
Strategie di analisi e modificazione 
delle NRPS



Meccanismo tio-templato delle NRPS



Meccanismo tio-templato delle NRPS

Per l’attività delle NRPS è necessaria l’aggiunta della 4-
fosfopanteteina sulla serina del sito attivo del dominio di 
tiolazione. Questa modifica post-sintetica è catalizzata dalle 4-
fosfopanteteina trasferasi (4-PPTasi), enzimi codificati da geni 
appartenenti al cluster della NRPS. 

Sfp è la 4-PPTasi più utilizzata negli studi sulle NRPS



L’espressione delle NRPS o di singoli moduli o domini ricombinanti 
permette di avviare lo studio a livello molecolare della struttura e 
del meccanismo d’azione di questi enzimi.



Strategie per la produzione di analoghi 
strutturali dei peptidi bioattivi

• Alterazione delle condizioni di crescita del 
microrganismo produttore

• Biosintesi diretta da precursore

• Riprogrammazione delle NRPS

– Alterazione mirata della specificità di 
riconoscimento (dominio adenilazione)

– Costruzione NRPS ibride per scambio di moduli o 
domini

• Sostituzione domini A (A-T)

• Sostituzione domini C-A (C-A-T)





Produzione di analoghi della ciclosporina A

La ciclosporina A è un 
immunosoppressore prodotto dal 
fungo Tolypocladium niveum. La 
ciclosporina sintetasi è costituita 
da circa 15000 amminoacidi 
organizzati in 11 moduli.

Sono stati isolati numerosi 
analoghi strutturali della 
ciclosporina A da colture in 
terreni contenenti precursori 
diversi.
➔ la NRPS è in grado di inserire 
amminoacidi diversi in alcune 
posizioni del peptide.



Strategie per la riprogrammazione delle NRPS

• È necessario avere informazioni sulla struttura e i 
dettagli molecolari del meccanismo d’azione delle 
NRPS

– Quali sono le basi della specificità di 
riconoscimento nel dominio di adenilazione?

– I domini di tiolazione e di condensazione sono 
specifici per il substrato?

– Quali sono le basi del riconoscimento tra domini e 
moduli?

➔ Studi biochimici in vitro sulle proteine purificate



Basi molecolari del riconoscimento del 
substrato nel dominio di adenilazione

1. Determinazione della struttura del 
dominio di adenilazione PheA della 
Gramicidina Sintetasi A in presenza 
di Phe

2. Identificazione dei residui 
amminoacidici che fanno parte della 
tasca di riconoscimento del substrato 
Phe



Basi molecolari del riconoscimento del 
substrato nel dominio di adenilazione

3. Allineamento di 
sequenze di domini di 
adenilazione con 
specificità di 
riconoscimento nota

4. Identificazione dei 
residui presenti nelle 
posizioni corrispondenti 
a quelle che in PheA
legano il substrato

Correlazione ?



Tasche di riconoscimento del substrato in 
diversi domini di adenilazione

Aspartato Ornitina Valina



Il codice non-ribosomiale



Alterazione mirata della specificità di 
riconoscimento di PheA e AspA

Espressione in E. coli del dominio A 
isolato e saggio di scambio ATP/PPi



Il dominio di condensazione

Sequenza consenso HHxxxDG



Ruolo di His147 nel dominio di condensazione

Per confermare il ruolo del dominio di condensazione è stata costruita una 
NRPS formata da due moduli: PheATE e ProCAT. I due moduli sono stati 
espressi in E. coli e attivati dalla 4’-PP trasferasi sfp.
Fornendo Phe e Pro marcati è stata studiata la sintesi del dipeptide. 



Ruolo di His147 nel dominio di condensazione

Il dipeptide Phe-Pro non si 
forma nel mutante H147V.



Il dominio di tiolazione

Struttura del complesso Sfp-PCP

Struttura del dominio T (PCP)
La serina del sito attivo e il cofattore 
4-PP sono esposti al solvente 



Attivazione del dominio di tiolazione

• Le 4’-PP trasferasi hanno bassa specificità di substrato e quindi 
possono attivare i domini di tiolazione con acil-CoA, che sono 
normalmente presenti nella cellula

• Questo processo può causare il blocco della NRPS

• I domini di tiolazione possono essere riattivati da tioesterasi
che catalizzano l’idrolisi dei gruppi acilici indesiderati e 
potrebbero agire anche da filtri di selettività discriminando fra 
amminoacidi corretti e non corretti in vivo

• In vitro è possibile attivare il dominio di tiolazione con 
amminoacil-CoA o derivati funzionalizzati del CoA



Sfp, la 4-fosfopanteteina trasferasi di B. 
subtilis possiede bassa specificità di substrato 

e può utilizzare analoghi del CoA





Selettività dei domini di condensazione

Per poter valutare la selettività dei domini di condensazione è 
necessario superare il controllo esercitato dai domini di 
adenilazione.
Il dominio di tiolazione viene attivato in vitro da sfp con 
amminoacil-CoA 
NRPS bimodulare PheATE e ProCAT: i due moduli possono essere 
caricati indipendentemente

Il gruppo Nvoc blocca il gruppo NH2 dell’amminoacido rendendo 
l’amminoacil-CoA più stabile senza interferire con il 
riconoscimento da parte di sfp e può essere facilmente rimosso 
irradiando con luce UV.



Selettività dei domini di condensazione

Selettività del sito donatore (elettrofilo)

PheATE + aa-CoA L,D-Phe L,D-Ala L-Leu

ProCAT + [3H]Pro

Bassa selettività: il prodotto si forma con tutti gli amminoacidi

Selettività del sito accettore (nucleofilo)

PheATE + [3H]Phe

ProCAT + aa-CoA

Alta selettività: il prodotto si

forma solo con L-Ala



Selettività dei domini di condensazione
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Strategie per la riprogrammazione delle NRPS



Strategie per la riprogrammazione delle NRPS
Comunicazione tra moduli e domini in cis e in trans

Sistema modello Tirocidina sintetasi TycA (modulo di caricamento), TycB (3 
moduli) e TycC (6 moduli e dominio Te per la ciclizzazione e il rilascio). 



Tirocidina sintetasi:costruzione NRPS ibride 
per fusione di moduli

Analisi delle sequenze tra domini T-C e T-Te: individuazione di regioni linker
poco conservate sfruttate per costruire le proteine di fusione



Tirocidina sintetasi

Efficienza catalitica nella formazione 
dei prodotti simile a quella di NRPS 
wild type: la comunicazione è 
mantenuta e i domini C e Te possono 
accettare substrati diversi. 



Strategie per la riprogrammazione delle NRPS
Comunicazione tra moduli e domini in trans

Identificazione di sequenze alle estremità di domini E (C-
terminali) e domini C (N-terminali) definite COMD e COMA.  



Comunicazione tra 
moduli in trans

Analisi strutturali delle 
regioni COMD e COMA.

Residui carichi e residui 
idrofobici contribuiscono 
alla specificità di 
riconoscimento



Diverse fusioni per lo scambio di domini e 
moduli



Costruzione di una NRPS ibrida usando lo 
schema XUT



Lipopeptidi 

I lipopeptidi hanno attività antibiotica: interferiscono con 
l’integrità della membrana cellulare perché sono in grado di 
inserirsi nel doppio strato lipidico.

Di solito sono presenti come una miscela di varianti strettamente 
affini che differiscono nella componente peptidica o lipidica in 
dipendenza da fattori esterni (es. disponibilità dei precursori).



Daptomicina

La daptomicina è un lipopeptide acido prodotto da Streptomyces 
roseosporus. L’attività antibatterica della daptomicina è mediata dal calcio.

La daptomicina è usata nel trattamento di patogeni resistenti per i 
quali ci sono poche alternative terapeutiche (enterococci resistenti 
alla vancomicina, S. aureus e S. pneumoniae resistenti alle penicilline)



Daptomicina sintetasi

La daptomicina è sintetizzata dalla NRPS DptA-BC-D. DptE e DptF
catalizzano l’attivazione e l’incorporazione della catena di acido grasso.



Meccanismo d’azione della Daptomicina



Surfactina sintetasi

La Surfactina è un lipopeptide prodotto da Bacillus subtilis che 
contiene un -idrossiacido di 13-15 atomi di C. Il più comune è 
l’acido 3-idrossi-13-metil-tetradecanoico 

Geni che codificano per la surfactina sintetasi
Operone SrfA
SrfA-A   E1A 400 kDa
SrfA-B   E1B 400 kDa
SrfA-C   E2 150 kDa
SrfA-D  tioesterasi 25 kDa

Sfp associata a SrfA
indispensabile per la biosintesi della surfactina
4-fosfopanteteina trasferasi 26 kDa



Surfactina sintetasi

Purificate per gel-filtrazione tre frazioni con attività enzimatica

• SrfA-A E1A Glu-Leu-Leu (D)

• SrfA-B E1B Val-Asp-Leu (D)

• SrfA-C E2 Leu

• E3 attività aciltrasferasica: inizia la sintesi trasferendo -HA- CoA al 
residuo di Glu su E1A. In assenza degli altri componenti funziona 
da tioesterasi. Non sembra essere codificato in SrfA, forse è 
correlato ai geni del metabolismo degli acidi grassi

aciltrasferasi 40 kDa

Ingegnerizzazione della surfactina sintetasi

Spostamento modulo tioesterasico

Scambio di moduli con altre sintetasi



Surfactina sintetasi

Assegnazione 
specificità di 
SrfA-A, -B e –C: 
saggio di scambio 
ATP/PPi e saggio di 
legame con 
amminoacidi 
marcati



Surfactina sintetasi

Costruzione sintetasi ibride per scambio di moduli (domini AT) con 
GrsA, GrsB e ACV



Surfactina sintetasi

Strategia per la 
produzione di Srf
sintetasi ibride in vivo in 
Bacillus subtilis per 
alterare la specificità 
dell’ultimo modulo e 
inserire amminoacidi 
diversi da Leucina in 
posizione 7 nel peptide.



Surfactina sintetasi

Si ottengono i prodotti previsti, ma le rese sono molto basse
• Selettività dominio C?
• Comunicazione tra moduli/domini?
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