• La reazione è reversibile e la direzione dipende dal pH.

• Substrati: penicilline, alcune cefalosporine, amidi ed esteri.

• Utilizzata per la produzione di penicilline semi-sintetiche, sia per 
la produzione di 6-APA che nelle reazioni di sintesi. 



Penicillina acilasi

• La penicillina acilasi di E. coli è formata da due subunità  (24 
kDa) e  (62 kDa) che derivano da un precursore di 95 kDa 
processato proteoliticamente, con rimozione di un peptide 
leader di 26 aa che serve a dirigere la proteina nel periplasma 
e di un peptide interno di 54 aa che dà origine alle subunità e 
attiva l’enzima.

• La specificità per il substrato (catena laterale della penicillina) 
si trova nella subunità , mentre nella subunità  si trova la 
serina B1 cataliticamente attiva.



Meccanismo d’azione della penicillina acilasi

• La serina B1 viene attivata come nucleofilo dal suo stesso 
gruppo amminico libero.

• Il meccanismo catalitico prevede la formazione di un 
intermedio covalente acil-enzima.

• L’intermedio acil-enzima viene idrolizzato da una molecola di 
acqua



Sintesi di penicilline 
semi-sintetiche a partire 
da esteri della catena 
laterale R (agenti 
acilanti) e 6-APA.

Sintesi di cefalosporine 
semi-sintetiche a 
partire da esteri della 
catena laterale R 
(agenti acilanti) e
7-ACA/7-ADCA.

Penicillina acilasi per la produzione di -
lattamici semi-sintetici



Sintesi dell’amoxicillina

In presenza di zinco l’amoxicillina
precipita, favorendo la reazione di 
sintesi 

1. Idrolisi di PenG per 
produrre 6-APA
pH 8 e 37°C

2. Aggiunta di HPGME 
e ZnSO4

pH 6 e 25°C



Ingegnerizzazione della penicillina acilasi
per migliorare la sintesi

Reazioni di idrolisi dell’agente acilante o del prodotto della reazione 
diminuiscono la resa della sintesi
Aumento del rapporto Vsynthesis/Vhydrolysis:  F24 e  F146
l’enzima deve avere maggiore affinità per l’agente acilante che per 
l’antibiotico



Ingegnerizzazione della cefalosporina 
acilasi

Alterazione della specificità di 
substrato per migliorare l’idrolisi 
della cefalosporina C e di adipyl-
7-ADCA per la produzione di 7-
ACA and 7-ADCA





Ingegnerizzazione della penicillina acilasi

Identificazione di F24 e F146 coinvolti nel riconoscimento del substrato.
La sostituzione F24A migliora il rapporto VS/VH (bassa attività amidasica).
La sostituzione F146Y mantiene elevata attività nel confronti dell’agente 
acilante.
Immobilizzazione covalente del biocatalizzatore su Eupergit C







Resistenza alle penicilline:
Meccanismo d’azione delle -lattamasi di classe A

Le -lattamasi inattivano le 
penicilline perchè catalizzano 
l’idrolisi dell’anello -lattamico.

Le -lattamasi di classe A 
appartengono alla famiglia delle 
serina-idrolasi. Ser70 è il 
nucleofilo che attacca l’atomo di 
carbonio dell’anello -lattamico. 
Lys73 attiva Ser70 sottraendo il 
protone e trasferendolo a Ser130, 
che a sua volta lo trasferisce 
all’atomo di azoto dell’anello, 
aprendolo.  Si forma un intermedio 
acil-enzima che viene deacilato 
attraverso l’azione di una molecola 
d’acqua assistita da Glu166.



Struttura di analoghi dello stato di transizione che 
agiscono da inibitori delle -lattamasi di classe A



Schema dell’inattivazione delle -lattamasi

L’intermedio acil-enzima può 
ripartirsi attraverso due vie, 
che portano all’inibizione 
transiente o irreversibile.

In realtà, l’idrolisi 
dell’intermedio modificato 
E-I* è molto lenta e quindi 
l’enzima si può considerare 
permanentemente inibito. 

Il cross-linking porta 
all’inattivazione irreversibile 
dell’enzima.



Meccanismo di inattivazione delle -lattamasi di classe A 
da parte dell’acido clavulanico, un inibitore suicida.



La sultamicillina: un farmaco che potenzia l’azione dell’antibiotico 
(amoxicillina) con quella dell’inibitore delle -lattamasi (sulbactam)

Meccanismo d’azione del sulbactam



Nuovi inibitori delle -lattamasi di classe A
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