








Obiettivo	del	lavoro	
•  Determinare	i	meccanismi	di	selettività	alla	base	
della	capacità	di	incorporare	in	modo	specifico	
diversi	derivati	della	Tyr	nel	modulo	6	di	NRPS	che	
producono	GPA	

•  Era	già	noto	che:	
–  Teicoplanina	M6-A	riconosce	Tyr	che	poi	viene	modificata	
da	idrossilasi	e	alogenasi	per	ottenere	Cl-Bht	che	viene	
incorporata	nel	peptide	

–  Balhimicina	M6-A	riconosce	Bht	che	poi	viene	modificata	
da	alogenasi	per	ottenere	Cl-Bht	che	viene	incorporata	nel	
peptide	

–  Kistamicina	M6-A	riconosce	Tyr	che	viene	incorporata	nel	
peptide		



Come	fare?	
•  Ottenere	moduli	M4,	M5	e	M6	separati	e	funzionali	per	

ricostruire	il	processo	di	sintesi	in	vitro	
•  Analizzare	la	specificità	di	riconoscimento	del	dominio	M6-

A	
–  attivazione	di	Tyr	e	analoghi	della	Tyr	

•  Analizzare	la	specificità	di	riconoscimento	del	dominio	
M5/6-C	
–  formazione	di	un	esapeptide	dopo	aver	fornito	precursori	(Hpg,	
substrato	di	M4-A	e	M5-A)	e	Tyr	o	analoghi	della	Tyr	(substrato	
M6-A)	e	aver	attivato	M3	con	CoA-tripeptide	

•  Analizzare	il	ruolo	di	tioesterasi	
–  capacità	di	ripristinare	la	sintesi	dell’espapeptide	corretto	in	
presenza	di	una	miscela	di	Tyr	e	analoghi	della	Tyr	

	



Metodologie	

•  Clonaggi	per	ottenere	singoli	moduli	delle	
NRPS	

•  Espressione	in	E.	coli	e	purificazione	delle	
proteine	ricombinanti	

•  Attivazione	e	saggi	di	attività	enzimatica	delle	
NRPS	

•  Analisi	dei	prodotti	delle	reazioni	(LC-MS)	





Separazione	C/A	
Tutte	le	proteine	
sono	prodotte	con	
rese	adeguate	

Separazione	E/C	
Il	modulo	5	è	
prodotto	a	livelli	
molto	bassi!	

I	domini	A	sono	
funzionali	
I	domini	PCP	
vengono	attivati	
da	Sfp	con	CoA	o	
peptidyl-CoA	



Attivazione	di	Tyr	e	Tyr	modificate	da	parte	di	M6-A	
è	Tyr	è	il	substrato	naturale	ma	la	specificità	di	riconoscimento	
è	piuttosto	bassa	



Attivazione	di	Tyr	e	Tyr	modificate	da	
parte	di	M6-A	balhimicina	(A)	
è	specificità	di	riconoscimento	
piuttosto	bassa	
M6-A	kistamicina	(B)	
è specificità	di	riconoscimento	

elevata	
M6-A	kistamicina	mutato	(C)	
è	conversione	della	specificità	di	
riconoscimento	
	



Ricostituzione	dell’estensione	
del	tripeptide	caricato	su	M3	
	
L’esapeptide	si	forma	
pochissimo	fornendo	a	M6	Tyr	
(B)	e	progressivamente	meglio	
con	Cl-Tyr	(C),	Bht	(D)	e	Cl-Bht	
(E)	
	
Il	dominio	M5/6-C	è	selettivo	
per	Cl-Bht	l’amminoacido	
correttamente	modificato	
	
NOTA:	l’esperimento	è	
possibile	perché	M6-A	è	poco	
selettivo	e	può	accettare	le	
Tyr	modificate.	In	vivo	le	
modifiche	sono	catalizzate	da	
enzimi	accessori	(idrossilasi	e	
alogenasi)	che	non	è	stato	
possibile	utilizzare	in	vitro	
perché	non	si	producevano	in	
forma	attiva.	



Ricostruzione	dell’estensione	
del	pentapeptide	caricato	su	
M5	
L’ordine	di	preferenza	dei	
substrati	di	M6-A	da	parte	di	
M5/6-C	è:	
Cl-Bht	
Bht	
Cl-Tyr	
	
In	vivo	quale	enzima	deve	
agire	per	primo	su	M6-PCP-
Tyr:	l’alogenasi	o	l’idrossilasi?	



Riprogrammazione	M5	
ibrido	teicoplanina	(A-
PCP-E)-kistamicina	(C)	
e	M6	kistamicina	
	
L‘esapeptide	si	forma	
solo	con	Tyr	sia	con	
M6-A	wild	type	che	
con	M6-A	mutato	per	
alterare	la	specificità	di	
riconoscimento	(fig.	4)	
	
Il	dominio	M5/6-Ckis	è	
selettivo	per	Tyr	
	



Teicoplanina	M6-A	è	specifico	per	Tyr	
ma	è	scarsamente	selettivo	mentre	
M5/6-C	è	selettivo	per	Cl-Bht	
	
Come	fa	la	sintesi	di	teicoplanina	ad	
essere	efficiente	in	vivo	dove	sono	
presenti	diversi	potenziali	substrati	
alternativi	per	M6-A?	
	
Ricostruzione	dell’estensione	del	
pentapeptide	caricato	su	M5	
L’esapeptide	si	forma	in	maniera	
ridotta	se	vengono	fornite	miscele	di	
Tyr/Cl-Bht	o	Phe/Cl-Bht	
	
L’efficienza	di	sintesi	viene	
ripristinata	dalla	tioesterasi	Tcp39	
	
	



In	conclusione….	
•  Sistema	composto	da	M3,	M4,	M5	e	M6	isolati,	purificati	e	

attivati	in	vitro	per	analizzare	i	singoli	passaggi	biosintetici	
•  Il	dominio	M6-A	non	è	selettivo	(figura	3)	
•  Si	forma	l’esapeptide	con	elevata	efficienza	se	M6	viene	

caricato	con	Cl-Bht	(figura	5	e	6)	è	il	dominio	M5/6-C	è	
selettivo	

•  Saggi	competitivi	dimostrano	l’efficacia	della	tioesterasi	Tcp39	
nel	ripristinare	la	sintesi	dell’esapeptide	corretto	in	presenza	
di	substrati	M6-A	alternativi	(figura	8)		



Schema	dei	filtri	di	selettività	
di	M6-A	e	M5/6-C	nei	
confronti	degli	enzimi	di	
modificazione	della	Tyr	(Ox	e	
H)	
è M5/6-C	agisce	solo	dopo	

che	Ox	e	H	hanno	
prodotto	Cl-Bht	

è La	tioesterasi	Tcp39	
rimuove	substrati	non	
corretti	attivati	da	M6-A	e	
non	accettati	da	M5/6-C	

	
Attività	di	proof-reading	
esercitata	da	M5-/6-C	e	
Tcp39	



Inoltre…	
•  La	sostituzione	di	M5/6-C	teicoplanina	con	M5/6-C	

kistamicina	converte	la	selettività	da	Cl-Bht	a	Tyr	(figura	7)	
•  Nelle	strategie	di	riprogrammazione	delle	NRPS	è	opportuno	

tenere	in	considerazione	il	filtro	di	selettività	esercitato	dai	
domini	C	sia	nei	confronti	dei	domini	A-PCP	accettori	che	nei	
confronti	di	enzimi	di	modificazione	che	agiscono	in	trans	

•  Ridisegnare/riassemblare	unità	C-A	per	ottenere	
riprogrammazione	efficiente	delle	NRPS?		


