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ATTIVITA’ SCIENTIFICA (2006-2019)

L’attivita scientifica della candidata € incentrata sullo studio del processo di biogenesi dell’involucro
cellulare dei batteri Gram-negativi, utilizzando in particolare Escherichia coli come organismo modello,
estendendosi dalla iniziale identificazione di tre nuovi geni essenziali fino alla caratterizzazione funzionale
delle tre proteine da essi codificate come costituenti della macchina molecolare che trasporta il
lipopolisaccaride dalla membrana plasmatica alla membrana esterna. La maggior parte dell’attivita
scientifica della candidata é stata condotta in un gruppo di ricerca che da diversi anni si occupa dello studio
della biogenesi dell’involucro cellulare batterico con collaborazioni in Italia e all’estero grazie al sostegno
di diversi finanziamenti.

Il campo in cui si inserisce ’attivita di ricerca della candidata & uno dei pochi ambiti della fisiologia di E.
coli ancora relativamente poco conosciuti, in quanto i dettagli molecolari di questo processo hanno iniziato
ad emergere solo negli ultimi quindici anni. Tuttavia, poiché il sistema di rivestimento dei batteri Gram-
negativi &€ un elemento essenziale per la vitalita cellulare ed é direttamente esposto all’ambiente esterno,
lo studio della sua biogenesi risulta un argomento non solo estremamente importante per la comprensione
della fisiologia batterica, ma anche molto attuale da un punto di vista applicativo, perché la dissezione di
questo processo puo permettere lidentificazione di nuovi bersagli molecolari per farmaci antibatterici.
L’attivita documentata dalle pubblicazioni prodotte dalla candidata rispecchia principalmente due aspetti
della ricerca svolta. Da una parte, la candidata si € impegnata in particolare nello studio dei meccanismi
molecolari che sono alla base del processo di biogenesi del lipopolisaccaride (LPS), una molecola essenziale
della membrana esterna dei batteri Gram-negativi, portando alla luce la funzione di tre nuove proteine
coinvolte nel trasporto di questa molecola attraverso i diversi compartimenti cellulari. Queste tre proteine
sono i primi componenti identificati di un macchinario proteico costituito da sette proteine, localizzate nei
diversi compartimenti dell’involucro cellulare, che permettono [’assemblaggio del LPS neosintetizzato a
livello della superficie cellulare. Questi studi iniziali hanno aperto la via e contribuito sostanzialmente alla
comprensione di un processo fondamentale della fisiologia di E. coli, rimasto per molto tempo poco
conosciuto. Parallelamente, il lavoro svolto dalla candidata si € concentrato sull’utilizzo di alcune delle
proteine interessate dallo studio fisiologico-molecolare come potenziali bersagli per lo sviluppo di molecole
razionale di nuovi farmaci antibatterici, di cui vi & urgente bisogno a causa della rapida insorgenza e
diffusione di resistenze multi-farmaco.

La candidata ha affrontato questi temi mediante approcci genetico-molecolari e di fisiologia dei
microorganismi ed ha sviluppato una notevole competenza scientifica in questi ambiti.

Caratterizzazione del sistema di trasporto del LPS.

In particolare, gli studi della candidata hanno origine da un lavoro di mutagenesi tramite minitrasposone
Tn5 che aveva permesso ’iniziale identificazione di un gruppo di nuovi geni essenziali a funzione ignota
raggruppati in un locus, denominato yrbG-yhbG (rinominato yrbG-[ptB), molto conservato tra i batteri Gram-
negativi. Nella pubblicazione n. 1 €& descritta [’analisi genetica e una preliminare indagine funzionale dei
geni del locus yrbG-yhbG. L’analisi e stata condotta attraverso la costruzione di mutanti condizionali per
ciascuno dei sei geni del locus e complementazione dei mutanti con plasmidi recanti una o piu copie di tali
geni. Questa analisi ha evidenziato la presenza di tre geni essenziali nel locus (yrbK, vhbN e yhbG) e
un’organizzazione trascrizionale che prevede almeno tre distinti operoni. L’indagine piu approfondita del




ruolo di due proteine codificate dal locus (YhbN e YhbG) é stata oggetto della pubblicazione n. 2. In questo
lavoro viene dimostrato che le proteine YhbN e YhbG sono coinvolte direttamente nel trasporto del LPS alla
membrana esterna, per questa ragione sono state rinominate rispettivamente LptA e LptB (da LPS transport;
ad oggi l'acronimo Lpt € stato assegnato ad altre 5 proteine che sono componenti della macchina di trasporto
del LPS). In questo lavoro, inoltre, viene dimostrato che |’espressione dell’operone dicistronico [ptA-IptB &
regolata dal fattore di stress extracitoplasmatico sigma-24. La regolazione del promotore [ptAp viene
analizzata in dettaglio nella pubblicazione n. 11, in cui si dimostra per la prima volta che tale promotore,
a differenza dei promotori canonici dei geni appartenenti al regulone sigma-24, € attivato specificamente
da danni a livello del LPS.

Con la pubblicazione n. 3 si dimostra che anche la proteina bitopica di membrana interna LptC
(originariamente YrbK, facente parte anch’essa del locus yrbG-IptB) & coinvolta nel trasporto del LPS.
Inoltre, i risultati ottenuti in questo lavoro dall’analisi genetica e fenotipica di mutanti condizionali per
cinque geni [pt, suggeriscono che le corrispondenti proteine appartengano ad un macchinario multiproteico
che opera come unico dispositivo deputato al trasporto di LPS attraverso il periplasma. La localizzazione
subcellulare dei componenti del sistema Lpt suggerisce inoltre un modello di come €& organizzato il
macchinario di trasporto di LPS nel tempo e nello spazio. Parte di questo lavoro € stato svolto dalla candidata
nel laboratorio del prof. T. J. Silhavy presso il Department of Molecular Biology, Princeton University (New
Jersey, USA). Ulteriori informazioni riguardo le modalita di trasporto del LPS da parte del macchinario
proteico Lpt originano dalla determinazione della struttura tridimensionale ai raggi X della proteina chiave
LptA in assenza o in presenza di LPS. Questo lavoro € argomento della pubblicazione n. 4, realizzata in
collaborazione con il Prof. Zongchao Jia (Kingston University, Canada). LptA presenta una nuova architettura
strutturale assimilabile ad un B-jellyroll leggermente ritorto. Nei cristalli ottenuti in presenza di LPS, i
monomeri di LptA sono associati a formare un filamento lineare. Questo suggerisce un possibile ruolo di
LptA nella formazione di un ponte che unisce la membrana interna ed esterna durante il trasporto del LPS
attraverso il periplasma. Le modalita di oligomerizzazione di LptA e le interazioni della proteina con il suo
ligando, il LPS, sono state analizzate anche utilizzando approcci biofisici e di spettrometria di massa
(pubblicazioni n. 13 e 22). L’architettura strutturale presente in LptA (successivamente definita “Lpt fold”)
€ adottata da altre proteine Lpt (LptC e LptD) ed € conservata anche nella proteina ortologa di LptA in
Pseudomonas aeruginosa (LptH), nonostante la bassa similarita di sequenza aminoacidica (pubblicazione n.
20). Questo dato, insieme alla capacita di LptH di supportare la crescita di mutanti di E. coli deleti in [ptA,
sottolinea l’importanza del “Lpt fold” nella costruzione del ponte di connessione tra le due membrane.
Lavori successivi del gruppo del Prof. D. Kahne (Harvard University, Boston MA) hanno dimostrato che le
sette proteine Lpt interagiscono fisicamente formando un complesso transenvelope. Questi dati biochimici
confermano i dati genetici riportati nella pubblicazione n. 3. La rilevanza fisiologica del ponte proteico tra
membrana interna ed esterna nel trasporto del LPS e supportata dalla successiva analisi di mutanti “loss-of
function” puntiformi o per delezione in [ptC, isolati e caratterizzati nelle pubblicazioni n. 9 e 12, in parte
in collaborazione con il Prof. Kahne. Tali analisi rivelano il ruolo della regione C-terminale di LptC
nell’interazione con LptA e indicano che ’assemblaggio del complesso Lpt & finemente regolato, suggerendo
che la formazione di un sub-complesso di proteine di membrana interna (il trasportatore ABC LptCBFG) sia
il prerequisito per la formazione del ponte proteico di connessione con la membrana esterna. La
pubblicazione n. 23 dimostra l'interazione funzionale delle proteine LptC e LptB e sottolinea che la
subunita ATPasica LptB gioca un ruolo fondamentale anche nell’assemblaggio del sub-complesso di
membrana interna.

Le pubblicazioni n. 6, 18, 24, 25 e 27 sono rassegne che raccolgono e commentano i recenti studi che
hanno portato alla scoperta delle proteine che costituiscono il macchinario molecolare Lpt e i sistemi di
regolazione del processo di trasporto del LPS.

Data la funzione cruciale del processo di biogenesi del LPS nei batteri Gram-negativi e la carenza di
informazioni sui meccanismi molecolari che governano la risposta globale della cellula batterica a danni
severi a carico dello strato di LPS della membrana esterna, nella pubblicazione n. 19 é stato utilizzato un
approccio di proteomica differenziale per caratterizzare la risposta di E. coli al blocco del trasporto del LPS
alla membrana esterna. L’analisi del proteoma del rivestimento cellulare di mutanti condizionali di (ptC in
condizioni non permissive ha mostrato che ’espressione di proteine appartenenti a diversi sistemi di
biogenesi delle componenti del rivestimento cellulare (sistemi di rimodellamento del peptidoglicano,
assemblaggio delle proteine di membrana esterna, divisione cellulare) e variamente modulata. Questo
lavoro apre la strada all’analisi delle interazioni reciproche tra i diversi sistemi che governano la costruzione
dell’involucro cellulare della membrana esterna in E. coli.

Accanto all’approccio proteomico, per comprendere i meccanismi che i batteri adottano per rispondere a
difetti di permeabilita e/o di assemblaggio della membrana esterna, € stato adottato un approccio genetico
isolando e caratterizzando mutanti capaci di sopprimere la sensibilita ad antibiotici causata da difetti nella
proteina essenziale LptA (pubblicazione n. 28). Il meccanismo di soppressione scoperto comporta una
delezione “in frame” di due aminoacidi in una lipoproteina di membrana esterna MlaA (VacJ). MlaA é parte



del sistema di trasporto di fosfolipidi Mla che, rimuovendo i fosfolipidi dal foglietto esterno della membrana
esterna, ne mantiene ’asimmetria.

Studio del macchinario di trasporto del LPS come bersaglio di antibiotici.

Il LPS possiede molteplici attivita biologiche: a livello dell’ospite determina [’attivazione della risposta
immunitaria innata mentre nel batterio € responsabile delle caratteristiche proprieta di barriera di
permeabilita della membrana esterna. A differenza dei processi di trasporto ed assemblaggio del LPS sulla
superficie batterica, la biosintesi di questa molecola é stata ampiamente studiata ed € nota da decenni. Per
questo motivo la maggior parte degli studi volti a identificare potenziali bersagli per nuove strategie
terapeutiche si & concentrata solo su pochi enzimi delle vie biosintetiche del LPS. La pubblicazione n. 5
una rassegna che riassume tutte le strategie terapeutiche mirate a combattere le infezioni causate da
batteri Gram-negativi attraverso l'identificazione di inibitori della biosintesi di un monosaccaride essenziale
che costituisce la porzione interna ed invariabile del LPS (l’acido 3-deossi-D-manno-octulosonico, Kdo). Il
locus yrbG-IptB di E. coli comprende due geni (kdsD e kdsC) che codificano per due enzimi coinvolti nella
biosintesi del Kdo. In particolare, la candidata ha partecipato alla caratterizzazione di kdsD, che codifica
per una D-arabinosio 5P isomerasi (API), responsabile della conversione dello zucchero D-ribulosio 5-fosfato
(Ru5P) in D-arabinosio 5-fosfato (A5P), nel primo passaggio di biosintesi del Kdo. Nei batteri Gram-negativi
gli enzimi API, che possono trovarsi insieme a uno o piu ortologhi funzionanti, hanno un ruolo essenziale e
questo li rende bersagli ottimali per nuovi farmaci antibatterici in contrapposizione agli antibiotici
tradizionali che hanno come bersaglio i processi cellulari principali come la replicazione o la biosintesi del
peptidoglicano. L’enzima KdsD di E. coli & stato caratterizzato dal punto di vista biochimico e strutturale
tramite la risoluzione della struttura tridimensionale ai raggi X, in collaborazione con il gruppo del Prof.
Martino Bolognesi dell’Universita di Milano (pubblicazione n. 8), quale prerequisito fondamentale per la
progettazione e la sintesi di inibitori mediante “rational drug design”. Inoltre, nelle pubblicazioni n. 7 e
10 viene descritto l'utilizzo della Saturation Transfer Difference (STD) NMR per lo studio delle interazioni
dell’enzima rispettivamente di E. coli e P. aeruginosa, con il substrato naturale e alcuni analoghi. Tali studi
sono stati intrapresi per identificare i requisiti strutturali necessari all’enzima per il riconoscimento e il
legame dei substrati. Da questi lavori emerge 'importanza della regione che comprende le posizioni 1 e 3
e del gruppo 5-fosfato per il legame dei substrati naturali a KdsD. Invece le regioni comprendenti i residui
2 e 4 non sembrano essenziali per ’interazione con ’enzima. Le condizioni messe a punto in questi lavori
possono essere sfruttate per U’analisi di librerie chimiche di potenziali inibitori di APl e per la progettazione
razionale di nuovi inibitori di KdsD (pubblicazioni n. 14, 15, 17).

Anche le proteine di trasporto Lpt sono dei potenziali bersagli molecolari per lo sviluppo di nuovi farmaci
antibatterici. Nella pubblicazione n. 16 sono stati determinati i parametri che governano l’interazione di
LptC con il suo ligando naturale (LPS) e con un mimetico del lipide A in grado di competere con il LPS per il
legame con la proteina LptC. Nella pubblicazione n. 26, frutto della collaborazione con il Prof. Jean Pierre
Simorre presso UInstitut de Biologie Structurale di Grenoble, sono state utilizzate una serie di tecniche
biofisiche e di NMR per identificare 'interfaccia d’interazione tra LptA e LptC e mappare le cavita
idrofobiche per ’interazione con il LPS. Questi studi aprono importanti prospettive per la progettazione di
molecole che possano inibire il processo di trasporto.

Infine, nella pubblicazione n. 21, la candidata ha contribuito alla comprensione del meccanismo d’azione
di un nuovo peptide antimicrobico (VG16KRKP) che ha come bersaglio il LPS. In questo studio, il legame tra
VG16KRKP e il suo bersaglio viene caratterizzato mediante NMR in soluzione su cellule batteriche intatte e
analisi biofisiche e di microscopia elettronica a scansione.

Accanto alle linee di ricerca tradizionali, come ricercatrice RTD-A presso il Dipartimento di Scienze
Farmacologiche e Biomolecolari dell’Universita di Milano, la candidata ha avviato un nuovo programma di
ricerca dedicato allo studio di bersagli molecolari non convenzionali (fattori di virulenza) per lo sviluppo di
nuove molecole ad azione antibatterica, in collaborazione con il gruppo della Dr.ssa Cristina Airoldi e della
Prof.ssa Laura D’Alfonso dell’Universita di Milano-Bicocca. L’oggetto principale di queste ricerche é
'utilizzo di derivati saccaridici di sintesi e di nanoparticelle funzionalizzate per contrastare le proprieta
adesive e di formazione di biofilm in E. coli e P. aeruginosa (Pubblicazioni n® 29 e 30).
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transenvelope complex. J Bacteriol. 193:1042-53.

Vincitrice del finanziamento delle attivita base di ricerca (FABBR)-MIUR 2017
(Legge di bilancio 2017).

PARTECIPAZIONE AD ATTIVITA’ DI RICERCA IN PROGETTI FINANZIATI

dal 01-09-2008
al 31-08-2010

dal 01-07-2010
al 30-06-2012

dal 01-09-2010
al 31-08-2012

Partecipazione all'attivita dell’unita di ricerca coordinata dalla Prof.ssa
Alessandra Polissi nell’ambito del progetto biennale “Essential proteins of
Pseudomonas aeruginosa outer membrane biogenesis as novel targets for
new anti-microbial drugs design and synthesis” (FFC#10/2008), finanziato
dalla Fondazione per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica (Responsabile di
progetto Prof. A. Polissi).

Partecipazione allattivita dell’unita di ricerca coordinata dalla Prof.ssa
Alessandra Polissi nell’ambito del progetto "Rational Drug Design™ (ID SAL-18
Rif. n° 16876), finanziato da Astil-Regione Lombardia (Responsabile di
progetto Prof.ssa A. Polissi).

Partecipazione allattivita dell’unita di ricerca coordinata dalla Prof.ssa



Alessandra Polissi nell’ambito del progetto biennale “Pseudomonas
aeruginosa lipopolysaccharide cell surface transport is a target process for
developing new antimicrobials” (FFC#13/2010), finanziato dalla Fondazione
per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica (Responsabile di progetto Prof.ssa A.
Polissi).

dal 08-03-2014

al 07-03-2017 Partecipazione all'attivita dell’unita operativa locale coordinata dalla
Prof.ssa Alessandra Polissi nell’ambito del progetto triennale PRIN (Progetti
di ricerca di rilevante interesse nazionale-bando 2012), dal titolo "Host-
microbe interaction models in mucosal infections: development of novel
therapeutic strategies” (Rif. 2012WJSX8K) (Responsabile di progetto: Prof.
Paolo Visca -Universita degli Studi di Roma Tre).

dal 01-09-2016 a oggi Partecipazione allattivita dell’unita di ricerca coordinata dalla Prof.ssa
Alessandra Polissi nell’ambito del progetto MSCA (Marie Sktodowska-Curie-
2016), dal titolo: "Train2Target- An integrated multidisciplinary approach
towards a new generation of antibiotics: Targeting function and cross-talk
of bacterial envelope protein machineries” (Rif.721484), finanziato dalla
Comunita Europea (Responsabile di progetto: Prof.ssa A. Polissi).

dal 01-01-2017 a oggi Partecipazione all'attivita dell’unita di ricerca della Prof.ssa Alessandra
Polissi nell’ambito progetto “From waste to Green Fashion: similpelle
vegetale da scarti di arance- ORANGE LEATHER” (ID. 187084), finanziato
dalla Regione Lombardia (Responsabile del progetto: Prof.ssa Maria Luisa
Gelmi-Universita degli Studi di Milano).

INCARICHI ISTITUZIONALI

A.A. 2017-2018 Assistenza test di ingresso della Facolta di Scienze del Farmaco, Corso di
Laurea in CTF e Farmacia, Universita degli Studi di Milano.

Dal 2018 Commissione di vigilanza per gli esami di stato | e Il sessione 2018 - e 2019
FARMACIA

PARTECIPAZIONE ALL’ ORGANIZZAZIONE DI EVENTI DIVULGATIVI

Da A.A. 2012-13
a 2013/2014 Comitato organizzativo giornata del Dipartimento di Biotecnologie e
Bioscienze “BtBs day”, Universita degli Studi Milano-Bicocca.

A.A. 2016-2017 Partecipazione all’organizzazione della giornata del Dipartimento di Scienze
Farmacologiche e Biomolecolari, “Next Step VI, la giovane ricerca avanza”,
Universita degli Studi di Milano.

2018 Partecipazione “MEETmeTONIGHT - Notte dei Ricercatori”, con uno stand
dal titolo “Il glutine: dottor Jekyll e Mister Hyde per ’intestino”.

Dal 2018 Scrittrice occasionale di post per il blog RicercaMix del Dipartimento di
Scienze Farmacologiche e Biomolecolari.

ATTIVITA’ EDITORIALE

Dal 2017 of Membro della redazione della rivista:
“Frontiers in Microbiology, section Antimicrobials, Resistance and Chemotherapy”. Frontiers in
Microbiology, ISSN: 1664-302X

Attivita di referaggio ad hoc per le seguenti riviste internazionali:

- Canadian Journal of Infectious Diseases and Medical Microbiology, ISSN 1712-9532;
- Nature Communication, ISSN 2041-1723;

- Scientific Reports, ISSN 2045-2322.



CARICHE IN SOCIETA’ SCIENTIFICHE

Dal 2006 - Membro della Societa di Microbiologia Generale e Biotecnologie Microbiche (SIMGBM).

Dal 2017 - Membro di American Society of Microbiology (ASM).

Data | 24/07/2019 Luogo [ Milano




