
Biosintesi non ribosomiale di 
metaboliti peptidici bioattivi



Principali bersagli degli antibiotici



Gli antibiotici derivano per la maggior 
parte da composti naturali



Strutture di alcuni peptidi bioattivi 
prodotti da batteri e funghi



Molti peptidi bioattivi contengono amminoacidi non 
‘standard’



Come vengono prodotti questi peptidi?

• Hanno strutture complesse (spesso cicliche) e 
contengono amminoacidi modificati o che non si 
trovano nelle proteine.

• La sintesi richiede ATP, ma procede anche in assenza 
di acidi nucleici (DNA/RNA) o in presenza di inibitori 
della sintesi proteica.

Meccanismo di sintesi non ribosomiale catalizzato da 
grandi enzimi multifunzionali: le sintetasi peptidiche 

(NRPS: non-ribosomal peptide synthetases)



Approcci concettuali e metodologici per lo studio di 
un metabolita secondario

• Quali sono i precursori biosintetici 
del metabolita?

• Quale è la sequenza delle reazioni 
coinvolte nella formazione del 
metabolita e quali sono gli intermedi 
biosintetici?

• Quali enzimi sono coinvolti nella 
formazione del metabolita e quale è 
il loro meccanismo di azione?

• Quali sono i geni importanti per la 
produzione del metabolita e quale è il 
loro ruolo?

• Somministrazione dei possibili 
precursori marcati (p.es. con isotopi 
radioattivi) alle colture in crescita o 
a sistemi ‘cell-free’, isolamento del 
metabolita e localizzazione della 
marcatura

• Produzione di mutanti ‘bloccati’ che 
accumulano l’intermedio. 

• Si produce l’intermedio marcato e si 
misura la sua incorporazione nel 
metabolita (da parte del ceppo 
selvatico o in sistemi ‘cell-free’)

• Purificazione degli enzimi e saggi di 
attività

• Caratterizzazione strutturale e 
funzionale degli enzimi

• Identificazione dei geni che 
codificano per gli enzimi coinvolti 
nella biosintesi del metabolita

• Clonaggio ed espressione delle 
proteine coinvolte nella biosintesi del 
metabolita

• Regolazione?

Proteina  Gene
Gene  Proteina



Sintetasi peptidiche (NRPS)

• Le NRPS sono complessi multienzimatici di grandi 
dimensioni 

• Le NRPS hanno una struttura ripetitiva  

• I geni coinvolti nella sintesi del peptide sono 
organizzati in cluster

• Il meccanismo d’azione richiede gruppi SH e ATP

• Informazioni ottenute sulla proteina unite 
all’identificazione dei geni che codificano per le NRPS 
hanno permesso di comprenderne il meccanismo 
d’azione



Organizzazione genica delle sintetasi peptidiche



Organizzazione modulare delle sintetasi peptidiche

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



Analogie tra biosintesi ribosomiale e non ribosomiale



Dominio di adenilazione (A)

Il dominio di adenilazione è formato da circa 550 amminoacidi ed è 
deputato al riconoscimento ed all’attivazione dell’amminoacido in una 
reazione di amminoacil-adenilazione con idrolisi dell’ATP e formazione di 
un amminoacil-AMP.



Dominio di tiolazione (PCP)

Il dominio di tiolazione (T) o peptidyl carrier protein (PCP) è formato da 
circa 100 amminoacidi e trasporta l’amminoacido legando covalentemente 
l’amminoacil-AMP alla 4’-fosfopanteteina (4’-PP) attraverso la formazione 
di un legame tioestere e la liberazione di AMP.



Il dominio di tiolazione deve essere attivato dalle fosfopanteteinil-
trasferasi che utilizzano il Coenzima A come donatore di 4’-PP e 
catalizzano l’attacco del cofattore su un residuo di serina conservato.



Dominio di condensazione (C)

Il dominio di condensazione è costituito da circa 450 amminoacidi, è 
localizzato a monte del dominio di adenilazione e catalizza la formazione 
del legame peptidico tra gli amminoacidi legati a due domini di tiolazione 
adiacenti.



Meccanismo tio-templato delle NRPS



Meccanismo tio-templato delle NRPS

Evidenze sperimentali a favore del meccanismo            
tio-templato:

• Reagenti che bloccano –SH sono inibitori
– Maleimidi

– Alogenuri alchilici

• Nelle NRPS è presente 4’-phosphopantetheine

• Le proprietà chimiche dell’intermedio covalente sono 
attribuibili a un tioestere



Come è stato dimostrato il meccanismo tio-
templato delle NRPS?

Sono stati proposti due meccanismi 
alternativi:

• Un singolo braccio di 4’-fosfopanteteina che si 
sposta tra i singoli moduli

• Bracci di 4’-fosfopanteteina multipli, uno per ogni 
modulo



Come è stato dimostrato il meccanismo tio-
templato delle NRPS?

Identificazione del sito di legame covalente 
dell’amminoacido.

È necessario purificare l’enzima.

È necessario un saggio di attività enzimatica per 
identificare le frazioni che contengono l’attività 
enzimatica di interesse.
 



Saggi di attività enzimatica delle sintetasi 
peptidiche

Attivazione degli amminoacidi

amminoacido + ATP    amminoacido-AMP + 32PPi

 

 Il saggio è basato sullo scambio ATP-32PPi: si segue la formazione 
di ATP marcato con 32P in presenza dell’enzima e di amminoacidi 
che esso riconosce come substrati. 

 L’enzima viene incubato con i substrati e successivamente viene 
aggiunto 32PPi in eccesso. L’ATP che si forma viene separato dalla 
miscela di reazione mediante adsorbimento su carbone attivo e 
quindi viene dosata la radioattività.



Saggi di attività enzimatica delle sintetasi 
peptidiche

Formazione del metabolita peptidico
Legame covalente dell’amminoacido all’enzima
 

 Vengono forniti gli amminoacidi precursori di cui almeno uno è 
marcato radioattivamente (14C oppure 3H) e si misura la 
radioattività incorporata nel peptide formato.

 

 Il peptide viene separato dalla miscela di reazione mediante 
precipitazione con acido tricloroacetico (TCA). Il TCA è un 
precipitante delle proteine e di peptidi, quindi la radioattività 
associata ad amminoacidi liberi (non incorporati) non verrà 
precipitata. 



Come si misura la radioattività?



Come si misura la radioattività?

Nei contatori a scintillazione liquida il campione contenente radioisotopi  
emittenti viene posto in liquido di scintillazione (una miscela di solvente e 
molecole che vengono eccitate dagli elettroni emessi dal radioisotopo). 
Viene misurata (contata) l’emissione di luce da parte dello scintillatore, 
che sarà proporzionale alla concentrazione di radioisotopo.



Saggi di attività enzimatica delle sintetasi 
peptidiche

Legame covalente dell’amminoacido 
all’enzima

Saggio in grado di valutare la 
specificità di riconoscimento della 
NRPS (o del singolo dominio).



Come è stato dimostrato il meccanismo tio-
templato delle NRPS?

Identificazione del sito di legame 
covalente dell’amminoacido.

Le NRPS sono enzimi di grandi 
dimensioni quindi è necessario 
frammentarle mediante proteolisi 
limitata in condizioni native per 
ottenere i singoli moduli o domini che 
possono essere separati per 
cromatografia e ulteriormente 
caratterizzati. 

Gel-filtrazione 
su Superose
•-• attività di 
scambio ATP/PPi 

prolina-
dipendente

Proteolisi limitata 
della Grs2 con 
tripsina per 
isolare il dominio 
che lega prolina.
Cromatografia a 
scambio ionico



Identificazione del sito di legame covalente 
dell’amminoacido:

marcatura per affinità del sito di legame per la valina 
sulla gramicidina S sintetasi 2

• Protezione del gruppo –SH del sito attivo con valina

• Blocco di tutti gli altri gruppi -SH con N-etil-
maleimide (NEM)

• Gel-filtrazione per rimuovere NEM in eccesso

• Riduzione con ditiotreitolo (DTT) e gel-filtrazione per 
rimuovere la valina

• Marcatura del sito attivo con [3H] NEM



Identificazione del sito di legame covalente 
dell’amminoacido:

marcatura per affinità del sito di legame per la valina 
sulla gramicidina S sintetasi 2

• Digestione con tripsina per ottenere frammenti 
proteici da analizzare

• Purificazione mediante cromatografia del peptide 
marcato con [3H] e sequenziamento mediante 
degradazione di Edman



Determinazione della sequenza amminoacidica:
la degradazione di Edman



Identificazione del sito di legame covalente 
dell’amminoacido:

marcatura per affinità del sito di legame per la valina 
sulla gramicidina S sintetasi 2

• Sequenza ottenuta dalla degradazione di Edman del 
peptide marcato:

  LGGH A LR

 A: deidroalanina, può derivare da Cisteina o Serina

• Però…. NEM non è legata direttamente all’enzima 
altrimenti sarebbe stata identificabile nella sequenza 
poiché forma un legame stabile con i gruppi R-SH 



Meccanismo tio-templato delle NRPS

Evidenze sperimentali a favore del meccanismo tio-templato:

• 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 anche usando Val marcata)

• Informazione ottenuta sulla proteina: la sequenza amminoacidica 
del peptide del sito attivo indica la presenza di cisteina o serina 

  deidroalanina

• Informazione ottenuta sul gene: la sequenza nucleotidica del 
peptide del sito attivo indica la presenza di serina

codone che codifica per serina

Da dove viene il gruppo SH che forma il tioestere???



La spettrometria di massa rivela la presenza di 
fosfopanteteina legata alla serina del sito attivo



Strategia di marcatura e purificazione dei peptidi 
del sito attivo della gramicidina S sintetasi 1 e 2



Modello del 
meccanismo d’azione 
delle NRPS: 
meccanismo tio-
templato a 
trasportatore multiplo.
I bracci di 4’-PP 
facilitano il trasporto 
del substrato e dei vari 
intermedi ai centri 
catalitici dei diversi 
domini.



Modificazioni del peptide

• N-metilazione

• Ossidazione

• Alogenazione

• Eterociclizzazione

• Epimerizzazione 



Epimerizzazione 



Rilascio del prodotto

Il rilascio del prodotto è catalizzato da un 
dominio tioesterasico (TE) 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.

Il rilascio del peptide può essere mediato 
da un dominio di condensazione 
(ciclosporina) o da un dominio con attività 
reduttasica (nostociclopeptide).



Classificazione delle sintetasi peptidiche
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