
Complessi multienzimatici nella 
biosintesi dei polichetidi:

le polichetide sintasi (PKS)



Bersagli degli antibiotici









Organizzazione  
strutturale dei 
sistemi 
multienzimatici 
FAS (fatty acid 
synthase), PKS e 
NRPS



Analogie tra biosintesi dei polichetidi 
(PKS) e biosintesi degli acidi grassi (FAS)

FAS
Unità d’inizio:
Acetil-CoA
Unità di 
allungamento:
Malonil-CoA

PKS
Unità d’inizio:
Acetil-CoA
Propionil-CoA, 
etc
Unità di 
allungamento:
Malonil-CoA
Metil-malonil-
CoA, etc



Biosintesi dei polichetidi

Analogie tra acido grasso sintasi (FAS) e polichetide 
sintasi (PKS)

• FAS tipo I funghi e vertebrati
 iterative ‘modulari’: le attività catalitiche AT-KS-ACP-KR-DH-ER 

sono domini di una singola catena polipeptidica.
• FAS tipo II batteri e piante
 iterative non modulari: ogni attività catalitica si trova su subunità 

separate 

• PKS tipo I ‘modulari’: il numero di moduli è uguale al numero di 
cicli   di condensazione

• PKS tipo II ‘iterative’: gli stessi domini catalizzano i successivi 
cicli  di condensazione (spesso sintetizzano polichetidi 
aromatici)



Biosintesi dei polichetidi

Versatilità delle PKS nella scelta di:
• Unità di inizio
• Natura e numero delle unità di allungamento
• Controllo dello stato di riduzione del -

chetogruppo
• Stereochimica delle catene laterali
• Ciclizzazione



Il dominio ACP

• Il dominio ACP contiene 4-
fosfopanteteina che deriva dal 
coenzima A ed è legata 
covalentemente ad un residuo di 
serina.

• La 4-fosfopanteteina lega 
covalentemente (legame tioestere) 
il substrato e fornisce flessibilità 
e lunghezza (circa 2 nm) 
facilitando la comunicazione tra i 
siti attivi. 



Interazioni del dominio ACP con i domini 
KS e AT

KS: ketosintasi  condensazione
AT: acil-trasferasi caricamento



Biosintesi dell’eritromicina

L’eritromicina A è stata isolata nel 1957 dal batterio Gram-

positivo Saccharopolyspora erythraea, ha attività antibiotica 
verso i batteri Gram-positivi.

 Inibisce la sintesi proteica legandosi all’RNA ribosomiale 23S 
nella cavità del sito peptidil-trasferasico.



Geni coinvolti nella biosintesi 
dell’eritromicina



Organizzazione modulare della PKS che sintetizza lo 
scheletro polichetidico dell’eritromicina, il 6-

deossieritronolide B (6-DEB)

Unità d’inizio:
Propionil-CoA
Unità di 
allungamento:
2-S-Metil-
malonil-CoA



Biosintesi dell’eritromicina
Modificazioni del 6-DEB

eryF

eryBV

eryCIII

eryK

eryG

L’eritromicina D 
è il primo 
intermedio a 
mostrare attività 
antibiotica



Interazioni tra eritromicina e rRNA 23S



Espressione DEBS ricombinanti per studi 
strutturali e funzionali

• Problemi espressione PKS ricombinanti:

– Grandi dimensioni delle proteine

– Folding e modifiche post-traduzionali 
(fosfopanteteinilazione)

– Presenza di precursori appropriati

 

L’ospite più utilizzato per l’espressione è il ceppo di 
Streptomyces coelicolor CH999 al quale manca (per 
delezione) il cluster genico che produce il polichetide 
aromatico actinorodina 



Per facilitare studi funzionali delle PKS è stata creata una 
variante semplificata costituita da DEBS1 a cui è stato aggiunto 
il dominio TE, questa proteina è stata espressa in S. coelicolor.



Controllo della stereochimica dei gruppi metilici 
laterali

Mini-PKS costituita dal 
dominio di caricamento e 
due moduli (DEBS1-TE).

Due cicli di condensazione 
che danno origine a catene 
laterali con stereochimica 
diversa a partire da 2S-
metil-malonil-CoA. 



Controllo della stereochimica dei gruppi metilici 
laterali

Il meccanismo 
corretto è stato 
identificato 
analizzando i 
prodotti con 
spettrometria di 
massa ed NMR

L’epimerizzazione 
è mediata dal 
dominio KR



Produzione di analoghi strutturali di polichetidi



Inattivazione del gene eryF per rendere 
l’eritromicina stabile a basso pH

Il gruppo OH sul C-6 è 
coinvolto nella formazione 
dell’anidro-eritromicina 
(biologicamente inattiva) a 
pH acido. 



Inattivazione del dominio ER4

Il dominio ER4 è stato 
inattivato modificando 
il sito di legame per il 
cofattore NADPH

WT   HAAAGGVGMA
Mut  HAAASPVGMA

L’inattivazione di ER4 
causa il mantenimento 
del doppio legame tra 
C-6 e C-7 



Biosintesi diretta da precursore per la 
produzione di analoghi strutturali 

dell’eritromicina

KS1 inattivato per 
eliminare la competizione 
con l’unità starter 
naturale propionil-CoA: 
mutazione della cisteina 
catalitica Cys→Ala

Le nuove unità starter 
vengono fornite come 
tioesteri dell’N-
acetilcisteammina 
(SNAC): analoghi del 
substrato (acil-CoA)



Biosintesi diretta da precursore per la 
produzione di analoghi strutturali 

dell’eritromicina

Gli analoghi strutturali del 
6-DEB vengono aggiunti al 
terreno di un ceppo di S. 
erythraea non produttore 
di eritromicina.
Vengono processati e se ne  
valuta l’attività antibiotica.



Approccio combinatoriale per la produzione di 
analoghi strutturali dell’eritromicina: 

inattivazione di domini e scambio di domini







Riconoscimento molecolare tra moduli



Riconoscimento molecolare tra moduli

Ruolo del dominio ACP 
nel ‘channeling’ del 
substrato al dominio KS

Il rilascio del substrato 
è veloce quando ACP-TE 
in cis



Struttura delle regioni linker tra moduli 
delle PKS DEBS2 e DEBS3

La complementarietà di carica è 
probabilmente alla base del 
riconoscimento tra moduli



Approccio combinatoriale 
per la produzione di 
analoghi strutturali dei 
polichetidi: modificazione 
degli zuccheri.
Glicosiltrasferasi e 
monossigenasi con ampia 
specificità di substrato



Ingegneria metabolica in E. coli per la 
produzione di polichetidi



Immunosoppressori
Biosintesi della Rapamicina 

La rapamicina è stata isolata nel 1975 da Streptomyces 
hygroscopicus, ha attività antifungina, antitumorale e 
immunosoppressoria.
Rappresenta un esempio di metabolita in cui lo scheletro 
polichetidico è legato ad un amminoacido 



Meccanismo di azione della Rapamicina 



Biosintesi della Rapamicina 



Organizzazione della PKS che sintetizza la 
Rapamicina



Biosintesi della Rapamicina

Il rilascio del polichetide 
dall’ultimo modulo di RAPS3 è 
catalizzato da rapP, che 
incorpora il pipecolato. Questo 
enzima ha elevata omologia con 
le NRPS

Esistono sistemi 
multienzimatici ibridi 
PKS-NRPS



Organizzazione strutturale di sistemi 
multienzimatici: PKS, NRPS e ibridi NRPS-PKS



Sintesi del mevalonato, il precursore del 
colesterolo



Ruolo delle statine: 
inibitori della HMG-CoA reduttasi



Struttura di HMG-CoA 
reduttasi con il substrato 

o una statina

Le statine sono inibitori 
competitivi di HMG-CoA, 
non di NADPH 



Biosintesi delle statine: 
lovastatina  prodotta da 
Aspergillus terreus

lovB è una PKS iterativa 
con domini KS-MAT-DH-
MT-KR-ACP-CON



Biosintesi della lovastatina
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