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Gli enzimi portano a termine una gran quantit¨ di funzioni allôinterno degli organismi 

viventi: è proprio grazie a questi potenti catalizzatori biologici che le cellule riescono a 

compiere e a controllare le reazioni chimiche loro necessarie per ricavare energia e quindi 

perpetuarsi. 

Gli aspetti più significativi riguardanti gli enzimi, che li rendono così indispensabili per la 

vita, risiedono nella loro capacità di funzionare in condizioni blande di pH e temperatura, di 

operare selettivamente su un substrato discriminando tra molecole molto simili tra loro e di 

essere regio- e stereo-specifici. 

Il presente lavoro di tesi ha come oggetto di studio proprio gli enzimi e, più in particolare, la 

determinazione per via computazionale dei meccanismi di alcune reazioni catalizzate da 

metalloenzimi. Lo sviluppo dellôhardware, contemporaneo a quello di software sempre più 

potenti e performanti, ha infatti reso possibile la trattazione quantomeccanica di sistemi di 

dimensione notevole come quella che caratterizza in genere le molecole biologiche. 

Il lavoro si prefigge di contribuire a chiarire i dettagli meccanicistici di processi catalitici 

per i quali non esistono certezze sperimentali a riguardo. Nello stesso tempo, si propone 

come scopo quello di fornire ulteriori esempi utili a dimostrare la validità e lôaffidabilità 

della metodica utilizzata per gli studi rivolti a sistemi enzimatici. 

La presente esposizione si compone di quattro capitoli. 

I primi due hanno valore  introduttivo e trattano delle caratteristiche generali degli enzimi e 

della teoria alla base della metodica utilizzata, rispettivamente. 

Il capitolo 3 espone a grandi linee la necessità di dover impiegare dei modelli di sito 

catalitico dellôenzima ed il protocollo seguito nella loro costruzione, per concludersi con 

una breve trattazione sulla necessità di operare i calcoli in fase proteica. 

Lôultimo capitolo, il capitolo 4, espone criticamente i risultati ottenuti negli studi effettuati 

che hanno riguardato in particolare: 

 

 LôInsulin-Degrading Enzyme (IDE) correlato a gravi patologie quali il Diabete 

Mellito e il Morbo di Alzheimer. 

 La Mitochondrial Processing Peptidase (MPP), appartenente anchôessa come 

lôIDE alla famiglia delle inverzincine, ¯ implicato nel corretto funzionamento dei 

mitocondri, le centrali energetiche delle cellule.  

 Una Anidrasi Carbonica di recente scoperta, presente in organismi marini quali le 

diatomee, in grado di utilizzare al posto del consueto ione Zn
2+

 lo ione Cd
2+ 

finora  

considerato tossico per ogni forma di vita. 
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1.1 Gli enzimi 

 

Ogni cellula vivente, a prescindere dalla sua origine, per poter espletare le sue funzioni e 

riprodursi necessita di un costante rifornimento di energia [1]. 

La fonte di questa energia può essere la radiazione solare o una fonte luminosa o, ancora, una 

qualche molecola ad alto contenuto energetico. 

In ogni caso, questa energia deve essere trasformata per poter essere resa fruibile e questo 

avviene grazie ad una serie di reazioni chimiche, le quali, tuttavia, nelle condizioni di 

reazione compatibili con la vita delle cellule, quantanche favorite dal punto di visto 

termodinamico, possono non esserlo da quello cinetico. 

È necessario, pertanto, che qualcosa renda tali reazioni fattibili nelle condizioni suddette ed 

in tempi compatibili con la stabilità chimica delle molecole coinvolte [2]. 

Questo compito è assolto, appunto, dagli enzimi. Tecnicamente gli enzimi possono essere 

definiti come proteine
1
 ad attività catalitica [3]. 

Lôimportanza degli enzimi ¯ tanto maggiore se si considera come da essi dipendano tutti i 

percorsi metabolici allôinterno di una cellula come pure lôaccrescimento e la duplicazione 

cellulare e funzioni come la motilità, la digestione o la trasduzione di segnali. 

Ogni cellula contiene qualche migliaio di enzimi, ognuno dei quali catalizza uno specifico 

tipo di reazione di uno o più composti (substrati) aventi qualche caratteristica comune. La 

reazione risulta essere sia regiospecifica che stereospecifica: di tutti i possibili siti di 

reazione presenti sul substrato solo uno è quello chiamato in causa nella formazione di 

prodotti aventi una ben precisa configurazione stereochimica [2]. 

Detto in altri termini, perché la funzione degli enzimi abbia un senso e sia compatibile con le 

esigenze della cellula, ognuno di essi deve essere altamente efficiente e specifico. 

Ogni enzima ha un nome sistematico, generalmente terminante con il suffisso ïasi, che ne 

identifica la specificità sia a livello di substrato che di reazione catalizzata. Alcuni enzimi, 

tuttavia, possiedono diverse denominazioni, magari perché identificati in momenti storici 

differenti o tramite differenti metodiche: si rende così necessaria una catalogazione 

sistematica che identifichi il più precisamente possibile un enzima. 

Tale catalogazione, nota come catalogazione EC, si basa su un gruppo di quattro numeri il 

primo dei quali indica la classe a cui appartiene lôenzima (vedi Tab 1). 

 

                                                           
1 Nella realtà esistono anche acidi nucleici (RNA) ad attività catalitica: i Ribozimi [4]. Tuttavia la stragrande 
maggioranza degli enzimi noti sono di natura proteica e, pertanto, la trattazione che segue riguarda principalmente 
questi. 
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Numero EC Denominazione Tipo di reazione 

1 Ossidoreduttasi Trasferimento di elettroni 

2 Transferasi Trasferimenti di gruppi 

3 Idrolasi Idrolisi 

4 Liasi 
Addizioni di gruppi a doppi legami o rimozioni di 

gruppi con formazione di doppi legami 

5 Isomerasi Isomerizzazione  

6 Ligasi Condensazione 

 

Tab. 1: Classificazione degli enzimi in base al tipo di reazione catalizzata 

 

Il secondo ed il terzo numero, invece, specificano, rispettivamente, il tipo di substrato e il 

tipo di gruppo accettore o di gruppo rimosso, mentre lôultimo ¯ un numero progressivo 

indicante lôordine di inclusione dellôenzima nella specifica sotto-sottoclasse. 

In quanto proteine, gli enzimi [5] sono costituiti da un numero variabile (da qualche a diverse 

centinaia) di amminoacidi legati tra loro attraverso un legame ammidico (peptidico) ed in 

una ben precisa sequenza (struttura primaria), specifica di ognuno di essi. 

La natura poliammidica degli enzimi riveste una grande importanza poiché  consente loro di 

avere una struttura tridimensionale con il giusto compromesso tra rigidità e flessibilità.  

Dipendentemente dalla sequenza primaria e dalla natura degli amminoacidi, ovvero se 

idrofilici o idrofobici, ogni catena polipeptidica origina delle strutture tridimensionali locali 

(struttura secondaria) come le eliche ɻ Ï É ÆÏÇÌÉÅÔÔÉ ɼȢ 1ÕÅÓÔÅ Á ÌÏÒÏ ÖÏÌÔÁ ÉÎÔÅÒÁÇÉÓÃÏÎÏ ÔÒÁ 

loro originando della strutture via via più complesse (strutture supersecondarie) fino a 

ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÌÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÒÏ ÐÏÌÉÐÅÐÔÉÄÅ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÔÅÒÚÉÁÒÉÁ Ȣ 

Le diverse catene polipeptidiche, infine, possono interagire tra loro formando il 

complesso enzimatico2 vero e proprio (struttura quaternaria). In questo caso ogni 

singola catena polipeptidica costituisce una sub-unità enzimatica.  

Talvolta, per esplicare la loro azione, gli enzimi richiedono anche la presenza di 

cofattori e/o gruppi prostetici, ovvero di molecole non proteiche o piccoli ioni metallici 

(ad esempio nel caso dei metallo-enzimi). 

Tutte queste strutture sono tenute assieme da legami cosiddetti deboli quali ponti 

disolfuro3, legami a idrogeno, interazioni ioniche e idrofobiche [6]. È importante 

                                                           
2 Esistono, naturalmente, anche numerosi esempi di proteine costituite da una singola catena polipeptidiche e 
quindi prive di una struttura quaternaria. 
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ÒÅÁÌÉÚÚÁÒÅ ÃÈÅ ÌȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÅÎÚÉÍÁ ÎÁÔÉÖÏȟ ÐÒÏÖÏÃÁÔÁ ÄÁ ÁÇÅÎÔÉ 

esterni o anche per modifica di uno solo degli amminoacidi che lo costituiscono, può 

comportare la perdita completa della sua funzionalità [7]. 

In quanto catalizzatori gli enzimi agiscono sulla cinetica della reazione abbassandone 

lôenergia di attivazione o promuovendo un differente meccanismo ad energia minore rispetto 

la reazione non catalizzata (Fig. 1), senza tuttavia partecipare formalmente ad essa. 

La loro azione, pertanto, si esplica solo a livello di velocità di reazione che risulta 

ÁÃÃÅÌÅÒÁÔÁȟ ÍÅÎÔÒÅ ÎÏÎ ÓÉ ÈÁ ÁÌÃÕÎ ÅÆÆÅÔÔÏ ÓÕÌÌȭÅÑÕÉÌÉÂÒÉÏ ÔÅÒÍÏÄÉÎÁÍÉÃÏȢ 

 

Fig. 1: Profili energetici di una reazione in presenza ed in assenza di un enzima 

 

Questo è reso possibile in quanto lôazione enzimatica si esplica principalmente a livello di 

entropia di reazione [5]: tutti i gruppi chimici necessari e responsabili della reazione, 

appartenenti tanto allôenzima quanto al substrato, sono posizionati al punto giusto, nella 

corretta orientazione e alle giuste distanze perché essa abbia luogo. 

Si ha, inoltre, un effetto anche sulla entalpia della reazione. Lôinterazione tra lôenzima ed il 

suo substrato, infatti, rende questôultimo pi½ attivo e può distorcerne la conformazione. 

È importante, in ogni caso, che le interazioni tra enzima e substrato non risultino troppo forti, 

sia per quanto concerne il complesso iniziale che per tutte le altre tappe del meccanismo 

catalitico: in caso contrario, uno o più stadi del meccanismo sarebbero stabilizzati troppo e 

lôenzima perderebbe di efficacia. 

                                                                                                                                                      
3 Anche se questo è un esempio di legame covalente, il ponte disolfuro è piuttosto labile a causa della facilità con 
cui è possibile ridurre lo zolfo; anche shock termici possono provocare la rottura di tale legame. 

http://it.wikipedia.org/wiki/File:Diagramma_attivazione.svg
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La catalisi ha luogo in una specifica regione dellôenzima denominata cavità catalitica o 

centro attivo, mentre gli amminoacidi specificatamente coinvolti nellôinterazione con il 

substrato e nel processo catalitico costituiscono il sito attivo. 

Gli enzimi, infatti, risultano in genere molto più grandi dei loro substrati per poter soddisfare 

la grande richiesta entropica legata alla costituzione del centro attivo e la sua conservazione 

[2,8,9]. Inoltre, essi necessitano di regioni di riconoscimento per il substrato e per 

lôinterazione con altre biomolecole presenti nella cellula [10]. 

In particolare, lôattivit¨ enzimatica [5] pu¸ essere modulata dallôinterazione con tali 

biomolecole (effettori allosterici) che possono fungere anche da promotori o da inibitori. Il 

meccanismo più semplice con cui queste biomolecole agiscono consiste in un semplice 

cambiamento conformazionale che comporta una riorientazione di residui coinvolti nella 

catalisi. 

Sono possibili, tuttavia, specie per quel che concerne lôinibizione, anche altri meccanismi 

come la competizione per il sito di legame del substrato (inibizione competitiva) oppure la 

formazione di una supramolecola con il complesso enzima-substrato (inibizione 

acompetitiva) che risulta inattivo. Può anche accadere che il prodotto finale di una via 

metabolica inibisca un qualche enzima a monte (inibizione da feedback negativo) mentre un 

eccesso di reagente la promuova. 

La catalisi può avvenire attraverso diversi meccanismi [2]: se promossa da ioni H
+
 o OH

-
 

prende il nome, rispettivamente, di catalisi acida specifica e catalisi basica specifica, mentre 

se promossa da un acido generico o una base generica prende il nome di catalisi acida 

generale o catalisi basica generale; quando invece è operata da un nucleofilo con 

formazione di un intermedio transiente in cui lôenzima ¯ legato in maniera covalente al 

substrato o con cessione di densità elettronica ci si riferisce ad essa con il termine di catalisi 

nucleofilica o covalente; se, infine, il meccanismo prevede la sottrazione di densità 

elettronica, come ad esempio in presenza di metalli che stabilizzino cariche elettriche 

negative o acquistino elettroni, si parla di catalisi elettrofilica. 

Naturalmente nel caso degli enzimi possono benissimo operare più meccanismi in sinergia 

tra loro durante il ciclo catalitico. 

Per stabilire come opera un enzima è dunque necessario non solo conoscere la struttura 

nativa dellôenzima, ma anche se esso si avvale di cofattori e di quali. 

Nel caso dei metalloenzimi, poi, anche altre questioni come la localizzazione del sito 

catalitico, lôidentit¨ del metallo e il suo stato di ossidazione, la stechiometria, la natura dei 

leganti e la loro identità assumono particolare rilievo.  
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Inoltre, risulta ugualmente determinante conoscere le strutture degli enzimi con i suoi 

substrati e tutti gli intermedi della reazione e i prodotti. 

Determinare queste strutture [9], tuttavia, non è cosa né semplice né banale. 

La determinazione della struttura dellôenzima nativo ed i suoi particolari strutturali, ad 

esempio, possono essere ricavati da esperimenti di diffrattometria ai raggi x [11], dopo però 

che questo sia stato isolato, purificarlo al 100 %  in quantità apprezzabile, precipitato in 

modo da ottenere i cristalli per lôesperimento curando di non denaturare lôenzima!!!  

Alcuni dettagli del meccanismo possono essere dedotti da misure della cinetica di reazione in 

differenti condizioni: ad esempio variando il pH o la forza ionica del solvente o impiegando 

tecniche isotopiche o, ancora, ricorrendo allôimpiego di inibitori. 

Spesso i substrati delle reazioni enzimatiche sono altre proteine o biomolecole prive di una 

qualche caratteristica chimico-fisica facilmente misurabile. 

Questo comporta una duplice difficoltà nel condurre esperimenti di cinetica enzimatica 

giacché il substrato naturale, se molto complesso, è difficile da sintetizzare in laboratorio. Per 

poter essere impiegato, quindi, sono richiesti il suo isolamento e la sua purificazione da fonti 

naturali con conseguente aumento dei costi economici dellôesperimento. In secondo luogo, è 

necessario poter seguire nel tempo il decorso della reazione e questo può essere fatto solo 

monitorando una qualche proprietà chimico-fisica, ad esempio spettroscopica, correlata alla 

reazione. In aggiunta, lôalta efficienza degli enzimi costringe a dover ricorrere a tecniche 

analitiche che siano in grado di fornire una risposta in tempi adeguati. 

Queste difficoltà possono essere aggirate ricorrendo substrati modello per effettuare le 

misure cinetiche. Questi presentano anche un vantaggio aggiuntivo perché permettono di 

variare i parametri chimico-strutturali del substrato, traendone importanti indizi sul 

meccanismo enzimatico. 

Anche lôutilizzo di forme enzimatiche mutate risulta di grande aiuto nella determinazione del 

meccanismo in quanto consente di individuare gli amminoacidi importanti per lôazione 

catalitica attraverso, ad esempio, la conduzione di esperimenti di cinetica enzimatica. In più, 

grazie a questa metodica, si può sperare di determinare la struttura del complesso enzima-

substrato naturale o di qualche altro intermedio del ciclo catalitico.  

Anche in questi casi, tuttavia, ¯ facile ottenere falsi indizi in quanto lôimportanza di un 

particolare amminoacido può dipendere da un suo ruolo strutturale e non da un diretto 

coinvolgimento nel meccanismo. Inoltre, anche se la mutazione interessasse realmente un 

amminoacido importante per la catalisi, può darsi che questa si ripercuoti in maniera 

massiccia sullôintera geometria del sito catalitico: la struttura cos³ ottenuta pu¸ risultare non 

pi½ conforme allôoriginale. 
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In ogni caso, i dati ottenuti sperimentalmente con le varie metodiche, combinati insieme, 

conducono allôelaborazione di unôipotesi per il meccanismo di reazione seguito dallôenzima. 

Spesso, tuttavia, non cô¯ modo di verificare tale ipotesi. 

A tal proposito, per¸, lôutilizzo di tecniche informatiche e pi½ specificatamente di codici di 

calcolo basati sulla teoria quantomeccanica consente di superare questo ostacolo [12-21]. 

La simulazione al computer permette, infatti, contrariamente allôesperimento, non solo la 

determinazione degli intermedi stabili di reazione ma anche quella degli stati di transizione 

consentendo cos³ la definizione dellôintero meccanismo catalitico. 

La conoscenza del meccanismo catalitico degli enzimi riveste particolare importanza per le 

possibili ricadute non solo limitate alle applicazioni industriali ma anche in campo 

farmacologico, medico, ambientale, economico e sociologico.  

Infatti, sta assumendo un'importanza sempre crescente la possibilità di produrre catalizzatori 

con le proprietà volute attraverso la modifica di enzimi già esistenti o creando sistemi 

chimici che li imitino. In tal senso lôapplicazione di modelli teorici pu¸ risultare determinante 

soprattutto nella fase predittiva indirizzando la ricerca ad opportuni esperimenti e limitando, 

di conseguenza, le spese per apparecchiature costose. 

 

1.2 Cinetica enzimatica 

 

La cinetica enzimatica [5] si basa sulla ipotesi di L. Michaelis e M. Menten ed è valida per 

enzimi non allosterici (enzimi la cui attività non dipende da regolatori) operanti su un singolo 

substrato. 

In pratica, secondo tale ipotesi, la reazione catalizzata procede attraverso due semitappe, la 

prima delle quali, veloce, consiste nella formazione del complesso enzima-substrato ( ), 

mentre la seconda, lenta e cineticamente limitante, nella conversione di  nei prodotti 

(E+P):  

 

 

 

Nellôequazione  è la costante per la formazione di ,  la costante di dissociazione 

di ,  la costante per la conversione di  nei prodotti e  la costante per la 

riconversione dei prodotti in . Spesso,  è indicata anche come  o numero di turn-
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over, rappresentando il numero di molecole di substrato convertite nellôunit¨ di tempo per 

molecola di enzima. 

La velocità della reazione è così determinata dalla velocità di scomparsa del complesso : 

 

 

 

Inoltre, poiché la concentrazione del substrato varia con il procedere della reazione, si 

effettuano misure della velocità iniziale . 

Questo consente anche di trascurare , in quanto la concentrazione dei prodotti è piccola, e 

di  esprimere  come: 

 

 

 

Introducendo lôipotesi di stato stazionario per , si ottiene 

 

 

 

Posto che , dove  è la quantità totale di enzima e risolvendo in 

funzione di , si ricava 

 

 

 

dove 

 

 

 

è la costante di Michaelis-Menten ed ¯ una misura dellôaffinit¨ dellôenzima per il substrato: 

più basso è il suo valore maggiore ¯ lôaffinit¨. 

La velocità della reazione può così riscriversi 

 

 



9 
 

Per bassi valori di , lôenzima libero E ¯ in eccesso e la sua concentrazione può 

considerarsi costante: la velocità di reazione mostra così un andamento lineare (Fig. 2). 

Tuttavia, allôaumentare della concentrazione del substrato, la velocit¨ di reazione aumenta 

fino ad un valore massimo , a cui tende asintoticamente, perdendo di linearità. 

Questo dipende dal fatto che, mano a mano che aumenta , sempre più molecole di enzima 

formano il complesso  finch® tutto lôenzima libero ¯ consumato e la velocit¨ risulta 

indipendente da . Lôenzima ¯ cos³ detto saturo. 

I due più importanti parametri cinetici di un enzima sono quanto rapidamente raggiunge la 

saturazione (ovvero il valore di ) e quale è la  (legata invece al valore di ) che può 

raggiungere.  

Il rapporto tra  e  definisce una nuova costante, la costante di specificità e rappresenta 

una misura dellôefficienza catalitica di un enzima. Il massimo teorico di questa costante ¯ 

chiamato limite di diffusione e vale 10
-8
-10

-9
 M

-1
 s

-1
: in questo caso ogni collisione tra enzima 

e substrato ha come effetto la formazione dei prodotti. Enzimi che possiedono una tale 

efficienza sono detti cataliticamente perfetti.  

In condizioni di saturazione la velocità può essere espressa come: 

 

 

 

e la velocità come 

 

 

 

In particolare, quando  risulta 

 

 

 

La , dunque, è pari a quel valore di  per il quale la velocità della reazione è pari a metà 

della velocità massima. 

I valori di  e  possono, quindi, essere ricavati sperimentalmente dal grafico della 

velocità. Tuttavia, poiché la velocità tende asintoticamente al suo massimo (Fig. 2), la 

determinazione di  è soggetta ad imprecisioni. 

 



10 
 

 

Fig. 2: Andamento della velocità di reazione enzimatica in funzione della concentrazione di substrato . 

Questa difficolt¨ pu¸ essere eliminata linearizzando lôequazione della velocit¨: 

 

 

 

Lôequazione cos³ riscritta rappresenta una retta in un grafico in cui in ascisse sono riportati i 

valori di 1/  e in ordinate quelli di 1/ . Per tale motivo tale grafico è noto come grafico 

dei doppi reciproci o di Lineawever-Burk. 

Lôintercetta delle ordinate fornisce il valore di  mentre quella delle ascisse il valore di 

 (Fig. 3). 

I valori di  e , naturalmente, sono ottenuti per estrapolazione poiché 1/  non può 

essere né nullo né tantomeno assumere valori negativi. 

 

 

Fig. 3: Diagramma di Lineweaver-Burk o dei doppi reciproci 

http://it.wikipedia.org/wiki/File:Michaelis-Menten.png
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2.1 Lôequazione di Schrödinger nellôapprossimazione di Born-Oppenheimer 

 

La descrizione di un sistema microscopico può essere adeguatamente effettuata ricorrendo ad 

equazioni quantomeccaniche agli autovalori [1-4]. 

Nel caso di una molecola contenente N elettroni ed M nuclei, ad esempio, per la descrizione 

di fenomeni non relativistici ed indipendenti dal tempo, è possibile scrivere, facendo uso 

delle unità atomiche
4
, la seguente equazione per lôenergia del sistema (equazione di 

Schrödinger) [5]: 

 

 

 

dove:  [ ¯ lôoperatore Hamiltoniano per lôenergia 

 mA la massa del nucleo A 

  è, in coordinate cartesiane, lôoperatore derivata seconda  

 ZA e ZB, rispettivamente, le cariche del nucleo A e del nucleo B 

r iA, r ij  e RAB, rispettivamente, le distanza dellôelettrone i dal nucleo A, tra gli elettroni 

i e j e tra i nuclei A e B 

E è autovalore dellôautofunzione, ovvero lôenergia del sistema in esame 

 

Il simbolo  ¯ utilizzato per designare lôautofunzione soluzione dellôequazione e 

descrittiva del sistema; essa è funzione e delle coordinate degli elettroni ri e delle coordinate 

nucleari RA. 

Lôespressione dellôoperatore Hamiltoniano risulta essere formata da più termini i primi due 

dei quali rappresentano, rispettivamente, lôenergia cinetica degli elettroni e lôenergia cinetica 

dei nuclei, mentre i restanti tre termini energetici, rispettivamente, lôattrazione nuclei-

elettroni, la repulsione interelettronica e la repulsione internucleare. 

Lôequazione di Schrödinger può essere semplificata [6,7] se si considera che il rapporto tra la 

massa del nucleo e dellôelettrone ¯ circa 1800: i nuclei, dunque, possono essere considerati 

                                                           
4 Secondo queste unità ogni costante fisica è espressa come multiplo o combinazione di costanti fondamentali 
quali meΣ ƚΣ пˉʶ0, |e| che assumono tutte il valore 1Φ [ΩŜƴŜǊƎƛŀΣ ǇŜǊǘŀƴǘƻΣ Ǌƛǎǳƭǘŀ ŜǎǎŜǊŜ ŜǎǇǊŜǎǎŀ ƛƴ 9h (Hartree; 1 Eh 
= 27,211 eV o 627,51 kcal/mol). 
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fermi rispetto agli elettroni. Il termine relativo allôenergia cinetica dei nuclei 

nellôHamiltoniano ¯, pertanto, trascurabile, mentre il termine relativo alla repulsione 

internucleare si traduce in un termine costante. Si ottiene, così, il cosiddetto Hamiltoniano 

elettronico: 

 

 

 

Lôautofunzione e lôautovalore di questa equazione dipendono entrambe in maniera 

parametrica dalle coordinate nucleari: cambiando queste cambiano sia lôespressione di 

 che il valore di . 

Nella realtà, la soluzione di questo problema agli autovalori, così come quello coinvolgente 

lôHamiltoniano esatto, non produce unôunica soluzione bens³ un insieme non limitato di 

autofunzioni, tutte ortogonali tra loro e linearmente indipendenti. 

Le autofunzioni  dellôHamiltoniano esatto Ǧ possono essere espresse, quindi, come 

combinazione lineare delle : 

 

 

 

dove  sono i coefficienti dellôespansione dipendenti dalle coordinate nucleari. 

Introducendo lôipotesi che il moto nucleare non accoppi differenti stati elettronici 

(approssimazione adiabatica)
5
 ¯ possibile limitare lôespansione al solo primo termine: 

 

 

 

Detto in altri termini, introdurre lôapprossimazione adiabatica equivale ad affermare che i 

moti elettronici e nucleari possono essere separati e le autofunzioni dellôHamiltoniano esatto 

espresse come prodotto di autofunzioni elettroniche e nucleari. 

Lôequazione esatta del sistema può, pertanto, essere riscritta come: 

 

                                                           
5 Tale ipotesi è tanto più valida quanto più gli stati elettronici sono separati in energia e dunque, in special modo, 
per lo stato fondamentale. 
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dove si è posto  

 

 

 

Moltiplicando la precedente espressione per  ed integrando rispetto alle coordinate 

elettroniche, si ottiene: 

 

 

 

che ¯ unôequazione agli autovalori con autofunzioni . 

Questa equazione contiene un operatore differenziale la cui espressione cambia al variare di 

R a causa della dipendenza di  dalle coordinate nucleari. 

Tuttavia, poiché i nuclei sono molto più pesanti degli elettroni, è ragionevole assumere che 

 cambi molto poco in funzione di R (approssimazione di Born-Oppenheimer) e 

che pertanto le sue derivate prima e seconda siano trascurabili. 

Si può così scrivere: 

 

 

 

Lôequazione di Schrödinger per il sistema completo può così essere espressa come: 
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Questa equazione equivale a dire che le  possono essere interpretate come funzioni 

dôonda descriventi i moti molecolari che avvengono su una superficie di energia potenziale 

. I nuclei, pertanto, nellôapprossimazione di Born-Oppenheimer si muovono lungo 

una superficie di energia potenziale ottenuta risolvendo lôHamiltoniano elettronico. 

Le soluzioni dellôequazione di Schrödinger nucleare descrivono vibrazioni, traslazioni e 

rotazioni di una molecola che si trova nel particolare stato elettronico (solitamente lo stato 

fondamentale) considerato. 

 

2.2 Ipersuperfici  

 

La rappresentazione grafica della variazione di  in funzione delle coordinate nucleari 

genera una cosiddetta ipersuperficie, in virtù della dipendenza dai numerosi parametri 

geometrici
6
. 

Ad ogni stato elettronico può essere associata una differente ipersuperficie [7], ognuna delle 

quali presenterà punti di massimo e minimo relativi in corrispondenza di particolari valori 

dei parametri geometrici che rappresentano i valori di equilibrio [4]. 

In corrispondenza di tali punti deve risultare , per ognuna delle coordinate 

nucleari Ri: tutte le componenti del vettore gradiente, calcolate in siffatti punti, devono essere 

nulle. 

Ora, la derivata prima dellôenergia potenziale ¯ pari alla forza applicata cambiata di segno: 

dire, cioè, che la derivata prima è nulla in quel punto significa dire che anche le forze che lì 

agiscono sono nulle. Il punto è detto così stazionario.  

Tuttavia, per poter distinguere tra punti di minimo e di massimo non è sufficiente considerare 

solo il vettore gradiente ma ¯ necessario ricorrere alle derivate seconde dellôenergia 

potenziale [8]: se tali derivate sono tutte positive allora il punto in questione è un minimo, 

viceversa se qualcuna di queste derivate è negativa, allora si avrà un punto di massimo. 

Le derivate seconde possono essere organizzate in una matrice nota come matrice Hessiana. 

Lôespressione analitica esatta di  non è però nota: essa può essere, tuttavia, 

approssimata mediante unôespansione in serie di Taylor intorno ad un punto stazionario [4]. 

Limitandosi al termine quadratico (approssimazione armonica):  

 

                                                           
6 [ΩƛǇŜǊǎǳperficie per una generica molecola contenente M nuclei può essere costruita riferendosi alle 3M 
coordinate cartesiane. Tuttavia, risulta più conveniente utilizzare un sistema di 3M-6 coordinate interne, 
separando i moti vibrazionali da quelli traslazionali Ŝ ǊƻǘŀȊƛƻƴŀƭƛ όƴŜƭƭΩŀǇǇǊƻǎǎƛƳŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǊƻǘƻǊŜ ǊƛƎƛŘƻύ ώфϐΦ 
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Lôequazione di Schrödinger nucleare diventa allora 

 

 

 

 

 

 

 

Introducendo le coordinate pesate sulla massa  definite in termini di 

spostamento dal punto di equilibrio invece che in termini di posizione assoluta, si ottiene 

 

 

 

dove H è la matrice Hessiana e la sommatoria al primo termine si estende ora su tutte le 3M 

coordinate cartesiani nucleari. 

Se a questo punto si opera una trasformazione unitaria che diagonalizzi H, trasformando gli 

spostamenti nucleari in coordinate normali Q 

 

   

 

 

 

si ottiene 
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e  

 

 

 

che sostituiti nellôequazione di Schrödinger nucleare danno 

 

 

 

Questôultima equazione mostra come lôHamiltoniano possa essere espresso come somma di 

3M Hamiltoniani indipendenti, ognuno dei quali conduce a unôequazione agli autovalori 

indipendente
7
. 

Nel contempo la funzione dôonda pu¸ essere espressa come prodotto di funzioni dôonda, 

ognuna dipendente da una singola coordinata normale. 

 

 

 

    

 

Consideriamo, ora, il caso di una generica reazione chimica: alcuni legami si rompono ed 

altri si formano. Tutto ciò significa spostarsi da un punto di minimo ad un altro punto di 

minimo nellôipersuperficie passando per un punto di massima energia o stato di transizione. 

(Fig. 3) 

I modi di connessione di tali minimi, tuttavia, risultano essere molteplici rendendo necessaria 

così una più rigorosa definizione per lo stato di transizione: esso è il massimo lungo il 

cammino a minima energia. In altre parole, lo stato di transizione è un punto di sella di 

ordine uno. 

Tradotto in termini matematici, gli autovalori ki della matrice Hessiana devono risultare tutti 

positivi eccetto uno.  

                                                           
7 /ƛŀǎŎǳƴŀ Řƛ ǉǳŜǎǘŜ оa ŜǉǳŀȊƛƻƴƛ ŝ ƛƴ ǊŜŀƭǘŁ ǳƴΩŜǉǳŀȊƛƻƴŜ Řƛ {ŎƘǊƻŜŘƛƴƎŜǊ ǇŜǊ ǳƴ ƻǎŎƛƭƭŀǘƻǊŜ ŀǊƳƻƴƛŎƻ όǳƴŀ Ƴƻƭƭŀύ 

con costante di forza k (ovvero gli autovalori della matrice Hessiana)  e frequenza .  
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Ma, poiché tali autovalori 

corrispondono alle costanti di forza 

dei modi normali di vibrazione della 

molecola, dire che un autovalore 

assume segno negativo equivale a 

dire che quel modo normale di 

vibrazione ha una frequenza 

immaginaria. 

Lo stato di transizione, dunque, può 

essere identificato da una frequenza 

di vibrazione immaginaria. 

Visualizzare il profilo energetico di una reazione, o più esattamente del meccanismo preso in 

considerazione, risulta pressoché impossibile utilizzando lôipersuperficie a causa della sua 

elevata dimensionalità; tuttavia, ritagliandola lungo il cammino di reazione ed appiattendola 

in un piano è possibile ottenere la canonica rappresentazione bidimensionale della variazione 

di energia in funzione della coordinata di reazione, definendo questôultima come lôinsieme 

dei parametri geometrici che variano nel corso della reazione. 

 

2.3 Risolvere lôequazione di Schrºdinger elettronica: il determinante di Slater 

 

Lôimportanza di risolvere lôequazione di Schrºdinger per gli elettroni ¯ argomento che 

discende direttamente da quanto finora esposto. 

Risolvere tale equazione, però, non è cosa né semplice né banale, poiché richiede la 

formulazione esplicita sia dellôHamiltoniano corrispondente che delle sue autofunzioni. 

Nel caso di sistemi monoelettronici, tuttavia, si può pervenire facilmente ad una risoluzione 

esatta del problema, giacch® lôHamiltoniano risulta essere semplificato dallôassenza di 

interazioni tra elettroni, ovvero il termine contenente lôoperatore  è assente. 

Nel caso pi½ frequente di sistemi a pi½ elettroni, per¸, lôimpossibilit¨ di determinare le 

posizioni relative degli elettroni e la loro evoluzione nel tempo rende impossibile valutare 

esattamente tale termine: è necessario, dunque, introdurre delle approssimazioni. 

La più semplice delle approssimazioni consiste nel considerare il sistema plurielettronico 

come costituito da elettroni non-interagenti [2]. 

Fig. 3:  Rappresentazione grafica di una ipersuperficie con 
evidenziati i punti di massimo, di minimo e di sella. 
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Una prima conseguenza di tale approssimazione è quella che si riflette nellôespressione delle 

autofunzioni che possono così essere fattorizzate come prodotto di funzioni, ognuna delle 

quali dipendenti da un singolo elettrone (prodotto di Hartree) [10-12] 

 

 

 

Ognuna di delle űi(ri) è in realtà formata dal prodotto di una funzione dipendente dalle 

coordinate spaziali dellôelettrone (spatial orbitals
8
) e di una funzione dello spin

9
. Tale 

prodotto è indicato come spin orbitals
10

. 

 

 

 

 

Per comodità di calcolo gli spin orbitals sono assunti essere ortonormali, ovvero 

 

 

 

Il prodotto di Hartree, però, soffre di un problema di fondo: viola lôindistinguibilit¨ degli 

elettroni poiché assegna uno specifico elettrone ad una specifica funzione. Inoltre, per gli 

elettroni vale il principio di antisimmetria per cui la funzione dôonda deve cambiare di segno 

per effetto dellôinterscambio delle coordinate di una qualsiasi coppia di elettroni [13]. 

 

 

 

Il prodotto di Hartree viola anche tale principio. Esso, pertanto, risulta non essere una buona 

funzione dôonda per il sistema. Scegliendo per¸ unôopportuna combinazione lineare dei 

prodotti di Hartree ottenuti tramite tutti i possibili interscambi delle ri, è possibile ottenere 

una nuova funzione dôonda che rispetti il principio di antisimmetria [14]. 

                                                           
8 Un Orbitale spaziale è una funzione che descrive la distribuzione spaziale di un elettrone tale che  
ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ƭŀ ǇǊƻōŀōƛƭƛǘŁ Řƛ ǘǊƻǾŀǊŜ ƭΩŜƭŜǘǘǊƻƴŜ ƴŜƭ ǾƻƭǳƳŜ Řƛ ǎǇŀȊƛƻ ŘˍΦ 
9 Nella trattazione non-ǊŜƭŀǘƛǾƛǎǘƛŎŀ ƭΩIŀƳƛƭǘƻƴƛŀƴƻ ƴƻƴ ŘƛǇŜƴŘŜ ŘŀƭƭŜ ŎƻƻǊŘƛƴŀǘŜ Řƛ ǎǇƛƴΣ Ŏƻǎŀ ǉǳŜǎǘŀ ŎƘe consente 
di separare le variabili spaziali da quelle di spin. 
10 Per sistemi plurielettronici monoatomici gli spin orbitals sono approssimati con gli orbitali atomici idrogenoidi, 

mentre per sistemi plurielettronici pluriatomici sono generalmente formati da combinazioni lineari di orbitali 
atomici idrogenoidi centrati sui diversi atomi. Gli spin orbitals che differiscono solo per la funzione di spin sono 
indicati come restricted, mentre se differiscono anche per la funzione spaziale sono indicati come unrestricted. 
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La funzione dôonda cos³ ottenuta pu¸ essere rappresentata in termini di un determinante noto 

come determinante di Slater [15,16] 

 

 

 

dove il termine  è un fattore di normalizzazione. 

Il determinante di Slater può essere rappresentato anche con una notazione più compatta, 

come 

 

 

 

In questo caso il fattore di normalizzazione è sottointeso, mentre il ket contiene gli elementi 

diagonali del determinante. Poiché lo scambio di due colonne nel determinante provoca un 

cambio di segno della funzione, lôordine in cui compaiono le funzioni riveste grande 

importanza. 

La bont¨ della scelta fatta utilizzando una particolare funzione dôonda, approssimazione 

dellôesatta funzione dôonda dello stato fondamentale del sistema, può essere testata attraverso 

il principio variazionale per il quale il valore di aspettazione dellôHamiltoniano ¯ un limite 

superiore dellôenergia esatta del sistema, purch® la funzione di prova sia normalizzata ed 

obbedisca alle appropriate condizioni al contorno. 

 

 

 

La migliore funzione dôonda possibile per la descrizione dello stato fondamentale di un 

sistema, dunque, ¯ quella che minimizza lôenergia. 

Nel caso di un determinante di Slater la flessibilità variazionale è data solo dalla scelta degli 

spin orbitals. 
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2.4 Il metodo Hartree-Fock 

 

I risultati ottenuti con lôapprossimazione di elettroni non-interagenti sono piuttosto distanti 

dal ragionevole errore (1-2 kcal): se valutare esattamente il termine di repulsione 

interelettronica risulta impossibile, trascurarlo del tutto non conduce a risultati migliori 

[1,3,17,18]. 

Ciononostante il determinante di Slater risulta essere un buon punto di partenza per ottenere 

approssimazioni migliori. 

Ricordando lôespressione dellôHamiltoniano completo 

 

 

 

dove   è il cosiddetto Hamiltoniano di core e descrive lôenergia 

cinetica e lôenergia potenziale dellô i-esimo elettrone nel campo dei nuclei (il ñcoreò 

appunto): esso è pertanto un operatore monoelettronico. 

Il valore di aspettazione E0 per lôenergia dello stato fondamentale risulta essere 

 

 

 

 

La minimizzazione di  sotto il vincolo che le  siano ortonormali conduce alle ben 

note equazioni di Hartree-Forck 

 

 

 

dove 

 

 



24 
 

è il termine di Coulomb, ovvero il potenziale monoelettronico ottenuto mediando sulle 

coordinate spaziali e di spin le repulsioni tra gli elettroni i e j, pesato sulla probabilità che 

lôelettrone j occupi lôelemento di volume  intorno a . Sommando su  si ottiene il 

potenziale medio che agisce su un elettrone in  derivante dagli altri N-1 elettroni
11

. 

Poiché il risultato dellôapplicazione di tale potenziale sullo spin orbital  dipende 

solamente dal valore che assume nel punto ,  è detto locale. 

Il secondo termine di sommatoria non ha, invece, un corrispettivo ñclassicoò e pu¸ essere 

definito solo dallôeffetto che opera sulla . 

 

 

 

Esso è indicato come operatore di scambio in quanto porta allo scambio delle variabili negli 

spin orbitals  e e deriva dalla natura antisimmetrica del determinante e dal fatto che il 

moto di elettroni con spin uguale risulta essere correlato. Poiché il risultato dellôapplicazione 

di  su  dipende dal valore di  nello spazio, tale termine è indicato anche 

come potenziale non-locale. 

Definendo lôoperatore di Fock come somma dellôoperatore Hamiltoniano di core  e di 

un effettivo potenziale monoelettronico (potenziale di Hartree-Fock) , ovvero 

 

 

 

essendo  

 

 

 

¯ possibile riscrivere lôequazione di Hartree-Fock come unôequazione agli autovalori 

 

 

 

                                                           
11 Considerare nella sommatoria anche il termine i=j sembrerebbe un non senso dal punto di vista fisico poiché tale 

termine rappresenterebbe la repulsione di un elettrone per sé stesso. Tuttavia questo stesso termine risulta essere 
uguale, a meno del segno, a quello derivante dalla sommatoria su Ki Ŏƻƴ ƛƭ Ǌƛǎǳƭǘŀǘƻ ŦƛƴŀƭŜ ŎƘŜ ƭΩƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ǘŀƭƛ 
termini non altera la definizione del potenziale di Fock. 
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con gli autovalori  rappresentanti le energie degli spin orbitals
12

.  

Nella realt¨ lôequazione di Hartree-Fock è una pseudo-equazione agli autovalori in quanto 

lôoperatore di Fock, attraverso lôespressione di , dipende dalle sue soluzioni .  

Detto in altri termini, lôequazione di Hartree-fock non ¯ unôequazione lineare e per essere 

risolta richiede una procedura iterativa nota come Self-consistent field (SCF). Ciononostante, 

il metodo Hartree-Fock ha il merito di sostituire il complicato problema a più elettroni con 

un problema monoelettronico in cui si tiene conto della repulsione interelettronica in maniera 

mediata. 

Lôimpiego di un determinante di Slater come approssimazione della funzione dôonda esatta, 

infatti, consente di catturare molta parte della fisica dei sistemi plurielettronici, risultando 

tuttavia in unôenergia calcolata per il sistema in esame sempre superiore alla vera energia. 

La differenza tra lôesatto valore di energia e quello calcolato rappresenta la cosiddetta 

energia di correlazione, la quale risulta essere sempre negativa. 

Questa differenza tra valore calcolato e valore reale può essere attribuita principalmente alla 

repulsione istantanea degli elettroni, non considerata nellôespressione del . In pratica 

nello schema HF gli elettroni sono spesso troppo vicini lôun lôaltro con conseguente 

repulsione troppo elevata e sovrastima dellôenergia cinetica, mentre lôattrazione nucleo 

elettrone risulta o troppo piccola o troppo grande. 

Questo tipo di effetto va sotto il nome di correlazione dinamica ed è un effetto a corto raggio. 

Unôaltra possibile fonte di errore pu¸ essere ricondotta alla presenza di altri determinanti di 

Slater ad energia paragonabile a quella del determinante considerato. Questo tipo di errore è 

indicato come correlazione non-dinamica o statica ed è un effetto a lungo raggio. 

La correlazione elettronica è stata oggetto di numerose trattazioni teoriche che hanno portato 

a sviluppare implementazioni del metodo HF, implementazioni che si basano su metodi 

perturbativi come lôMP2 o lôMP4 (Møller-Plesset al 2 e al 4 ordine) oppure su una migliore 

approssimazione della funzione dôonda come i metodi CI (interazione di configurazione), 

QCI (interazione di configurazione quadratica), CC (Cluster accoppiati) e loro derivati. 

 

2.5 Lôequazione di Roothaan 

 

La risoluzione delle equazioni di Hartree-Fock può essere facilmente ottenuta convertendo 

tali equazioni in un insieme di equazioni algebriche risolvibili con la normale algebra 

                                                           
12 [ΩŜƴŜǊƎƛŀ ŘŜƭƭƻ ǎǘŀǘƻ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘŀƭŜΣ ǘǳǘǘŀǾƛŀΣ ƴƻƴ ŝ ǇŀǊƛ ŀƭƭŀ ǎƻƳƳŀ ŘŜƭƭŜ ŜƴŜǊƎƛŜ Řƛ ǎƛƴƎƻƭƛ spin orbital giacché 
ƻƎƴƛ ǎǇƛƴ ƻǊōƛǘŀƭ ŎƻƴǎƛŘŜǊŀ ƭŜ ƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴƛ ŘŜƭƭΩƛ-esimo elettrone con i restanti N-1 elettroni e sommando su tutti gli 
N elettroni tali interazioni sarebbero contate due volte. 
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matriciale [1,17], semplicemente esprimendo gli orbitali spaziali come combinazione lineare 

di un set noto di k funzioni di base 13 

 

 

 

Risolvere le equazioni di Hartree-Fock, pertanto, significa determinare i coefficienti  di 

tali combinazioni lineari. 

Riscrivendo lôequazione di Hartree-Fock in termini di orbitali spaziali e nellôipotesi di 

molecole a guscio chiuso descritte da un singolo determinante di Slater, si ottiene 

 

 

 

dove  

 

 

 

Moltiplicando a sinistra per  ed integrando si ottiene la cosiddetta equazione di Roothaan: 

 

 

 

la quale, posto 

 

                                                           
13 Come funzioni di base si possono usare qualunque tipo di funzioni anche se generalmente si preferiscono 
funzioni di Slater che riproducono meglio gli orbitali atomici. Inoltre, ogni loro combinazione lineare richiede un 
ƳƛƴƻǊŜ ƴǳƳŜǊƻ Řƛ ǘŜǊƳƛƴƛ ǇŜǊ ǊƛǇǊƻŘǳǊǊŜ ƭΩƻǊōƛǘŀƭŜ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜ ǎǇŀȊƛŀƭŜΦ 5ŀƭ Ǉǳƴǘƻ Řƛ Ǿƛǎǘŀ del calcolo, tuttavia, le 

funzioni gaussiane risultano più vantaggiose, pur riproducendo peggio gli orbitali atomici e richiedendo un maggior 
ƴǳƳŜǊƻ Řƛ ǘŜǊƳƛƴƛ ƴŜƭƭΩŜǎǇŀƴǎƛƻƴŜΦ Lƴ ǇǊŀǘƛŎŀ ǎƛ ŎŜǊŎŀ Řƛ ŎƻƴƛǳƎŀǊŜ ƛ ǇǊŜƎƛ Řƛ ǉǳŜǎǘƛ ŘǳŜ ǘƛǇƛ Řƛ ŦǳƴȊƛƻƴƛ ŜǎǇŀƴŘŜndo 
le funzioni di Slater in termini di una combinazione lineare fissa (contrazione) di funzioni (primitive) gaussiane (ad 

es. il set STO-NG: una funzione di Slater è formata da una combinazione lineare di N funzioni gaussiane). Il set di 
funzioni di base può essere migliorato raddoppiando il numero delle funzioni di base così che ognuna abbia un 
esponente leggermente più piccolo o leggermente più grande del valore utilizzato per il set STO-NG (set doppia 

zeta). Ad es. il set 6-31G utilizza una singola funzione di base combinazione lineare di 6 gaussiane per descrivere gli 
ƻǊōƛǘŀƭƛ ƛƴǘŜǊƴƛ ŘŜƭƭΩŀǘƻƳƻ ŎƻƴǎƛŘŜǊŀǘƻ, mentre gli orbitali di valenza sono descritti da due differenti funzioni, una 
ŎƻƳōƛƴŀȊƛƻƴŜ ƭƛƴŜŀǊŜ Řƛ о ƎŀǳǎǎƛŀƴŜ Ŝ ƭΩŀƭǘǊŀ Řŀ ǳƴŀ ǎƛƴƎƻƭŀ ƎŀǳǎǎƛŀƴŀΦ ¦ƭǘŜǊƛƻǊƛ ƳƛƎƭƛƻǊŀƳŜƴǘƛ ŀƭ ǎŜǘ Řƛ ōŀǎŜ 

possono essere raggiunti includendo funzioni di polarizzazione ovvero orbitali d per gli elementi della prima riga 
(ad es. 6-омDϝύ Ŝ ƻǊōƛǘŀƭƛ Řƛ ǘƛǇƻ Ǉ ǇŜǊ ƭΩŀǘƻƳƻ Řƛ ƛŘǊƻƎŜƴƻ όŀŘ ŜǎΦ с-31G**). Per gli atomi più pesanti, invece, per la 
descrizione degli elettroni interni si utilizza un potenziale di core effettivo o pseudopotenziale [19]. 
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e 

 

 

 

può essere riscritta come 

 

 

 

o in forma matriciale come 

 

 

 

La matrice F di elementi  ¯ la matrice di Fock, rappresentazione dellôoperatore di Fock nel 

set di funzioni di base adoperato. Come tale essa è una matrice Hermitiana di ordine k x k. 

Dallôespressione dellôoperatore di Fock ¯ possibile notare come la sua matrice di 

rappresentazione F si componga in realtà di due parti, una monoelettronica invariante  

contenente i termini di energia cinetica elettronica e del potenziale attrattivo elettrone ï 

nuclei, lôaltra  dipendente dalla matrice densità
14

 P, di elementi , e 

dagli integrali relativi ai termini di repulsione interelettronica e di scambio. 

 

 

 

dove 

 

 

 

                                                           
14 La matrice densità è così chiamata poiché, dato un set di funzioni di base noto, essa specifica completamente la 

densità di carica:  
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La matrice di Fock, dunque, dipende dalla matrice densità P e quindi dai coefficienti di 

espansione . Lôequazione di Roothaan, pertanto, ¯ unôequazione non lineare che richiede 

una procedura iterativa per poter essere risolta. 

La matrice S, di elementi , invece, è la matrice di sovrapposizione delle funzioni del set di 

base. Ĉ anchôessa una matrice k x k Hermitiana ed i suoi elementi fuori diagonale 

costituiscono unôindicazione della dipendenza lineare delle funzioni di base: se uno di essi 

tende al valore di 1 (in valore assoluto) vuol dire che le funzioni di base ad esso associato 

tendono ad essere linearmente dipendenti ed i corrispondenti autovalori nulli. Se invece il set 

di funzioni di base è reso ortonormale15, ovvero se S è una matrice diagonale di elementi 

diagonali uguali ad 1, lôequazione di Roothaan pu¸ essere riscritta come FC=Cʀ e gli 

autovettori Ci Å ÇÌÉ ÁÕÔÏÖÁÌÏÒÉ ʀi possono essere trovati per diagonalizzazione della 

matrice F. 

La matrice C, di elementi , infatti, è una matrice k x k formata dai coefficienti delle 

combinazioni lineari (autovettori), correlata, tramite la matrice densità , alla densità di 

carica, al potenziale  e a . 

La matrice ʀ, infine, è una matrice diagonale contenente le energie degli orbitali Hartree-

Fock (autovalori). 

 

2.6 La teoria del funzionale della densità 

 

Le limitazioni dei metodi HF e post HF, soprattutto in termini di complessità e tempi di 

calcolo allôaumentare delle dimensioni del sistema considerato, possono essere 

ridimensionate adottando un differente approccio rispetto quello basato sulla funzione 

dôonda. 

                                                           
15 Operare direttamente sulle  per renderle ortogonali non conviene poiché richiederebbe di ricalcolare gli 
integrali a due elettroni o comunque di trasformarli secondo il nuovo set di orbitali, consumando così molto 
tempo. Risulta più facile, invece, definire una nuova matrice dei coefficienti  correlata alla matrice C tramite una 

matrice di trasformazione (non unitaria)  tale che Τ ƭΩŜǉǳŀȊƛƻƴŜ Řƛ Roothaan si riscrive così come 
. Ora, moltiplicando a sinistra per  si ottiene:  ovvero . 

Diagonalizzando si ricava  e da questa la matrice C. 
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In altre parole, come già intuito nel 1927 da Thomas [20] e Fermi [21-23] e confermato dal 

primo teorema di Hohenber e Kohn (1964) [24], è possibile utilizzare la densità elettronica 

dello stato fondamentale  per descrivere correttamente e completamente il sistema di 

interesse [3,18,25]. 

La densità elettronica, infatti, contiene in sé le informazioni relative al numero degli elettroni 

e alla posizione e carica dei nuclei. In aggiunta, essa può essere determinata 

sperimentalmente a differenza della funzione dôonda. 

Lôutilizzo della densit¨ elettronica in luogo della funzione dôonda, in particolare, consente di 

passare dalla dipendenza dei calcoli dalle 4N coordinate delle  alle sole 3 coordinate 

spaziali della . 

Secondo questo nuovo approccio, denominato appunto teoria del funzionale della densità o 

DFT, ¯ possibile esprimere lôenergia dello stato fondamentale
16

 E0 del sistema come 

funzionale
17

 di . 

 

 

 

dove 

 

 

 

Lôintegrale ¯ su tutte le coordinate di spin e su tutte le coordinate spaziali tranne una.  

Lôultimo dei tre termini che compongono lôespressione di  rappresenta lôinterazione 

tra nuclei ed elettroni ed ¯ lôunico termine che dipende dal sistema in esame, mentre i primi 

due rappresentano rispettivamente lôenergia cinetica elettronica e le interazioni 

interelettroniche e risultano indipendenti dal particole sistema considerato, andando a 

formare il cosiddetto funzionale di Hohemberg-Kohn o funzionale universale . 

 

 

                                                           
16 La  contiene anche le informazioni sugli stati elettronici eccitati del sistema ma in pratica non è nota 
ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ŘŜƛ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛ ǊƛŎƘƛŜǎǘƛ ǇŜǊ ƻǘǘŜƴŜǊŜ ǉǳŜǎǘŜ ƛƴŦƻǊƳŀȊƛƻƴƛΦ 
17 ¦ƴ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ ŝ ǳƴŀ ǊŜƎƻƭŀ ƳŀǘŜƳŀǘƛŎŀ ŎƘŜ ŀǎǎŜƎƴŀ ŀŘ ƻƎƴƛ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ǳƴ ƴǳƳŜǊƻΥ ŀŘ ŜǎŜƳǇƛƻ ƭΩƛƴǘŜƎǊŀƭŜ ŎƘŜ 
ŘŜŦƛƴƛǎŎŜ ƛƭ ǇŜǊƛƳŜǘǊƻ ƻ ƭΩŀǊŜŀ Řƛ ǳƴŀ ŎǳǊǾŀ ŎƘƛǳǎŀΦ [ŀ ǎǳŀ ŘƛǇŜƴŘŜƴȊŀ Řŀƭƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ŝ ƛƴŘƛŎŀǘŀ ƎŜƴŜǊŀƭƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ ƭŜ 
parentesi quadre. 
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Se tale funzionale fosse conosciuto esattamente allora lôequazione di Schrödinger sarebbe 

risolta esattamente. Purtroppo le forme esplicite di  e di  sono completamente 

sconosciute. 

Lôunica parte di  nota è il contributo di Coulomb  al funzionale . 

 

 

 

dove 

 

 

 

Il termine  rappresenta tutte le interazioni non classiche tra gli elettroni, incluse la 

correzione per lôautointerazione
18
, lôeffetto di scambio dovuto alla correlazione tra gli 

elettroni di uguale spin e lôeffetto di correlazione elettronica legata alla carica degli elettroni 

e allôimpossibilit¨ di avvicinarsi troppo lôuno allôaltro. 

Per poter effettuare calcoli DFT, dunque, occorre fornire una qualche espressione 

approssimata per il funzionale . Tale richiesta equivale ad utilizzare un 

Hamiltoniano approssimato, facendo sì che il principio variazionale non sia più valido. 

)Î ÁÌÔÒÅ ÐÁÒÏÌÅ ÌȭÅÎÅÒÇÉÁ ÃÁÌÃÏÌÁÔÁ ÐÕĔ ÓÔÁÒÅ ÂÅÎÉÓÓÉÍÏ ÁÌ ÄÉ ÓÏÔÔÏ ÄÅÌÌȭÅÎÅÒÇÉÁ ÒÅÁÌÅȢ 

2.7 Lo schema di Kohn-Sham 

 

Il principale ostacolo da superare per ottenere accurati calcoli DFT è costituito dal modo in 

cui si determina lôenergia cinetica elettronica. Tutti i tentativi di determinare tale quantità 

direttamente, infatti, si sono rivelati senza successo presentando errori ben superiori a quelli 

ottenuti con il metodo HF. 

Basandosi su ciò, Kohn e Sham escogitarono uno schema indiretto basato su orbitali per il 

calcolo di tale energia [3,18,26]. 

In pratica, essi considerarono un sistema di riferimento costituito da elettroni non interagenti 

e, quindi, descrivibile tramite un determinante di Slater. Tale sistema sperimenta un 

potenziale locale  tale che la sua densità elettronica dello stato fondamentale  risulta 

uguale a quella del sistema reale . 

                                                           
18 Il contributƻ Řƛ /ƻǳƭƻƳō ŎƻƴǘƛŜƴŜ ŀƴŎƘŜ ǳƴΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ŘŜƴǎƛǘŁ ŜƭŜǘǘǊƻƴƛŎŀ Ŏƻƴ ǎŞ ǎǘŜǎǎŀΣ ŦƛǎƛŎŀƳŜƴǘŜ ǇǊƛǾŀ 
Řƛ ǎŜƴǎƻΦ bŜƭ ƳƻŘŜƭƭƻ IC ǉǳŜǎǘƻ ŜŦŦŜǘǘƻ ŜǊŀ ǇŜǊŦŜǘǘŀƳŜƴǘŜ ŎƻǊǊŜǘǘƻ ŘŀƭƭΩƛƴǘŜƎǊŀƭŜ Řƛ ǎŎŀƳōƛƻΦ 
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Gli orbitali del sistema non-interagente , noti come orbitali di Kohn-sham, non hanno un 

reale significato fisico (come invece è per gli orbitali HF): semplicemente la somma dei loro 

quadrati è uguale alla densità elettronica.  

Essi possono essere determinati in maniera analoga agli orbitali HF: 

 

 

 

dove  ¯ lôoperatore monoelettronico di Kohn-Sham. 

Giova ricordare che, a dispetto della somiglianza, le equazioni di Kohn-Sham contengono un 

potenziale che è locale
19

, mentre nelle equazioni HF il potenziale è non-locale. Questo 

assicura anche un costo computazionale minore per lo schema KS. 

Lôenergia cinetica degli elettroni non-interagenti Ts può essere calcolata come 

 

 

 

Essa naturalmente, non è uguale a quella del sistema reale, cionondimeno consente di 

calcolarne la maggior parte possibile con buona accuratezza. 

La differenza tra valore reale e valore calcolato Tc è trattata separatamente e concorre a 

formare la cosiddetta energia di scambio e correlazione  definita come 

 

 

 

In tal modo il funzionale universale può essere riscritto come 

 

 

 

e quello per lôenergia come 

                                                           
19 Esso dipende solo dal valore che assume in un punto r dello spazio, mentre è indipendente dal valore che 
assume in tutti gli altri punti. In termini di densità elettronica, invece, la sua dipendenza è in generale complessa e 
non-locale. 
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Per poter ricavare gli orbitali  e quindi lôenergia cinetica Ts, però, è necessario fornire 

unôespressione per il potenziale . Ciò può essere fatto minimizzando il funzionale 

dellôenergia per il sistema reale sotto il vincolo che gli orbitali  rimangano ortonormali. Si 

ottiene così: 

 

 

 

dove  è il potenziale di scambio e correlazione ovvero la derivata dellôenergia 

di scambio e correlazione rispetto la densità. 

Anche in questo caso, come per HF, il potenziale dipende dalla densità e dunque dagli 

orbitali: anche le equazioni di Kohn-Sham, pertanto, devono essere risolte in maniera 

iterativa. 

Lôespressione del potenziale, inoltre, non contiene alcun riferimento allo spin elettronico
20

: le 

soluzioni delle equazioni di Kohn-Sham sono così doppiamente degeneri ovvero per ogni ʀi 

ci sono due soluzioni indipendenti che condividono la stessa parte spaziale
21

. 

Nella trattazione fin qui svolta non è stata introdotta alcuna approssimazione: lo schema di 

Kohn-Sham è dunque esatto in linea di principio. Tuttavia, non si conosce la forma esplicita 

per il funzionale  né per il corrispondente potenziale  ed è a questo punto che 

bisogna ricorrere a delle espressioni approssimate [27,28]. 

La bont¨ dellôapproccio DFT, dunque, dipende solo dallôaccuratezza scelta 

nellôapprossimazione del funzionale di scambio e correlazione [29]. La ricerca di funzionali 

migliori si basa molto su intuizioni matematiche e fisiche, e si determinano procedendo di 

fatto per tentativi. Infatti, non è detto che approssimazioni che rispettino le condizioni fisiche 

al contorno del vero potenziale funzionino meglio di approssimazioni che non le rispettano: 

                                                           
20 In linea di principio il formalismo KS è adatto per la descrizione di ogni tipo di molecola. Tuttavia, i funzionali 
approssimati utilizzati non offrono la flessibilità necessaria per la corretta descrizione della situazione open-shell: si 

ǇǊŜŦŜǊƛǎŎŜΣ ǉǳƛƴŘƛΣ ƭΩƛƳǇƛŜƎƻ Řƛ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭƛ ŎƘŜ ŘƛǇŜƴŘƻƴƻ ŜǎǇƭƛŎƛǘŀƳŜƴǘŜ Řŀƭƭƻ ǎǇƛƴ ŜƭŜǘǘǊƻƴico, capaci di fornire 
energie corrette qualitativamente ma densità errate. Tali funzionali sono indicati come local spin-density functional 
(LSDA). 
21 La risoluzione delle equazioni KS parallela quella HF con la sola differenza consistente nel calcolo dellΩƛƴǘŜƎǊŀƭŜ Řƛ 
scambio e correlazione. Nella pratica, dunque, si utilizza la stessa procedura e gli stessi set di base anche se questi 
ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ŎƻƴŎŜǇƛǘƛ ŜŘ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀǘƛ ǇŜǊ ƛ ƳŜǘƻŘƛ ōŀǎŀǘƛ ǎǳƭƭŀ ŦǳƴȊƛƻƴŜ ŘΩƻƴŘŀΦ L Ǌƛǎǳƭǘŀǘƛ ŘŜƛ ŎŀƭŎƻƭƛ 5C¢Σ ƛƴŦŀǘǘƛΣ ǎǇŜŎƛe 

per quanto concerne energie e geometrie di equilibrio, sono piuttosto insensibili riguardo al modo in cui i 
ŎƻŜŦŦƛŎƛŜƴǘƛ Ŝ Ǝƭƛ ŜǎǇƻƴŜƴǘƛ ŘŜƭƭŜ ŎƻƴǘǊŀȊƛƻƴƛ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǘƛΤ ŀƴŎƘŜ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƎƭƛ ǇǎŜǳŘƻǇƻǘŜƴȊƛŀƭƛ 
comporta errori dello stesso ordine di grandezza di quelli introdotti nei calcoli HF. 
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il test più stringente per un nuovo funzionale si basa sullôaccordo con accurati dati di 

riferimento sperimentali (energie di atomizzazione, di ionizzazione, di reazione, parametri 

strutturali, e così via). 

La più semplice delle approssimazioni, nota come local density approximation (LDA), 

consiste nellôassumere che il funzionale di scambio e correlazione sia la somma integrale di 

contributi derivanti da ciascun punto nello spazio e che la densità di energia di scambio e 

correlazione ʀxc dipenda solo dalla densità elettronica
22

 e sia in ogni punto dello spazio 

uguale alla densità di energia di scambio e correlazione di un gas uniforme di elettroni di 

densità elettronica pari a quella del punto considerato, purché la densità vari in maniera 

sufficientemente lenta. 

 

 

 

Questa assunzione consente di esprimere il funzionale  con grandissima accuratezza 

poich® il gas uniforme di elettroni ¯ lôunico sistema per cui sia nota la formulazione di tale 

funzionale. 

In particolare la densità di energia di scambio e correlazione ʀxc può essere scomposta in un 

contributo legato allo scambio ʀx di cui si conosce lôesatta formula ed un contributo dovuto 

alla correlazione ʀc per la quale sono state proposte diverse espressioni analitiche. 

In linea di principio è possibile combinare una qualsiasi formulazione del funzionale di 

scambio con una qualsiasi formulazione del funzionale di correlazione, ma solo poche 

combinazioni sono realmente utilizzate. 

Il grande successo della LDA, legato principalmente al rispetto dei vincoli fisici richiesti 

dalla forma del potenziale reale, non è sufficiente per la maggior parte delle applicazioni in 

chimica. La LDA, infatti, sottostima il potenziale di scambio e sovrastima quello di 

correlazione portando a valori per le energie di legame che sono sovrastimati per di più di 30 

kcal/mol. 

È necessario, pertanto, ricorrere a delle approssimazioni più accurate, ammettendo una 

dipendenza della densit¨ dellôenergia di scambio ʀx e della densità di energia di correlazione 

non solo dalla densità elettronica ma anche dal suo gradiente [30-38]. Si ottiene così la 

cosiddetta generalized gradient approximation o GGA. Anche in questo caso, tuttavia, 

                                                           
22 {Ŝ ǎƛ Ŧŀ ŘƛǇŜƴŘŜǊŜ ʶxc  non dalla densità elettronica totale ma dalle densità di spin si ottiene la cosiddetta local 
spin-density approximation o LSD. 
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lôaccuratezza non ¯ sufficiente per la corretta descrizione della chimica delle molecole, 

essendo lôerrore medio di 5-7 kcal/mol. 

La principale fonte di errore residua ¯ legata allôespressione del funzionale di scambio e, in 

particolar modo, alla mancata correzione dellôautointerazione.  

Nello schema HF questo problema è corretto dal termine di scambio che può essere calcolato 

esattamente. Lôutilizzo del termine di scambio HF in luogo del funzionale di scambio DFT, 

tuttavia, non porta ai risultati sperati principalmente perché il funzionale di scambio DFT 

tiene conto anche della correlazione non-dinamica
23

 che è invece trascurata nello schema HF. 

In altre parole, lôapprossimazione usata nellôespressione del funzionale è locale, mentre lo 

scambio HF è non-locale e  è relativamente localizzato.  

Diventa naturale quindi mischiare  con una certa quantità, espressa per mezzo di un 

parametro empirico, di scambio HF al fine di ottenere una migliore approssimazione al 

funzionale esatto [39-41]: si ottengono così i cosiddetti funzionale ibridi che consentono di 

ottenere misure accurate per la maggior parte delle applicazioni chimiche (2 kcal/mol). 

La ricerca di nuove e sempre più adeguate approssimazioni ha portato, infine, alla 

formulazione di espressioni per i funzionali di scambio e di correlazione che tengano conto 

anche della densità di energia cinetica e del Laplaciano della densità. Questi costituiscono i 

cosiddetti funzionali meta-GGA [42-47] o meta-ibridi GGA (nel caso in cui contengono 

anche una certa quantità di scambio HF) [48].  

Negli studi riportati nel presente lavoro di tesi, sono stati impiegati un funzionale ibrido, il 

B3LYP [41], ed un funzionale meta-ibrido, lôMPWB1K [48]. 

Lôespressione analitica per il funzionale B3LYP ¯:  

 

 

 

dove:      è il funzionale di scambio per il gas elettronico uniforme [49,50] 

 ¯ il termine di scambio cosiddetto ñesattoò, cio¯ calcolato con lôespressione HF 

utilizzando gli orbitali KS 

 è la correzione al gradiente per il funzionale di scambio [30] 

 è il termine relativo al funzionale di correlazione derivato da Lee, Yang e Parr 

[51] a partire dallôespressione dellôenergia di correlazione di Colle e Salvetti [52] 

 è il funzionale di Vosko, Wilk e Nusair [53]. Poiché il funzionale di 

correlazione LYP contiene un termine locale ed uno non-locale di non facile 

                                                           
23 La correlazione dinamica o a corto raggio è, invece, descritta da funzionale di correlazione. 



35 
 

separazione, il funzionale VWN è impiegato al solo fine di modificare il peso della 

componente locale 

a, b e c sono tre parametri empirici fittati per riprodurre le energie di atomizzazione 

e ionizzazione e le affinità elettroniche del database G1 [54,55] e valgono, 

rispettivamente, 0.20, 0.72 e 0.81 [39]. 

 

Il B3LYP è uno dei funzionali più diffusi grazie allôaccuratezza dimostrata con  diversi 

database per quanto riguarda sia la termochimica che le geometrie molecolari [29,56]. 

Tuttavia, tale funzionale spesso tende a sottostimare le barriere energetiche per reazioni che 

presentano trasferimenti protonici o di atomi di idrogeno e a sovrastimare tutte le altre. In 

aggiunta, nel caso di complessi di metalli di transizione anche lôenergetica ¯ meno buona, 

presentando errori dellôordine delle 3-5 kcal/mol [57,58]. 

Il funzionale MPWB1K è, invece, un funzionale piuttosto recente esplicitamente progettato 

per la cinetica di reazione [48]. 

La sua forma analitica è: 

 

 

 

dove:   e  assumono lo stesso significato dato loro in precedenza 

 è la correzione al gradiente per il funzionale di scambio PW91 modificato da 

Adamo e Barone [59] 

 è il funzionale di correlazione completo, includente cioè il termine locale, la 

correzione al gradiente e la dipendenza dalla densità di energia cinetica [47] 

a è, infine, un parametro empirico che esprime la percentuale di scambio HF e 

fittato per riprodurre lôaltezza delle barriere energetiche [48]; il suo valore è pari a 

0.44 

 

Il  funzionale MPWB1K, in aggiunta alla capacità di determinare le barriere energetiche con 

maggiore precisione, sembra particolarmente adatto per la trattazione delle interazioni deboli 

[45], laddove il funzionale B3LYP mostra unôaccuratezza molto minore [29,58]. 

Anche se il funzionale B3LYP è ormai superato per molte applicazioni dai funzionali di 

nuova generazione, esso resta ancora oggi uno dei più diffusi, soprattutto alla luce delle sue 

prestazioni generali e a differenza dei nuovi funzionali che operano bene solo per alcune 

proprietà. 
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3.1 La necessità di modelli  

 

Il grande sviluppo dei sistemi informatici, sia in termini di potenza che di incremento di 

nuovi e più veloci algoritmi per il calcolo, ha consentito di trattare in maniera 

quantomeccanica sistemi molecolari sempre più grandi e complessi con crescente affidabilità 

e precisione [1-12]. 

I sistemi biologici, tuttavia, risultano ancora non ancora pienamente trattabili a livello 

quantomeccanico a causa della loro elevata dimensionalità. 

Le proteine, e quindi anche gli enzimi, ad esempio, sono composti da un numero di atomi 

che varia da qualche migliaio a qualche decina di migliaia: decisamente troppi anche per il 

più potente calcolatore fino ad oggi costruito
24

. Pertanto, per poter trattare questi sistemi è 

necessario ricorrere a modelli approssimati. 

Una scelta bilanciata tra il livello di teoria e le dimensioni del modello è una condizione 

imprescindibile per poter ottenere una riproduzione accurata dei dati sperimentali e validare 

così i risultati ottenuti [4]. 

Diversi riscontri indicano che non sempre la scelta di un modello molto grande (come quelli 

usati ad esempio in una trattazione QM/MM
25

), risulta strategicamente migliore rispetto alla 

scelta di un modello ridotto (gas phase cluster o approccio supramolecolare) che rappresenti 

il più significativamente possibile, in relazione alle risorse di calcolo disponibili, il sistema di 

interesse [10]. Spesso, infatti, i risultati ottenuti nei due casi, nel limite di incertezza del 

metodo, sono paragonabili tra loro. Lôutilizzo di modelli ridotti, tuttavia, consente di 

effettuare calcoli in tempi più contenuti e quindi di testare con maggiore attenzione differenti 

meccanismi. In aggiunta, i modelli ridotti permettono di monitorare più facilmente i cambi 

strutturali che intervengono durante la reazione e di escludere, di conseguenza, eventuali 

equilibri conformazionali tra minimi locali non correlati alla coordinata di reazione che 

condurrebbero ad artefatti [10-12]. 

La trattazione quantomeccanica di modelli ridotti, dôaltra parte, presenta il limite di 

trascurare le interazioni a medio e lungo raggio tra i residui amminoacidici che compongono 

il modello ed il resto dellôenzima e tra questi ed il solvente. Bisogna però sottolineare che, 

                                                           
24 Basti ricordare che la DFT scala come N3, HF come N4 e i metodi post-HF anche come N6, dove N indica la 
dimensionalità del sistema. Bisogna, peraltro, registrare che molti sforzi sono stati fatti e si continuano a fare per 
raggiungere la linearità. 
25 La trattazione QM/MM consente di trattare il processo catalitico a livello quantomeccanico tenendo conto anche 
ŘŜƭƭΩƛƴŦƭǳŜƴȊŀ ŎƘŜ ƭΩƛƴǘŜǊŀ ǎǘǊǳǘǘǳǊŀ ŜƴȊƛƳŀǘƛŎŀ όǘǊŀǘǘŀǘŀ ƛƴǾŜŎŜ ŀ ƭƛǾŜƭƭƻ Řƛ ƳŜŎŎŀƴƛŎŀ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜύ Ƙŀ ǎǳ ǉǳŜǎǘƻ. 
Questa, tuttavia, presenta alcuni problemi irrisolti relativi soprattutto alla trattazione deƭƭΩƛƴǘŜǊŦŀŎŎƛŀ va-MM con 

conseguente possibilità di artefatti [4]. Un possibile stratagemma per ovviare a queste difficoltà consiste nel creare 
una regione intermedia tra quella QM e quella MM da trattare in maniera quantomeccanica ma ad un livello di 
teoria più basso [5]. 
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eccettuati alcuni casi particolari come ad esempio reazioni con trasferimento di cariche, le 

maggiori variazioni energetiche sono associate alla rottura e alla formazione di legami 

chimici, solitamente confinati a livello di sito attivo dellôenzima. 

La scelta di un modello piuttosto che un altro deve avere una sua giustificazione fondata su 

basi razionali [10]. Nella simulazione dei sistemi enzimatici in generale, le catene peptidiche 

e le connessioni tra queste ed i gruppi funzionali coinvolti nella catalisi possono essere 

eliminati; nel caso di metalloenzimi la prima sfera di coordinazione dello ione metallico deve 

essere naturalmente mantenuta ma anche i residui della seconda sfera di coordinazione, nel 

caso formino forti legami idrogeno con qualche gruppo coinvolto nella reazione o siano 

elettricamente carichi, devono essere considerati. 

In ogni caso, la linea guida che detta la scelta di quali gruppi funzionali debbano essere 

compresi nel modello è costituita, laddove esistano, dai dati sperimentali biochimici, cinetici 

e strutturali o, comunque, dallôintuizione chimica. 

 

3.2 Il protocollo seguito 

 

Il punto di partenza di ogni procedura computazione è rappresentato dalla definizione del 

modello da utilizzare nel protocollo di calcolo. 

Tipicamente, la costituzione del modello si basa sulla struttura NMR o, molto più 

frequentemente, sulla struttura cristallografica
26

 dellôenzima in esame [1,3,7-10,12]. 

In genere, tali strutture sono depositate nel protein data bank (PDB), una banca dati che 

raccoglie, appunto, le strutture tridimensionali di proteine, acidi nucleici e complessi di 

interesse biochimico determinati principalmente per cristallografia o spettroscopia NMR. 

Esse possono essere scaricate liberamente dal sito web del Research Collaboratory for 

Structural Bioinformatics (RCSB): http://www.pdb.org/pdb/home/home.do 

Le strutture scaricate possono essere visualizzate con numerosi software di interfaccia 

grafica, fra cui VMD (Visual Molecular Dinamics) [15] e GaussView [16]. 

Il modello da utilizzare per i calcoli può essere ottenuto modificando il file contenente le 

coordinate cristallografiche attraverso una procedura in due step. 

Il file ¯ prima aperto con lôapplicazione WordPad di Windows che lo visualizza come file di 

testo. A questo punto le coordinate cristallografiche dei residui amminoacidici che non sono 

                                                           
26 tŀǊǘƛǊŜ ŘŀƭƭŜ ŎƻƻǊŘƛƴŀǘŜ ŎǊƛǎǘŀƭƭƻƎǊŀŦƛŎƘŜ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀ ŀǎǎǳƳŜǊŜ ƛƳǇƭƛŎƛǘŀƳŜƴǘŜ ŎƘŜ ƭŀ ŎƻƴŦƻǊƳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŜƴȊƛƳŀ ƴƻƴ 

risulti alterata dal processo di ottenimento dei cristalli o che sia comunque molto simile a quella in soluzione, cosa 
generalmente vera ma non vera in assoluto [9]. In alcuni casi, ad esempio, la simulazione quantomeccanica ha 
portato a reinterpretare i dati cristallografici [13,14]. 

http://www.pdb.org/pdb/home/home.do
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coinvolti nella reazione sono semplicemente cancellate dal file: si ottiene, così, un file molto 

più leggero, più facile da visualizzare e da modificare. 

Il file ñleggeroò ottenuto pu¸ essere visualizzato con GaussView che consente di raffinare il 

modello eliminando gli atomi superstiti non necessari e di saturare con atomi di idrogeno 

quelli che sono rimasti a valenza aperta ovvero che erano legati agli atomi eliminati. 

Gaussview, infatti, consente di costruire strutture ex novo e di modificare i parametri 

geometrici quali distanze e angoli fra gli atomi o gruppi di atomi. 

Questa possibilità di modifica della geometria della struttura del modello è di fondamentale 

importanza non solo nellôottenimento del modello stesso da sottoporre ad ottimizzazione, 

quanto soprattutto perché consente di predisporre delle ipotesi di lavoro da ottimizzare 

riguardanti tutti gli step che costituiscono il meccanismo di reazione che si vuole investigare. 

In generale, infatti, intermedi e stati di transizione differiscono solo per il posizionamento di 

gruppi funzionali, di protoni, di molecole di acqua, per lôambiente di coordinazione o lo stato 

di ossidazione di  ioni metallici [9]. 

Tutte le geometrie delle strutture ottimizzate riportate in questa tesi e i relativi calcoli di 

frequenza sono state ottenuti con il codice di calcolo Gaussian03 [17] utilizzando, 

nellôambito della teoria del funzionale della densità, il funzionale B3LYP descritto nel 

capitolo precedente. 

Per i calcoli relativi allô Insulyn-degrading Enzyme (IDE) e alla Mithocondrial Processing 

Peptidase (MPP) è stato utilizzato il set di base 6-31G(d,p) di qualità doppia ɕ per gli atomi 

non direttamente coinvolti nella reazione. Invece, gli atomi appartenenti alla prima shell di 

coordinazione dello ione metallico sono stati descritti dal set di base 6-31+G(d,p). 

Per la Cadmium Carbonic Anhydrase (CDCA1) grazie al ridotto numeri di atomi che 

compongono il modello studiato, è stato usato il set di base 6-311G(d,p) di qualità tripla ɕ. 

Tutti e tre gli enzimi studiati contengono uno ione metallico. Per il trattamento di questi ioni, 

in tutti e tre i casi, si è fatto ricorso allôeffective core potential (ECP) di Stuttgart-Dresden 

(SDD) [18-19]. 

Nella costruzione dei modelli di partenza sono solitmante conservate solo le catene laterali 

dei residui amminoacidici simulate con frammenti di molecole o ioni che conservano le 

funzionalità in esse presenti. I dettagli di queste simulazioni verranno forniti in seguito caso 

per caso. 

Seguendo una procedura molto comune in tale tipi di studi, gli atomi al livello dei quali 

avviene il taglio, in origine direttamente legati alla catena polipeptidica, vengono mantenuti 

fissi nelle loro posizioni cristallografiche durante le ottimizzazioni. Questo accorgimento 

consente di riprodurre in una certa misura la rigidit¨ posseduta dallôenzima (stato entatico) e 



43 
 

di evitare espansioni irrealistiche del modello. In altre parole, la struttura completa del sito 

catalitico esercita delle restrizioni steriche sul moto dei residui che la compongono e di cui si 

tiene in questo modo conto [12]. 

Tuttavia, se il numero di atomi bloccati è elevato o se essi sono troppo vicini al sito di 

reazione, il modello può risultare eccessivamente irrigidito, portando a valori errati per le 

energie calcolate. In questi casi allontanare dal centro reattivo il punto di taglio del residuo 

dalla catena polipeptidica, ovvero aumentare le dimensioni del modello in modo da 

mantenere pi½ distante lôatomo bloccato, pu¸ alleviare questa fonte di errore [12]. 

In ogni caso, le conseguenze del mantenere bloccati questi atomi durante le ottimizzazioni 

hanno un impatto generalmente trascurabile sulla termodinamica della reazione, purché il 

modello utilizzato non sia eccessivamente piccolo. 

I risultati delle ottimizzazioni, comunque, possono essere visualizzati, ad esempio, con 

GaussView: si possono così misurare con buona precisione i parametri geometrici delle 

strutture e visualizzare i relativi moti vibrazionali, avendo avuto cura di effettuare il 

corrispondente calcolo delle frequenze. 

In aggiunta, risulta molto utile, specialmente per la preparazione di figure e di presentazioni 

power point, anche il software XYZ-Viewer
27

 che, oltre a consentire di salvare le immagini 

con specificati i parametri geometrici, consente di salvare anche delle animazioni in formato 

gif dei moti vibrazionali di interesse. 

Nella stessa linea si collocano altri software come lôISIS Draw che consente di creare 

formule di struttura ex novo o a partire da strutture già presenti nelle librerie del programma 

ed utilizzato per la creazione delle ipotesi degli schemi di reazione. 

Infine, software come Origin [20] o Excel possono essere impiegati per la creazione dei 

grafici relativi ai pathways energetici dei meccanismi vagliati o alla variazione di grandezze 

come ad esempio cariche elettriche o lunghezze di legame al variare delle strutture. 

 

3.3 I calcoli in solvente 

 

I risultati ottenuti dalle ottimizzazioni delle strutture basate sul modello dellôenzima 

costituiscono solo unôindicazione dellôandamento reale del pathway energetico relativo al 

meccanismo preso in esame poich® lôuso stesso di un modello rappresenta 

unôapprossimazione. Nella realt¨ lôenzima è presente in toto e il processo catalitico avviene 

in un ambiente fisiologico diverso da quello gassoso per la presenza di un solvente.  

                                                           
27 XYZ-viewer ŝ ǳƴΩŀǇǇƭƛŎŀȊƛƻne basata sulla piattaforma indipendente JAVA e sviluppato da Sven de Marothy per la 
manipolazione e la visualizzazione di modelli molecolari. 
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Il solvente pu¸ influenzare le strutture degli intermedi di reazione, lôenergia di attivazione, 

lôenergia di legame e di conseguenza gli spettri rotazionali, vibrazionali ed elettronici. 

Il solvente, in una reazione chimica simulata, può essere preso in considerazione in maniera 

esplicita o implicita [21-25]. 

Gli approcci più comuni per la sua trattazione in chimica computazionale sono quelli della 

supermolecola, i modelli del continuo, la meccanica molecolare (MM) e varie costruzioni 

ibride (supermolecola + modello del continuo, QM (quantomeccanica) + MM, QM + MM + 

modello del continuo). 

Nellôapproccio della supermolecola, attorno al soluto vengono esplicitamente considerate un 

certo numero di molecole di solvente ed il sistema così ottenuto viene trattato a livello 

quantomeccanico. I risultati migliorano via via che il numero di molecole di solvente 

considerato cresce con conseguente aumento del costo computazionale. 

Nei metodi basati sulla MM, semplici campi di forza ottenuti classicamente permettono di 

includere nel calcolo un numero elevato di molecole di solvente. Tuttavia, la semplicità di 

questo approccio non dà una descrizione adeguata di molti processi come ad esempio la 

rottura dei legami nelle reazioni chimiche. 

I modelli del continuo rappresentano un vero successo. Il campo di applicabilità è però 

limitato. Comunque, laddove questi metodi possono essere applicati, danno una stima degli 

effetti del solvente abbastanza buona e con costi computazionali convenienti. Il solvente è 

descritto come un mezzo uniforme caratterizzato da qualche proprietà macroscopica. 

I metodi ibridi QM/MM sono gli approcci più recenti e promettenti. Tuttavia, non è facile 

applicarli e sono computazionalmente costosi. 

Nel presente lavoro di tesi, il ruolo del solvente è stato investigato utilizzando i metodi del 

continuo noti come polarizable continuum model o PCM [26-29], e la sua variante conductor 

polarizable continuum model o CPCM [30-33], come implementati nei codici di calcolo 

Gaussian03 [17] e Gaussian09 [34]. 

Secondo tali modelli, il solvente è trattato come un continuo polarizzabile avente una data 

costante dielettrica [25] ed il soluto ¯ posto dentro una cavit¨ allôinterno del solvente. 

Molti sono i parametri che influenzano questo modello ma il più importante è senza dubbio è 

la definizione della superficie della cavità che ospita il soluto [21-22]. 

Esistono diverse modalità di costruzione di questa superficie: per i modelli presi in esame, 

cioè il PCM e il CPCM, essa è ottenuta come inviluppo di sfere centrate su atomi o gruppi di 

atomi.  
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Nel Gaussian03 lôimpostazione di default ¯ quella che utilizza il modello topologico UA0 

basato sui raggi ricavati dal campo di forza UFF. Secondo tale modello gli atomi di idrogeno 

sono inglobati negli atomi pesanti a cui sono legati. 

Nel Gaussian09, invece, lôimpostazione di default ¯ quella basata sui raggi ricavati dal 

campo di forza UFF con sfere esplicitate per ogni atomo presente, idrogeni compresi. 

Esistono, tuttavia, anche altre opzioni disponibili che consentono di utilizzare valori 

differenti per i raggi delle sfere
28

 o di modificarne il posizionamento. 

Il valore dei raggi utilizzati per la costruzione delle sfere è in realtà ottenuto moltiplicando il 

valore dei raggi del modello topologico utilizzato per un fattore di scala ɻȟ ÓÅÔÔÁÔÏ Á ρȢπ ÐÅÒ 

'ÁÕÓÓÉÁÎπσ Å Á ρȢρ ÐÅÒ 'ÁÕÓÓÉÁÎπωȢ 1ÕÅÓÔÏ ÏÆÆÒÅ ÕÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÐÏÓÓÉÂÉÌÉÔÛ ÄÉ ÉÎÔÅÒÖÅÎÔÏ 

per la modifica della superficie dalla cavità. 

Esistono anche diverse modalità per la costruzione della cavità: nel Gaussian03 il 

default la superficie è ottenuta secondo lo schema SES (solvent excluding surface) 

secondo il quale il solvente è impossibilitato a penetrare nella cavità la cui superficie è 

resa più ÒÅÇÏÌÁÒÅ ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌȭÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÉ ÓÆÅÒÅ ÓÕÐÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉ (Fig. 4); nel Gaussian09, 

invece, il default è costituito dalla Van der Waals surface che impiega i raggi di Van der 

7ÁÁÌÓ ÓÃÁÌÁÔÉ Å ÓÅÎÚÁ ÌȭÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÅÌÌÅ ÓÆÅÒÅ ÓÕÐÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉ. 

È possibile, inoltre, costruire superfici anche secondo altri schemi, ad esempio 

aggiungendo  il raggio del solvente29 ai raggi non scalati di atomi e gruppi (SAS: solvent 

accesible surface; Fig. 4) o costruire superfici di isodensità in maniera statica (IPCM) o 

autoconsistente (SCIPCM). 

Ad ogni modo, una volta che è stata definita la cavità, la sua superficie è mappata in 

maniera più dettagliata attraverso piccole regioni denominate tessere, ognuna delle 

ÑÕÁÌÉ î ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁÌÌÁ ÐÒÏÐÒÉÁ ÁÒÅÁ Å ÄÁÌÌȭÁÖÅÒÅ ÕÎ ÖÅÔÔÏÒÅ ÅÌÅÔÔÒÏÓÔatico normale 

alla superficie passante per il suo centro [32] . 

Tali tessere sono ottenute proiettando sulla superficie di ogni sfera le facce di un 

poliedro, il pentakisdodecaedro (avente 60 facce), inscritto in essa. Le tessere derivanti 

da sfere differenti e che si sovrappongono completamente sono scartate, mentre quelle 

che si sovrappongono solo in parte sono rimpiazzate da poligoni adeguati. 

                                                           
28 Ad esempio si può utilizzare il modello topologico UAHF che fa uso di raggi ottimizzati per il livello di teoria HF 

con basi 6-31G(d) o il modello topologico UAKS che fa uso, invece, di raggi ottimizzati il funzionale di scambio e 
correlazione PBE0 con basi 6-31G(d) o scegliere tra i raggi di Van der Waals o i raggi di Bondi o, ancora, i raggi di 
Pauling, ecc.  
29 Le molecole di solvente sono assimilate a delle sfere aventi come raggio il raggio di Van der Waals: lo 
scorrimento di una sfera lungo la superficie della cavità definisce una nuove superficie data dalle posizioni assunte 
dal centro della sfera e oltre la quale esso non può andare. 
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Fig. 4: Rappresentazione della superficie della cavità nel solvente secondo i modelli SES e SAS [25]. 

 

Il vettore elettrostatico associato ad ogni tessera, invece, deriva dalla polarizzazione 

indotta nelle molecole del solvente dai dipoli molecolari del soluto: il potenziale 

elettrico generato dal continuum in risposta alla polarizzazione (reaction field) è uguale 

ad una distribuzione continua di carica fittizia, distribuita sulla superficie della cavità 

molecolare [24] . Nella realtà, la distribuzione continua è approssimata da una 

distribuzione discreta di cariche puntuali poste sulla superficie della cavità: ad ogni 

tessera è associata una carica e, quindi, un vettore elettrostatico. 

Nel modello CPCM, in aggiunta, le cariche sono determinate in modo che il potenziale 

totale si cancelli sulla superficie. 

,ȭÅÎÅÒÇÉÁ ÄÉ ÓÏÌÖÁÔÁÚÉÏÎÅ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÁÐÐÒÏÓÓÉÍÁÔÁ ÃÏÍÅ ÓÏÍÍÁ ÄÉ ÃÏÎÔÒÉÂÕÔÉ [22,24]: 

 

 

 

Il primo termine, , è la componente elettrostatica dovuta allôinterazione soluto-solvente 

calcolata usando il metodo self-consistent reaction field o SCRF.  

Il campo elettrico indotto nel solvente, infatti, interagisce con la densità elettronica del 

solvente che così cambia. Ciò equivale ad introdurre un termine perturbativo che tenga conto 

delle interazioni elettrostatiche con il solvente nellôHamiltoniano che descrive lo stato 

elettronico del soluto 

Poiché esiste una dipendenza reciproca tra densità elettronica del soluto e campo elettrico 

indotto del solvente, il calcolo di  può avvenire solo attraverso una procedura iterativa. 
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In breve, le cariche indotte dalla densità elettronica del soluto sono calcolate in maniera 

autoconsistente ed il potenziale ad esse associato utilizzato per la risoluzione 

dellôHamiltoniano perturbato: si ottiene così un nuovo valore per la densità elettronica da 

utilizzare per ricalcolare le cariche indotte ed il potenziale ad esse associato e così via fino 

allôottenimento della piena convergenza [24,25]. 

Gli altri termini dellôequazione relativa a  rappresentano i contributi non-elettrostatici. 

In particolare:  è il termine di cavitazione, ovvero il lavoro che bisogna compiere per 

creare la cavità nel solvente;  è il termine di dispersione dovuto alle forze di dispersione 

di London tra soluto e sovente;  è il termine di repulsione quantomeccanica tra soluto e 

solvente [24].  

Se i calcoli in solvente forniscono energie piuttosto differenti rispetto a quelle ottenute da 

calcoli in fase gassosa oppure se tali energie dipendessero significativamente dal valore di ʀ 

scelto, allora i calcoli effettuati in fase gassosa risultano poco attendibili [11,12]. 

In questo caso bisognerebbe testare un modello pi½ grande: lôinaccuratezza insita nel modello 

PCM diminuisce allôaumentare delle dimensioni del modello [12]. 

Inoltre, se i siti di taglio del modello sono lontani dal centro reattivo, lôeffetto della 

polarizzazione su di esso è in gran parte già considerato nella trattazione quantomeccanica 

[12]. 

La bontà dei calcoli teorici effettuati ¯ô fornita dalla loro capacità di riprodurre i dati 

sperimentali, in particolare della costante cinetica kcat per quel che riguarda le reazioni 

enzimatiche. 

La barriere energetiche ottenute da calcoli in solvente possono essere messe in relazione con 

le costanti cinetiche della reazione attraverso la relazione 

 

 

 

dove:  k è la costante cinetica 

 KB è la costante di Boltzmann 

 h è la costante di Planck 

 T è la temperatura assoluta 

 R è la costante dei gas 

  è la differenza di energia libera di Gibbs tra lo stato di transizione ed i reagenti 
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Data la dipendenza esponenziale tra la barriera energetica calcolata e il valore della costante 

cinetica ad essa associato, piccoli errori nel calcolo delle prime si traducono in grandi errori 

nei valori delle seconde (per un errore di 1.4 kcal/mol sulla barriera energetica si compie un 

errore di un ordine di grandezza nella k). 

In pratica, in genere le indicazioni che si possono trarre dai calcoli hanno una valenza solo 

qualitativa. 
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CAPITOLO IV: GLI STUDI EFFETTUATI  
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4.1 Le Inverzincine 

 

Molti e importanti processi biologici, fra tutti il metabolismo, che hanno luogo allôinterno 

degli organismi viventi coinvolgono lôidrolisi di legami peptidici [1]. 

Rivestono, pertanto, grande importanza le peptidasi ovvero gli enzimi che catalizzano tale 

reazione. In quanto promotori di una reazione di idrolisi, tali enzimi costituiscono una 

sottoclasse delle idrolasi. Inoltre, a seconda se idrolizzano legami peptidici terminali o 

interni sono denominati, rispettivamente, esopeptidasi o endopeptidasi. 

La reazione di idrolisi di un legame peptidico presenta degli ostacoli, dovuti alla stabilità del 

legame ammidico e alla scarsa nucleofilicit¨ dellôacqua: entrambi questi ostacoli possono 

essere superati dagli enzimi grazie ad una catalisi elettrofilica, ricorrendo, cioè, allôausilio di 

uno ione metallico.  

Lo zinco, in particolare, dopo il ferro risulta essere il  metallo di transizione più abbondante 

negli organismi viventi [2]. Una spiegazione di ciò può risiedere nella grande flessibilità che 

i suoi ioni mostrano nellôadottare alcune geometrie di coordinazione e nella stabilità chimica 

rispetto alle reazioni di ossidazione. 

Le metallo peptidasi, come vengono comunemente indicati tali enzimi, possono essere 

classificati sulla base di similarità strutturali, come ad esempio il sito di coordinazione del 

metallo. 

In particolare, un ampio numero di enzimi contenenti ioni Zn
2+

 sono accomunati dal 

condividere per il sito di coordinazione dello ione metallico la sequenza HExxH, dove H è 

lôamminoacido istidina, E ¯ lôamminoacido acido glutammico e x indica un amminoacido 

generico. Questi enzimi vengono indicati con il nome di zincine. 

Circa 30 anni fa, tuttavia, fu isolata e descritta [3-5] una metalloendopeptidasi di E. coli 

contenente ioni zinco, la pitrilisina, che presentava, per il sito di coordinazione del metallo, 

un motivo perfettamente speculare rispetto quello già noto delle zincine: HxxEH anziché 

HExxH. 

Successivamente molte altre metalloendopeptidasi che presentavano questa caratteristica 

furono isolate in piante, animali, lieviti e batteri e caratterizzate. A tali enzimi fu attribuito il 

nome di inverzincine [6,7]. 

Sia nelle zincine che nelle inverzincine il sito di coordinazione del metallo è localizzato in 

una ɻ-elica destrorsa e di lunghezza simile, ma nelle inverzincine tale struttura ha 

unôorientazione opposta rispetto alla struttura delle zincine. 

A dispetto della differenza di struttura primaria le zincine e le inverzincine mostrano una 

disposizione spaziale simile attorno al sito catalitico. Le zincine, tuttavia, mostrano una certa 
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variabilità per quanto concerne il terzo ligando dello ione Zn
2+

 che può essere un residuo di 

acido glutammico, di acido aspartico, di istidina o di cisteina, mentre per le inverzincine 

questo è costituito esclusivamente da un residuo di acido glutammico [8]. 

Inoltre, zincine e inverzincine mostrano specificità e risposte agli inibitori differenti; in 

particolare le zincine mostrano la caratteristica unica di essere inibiti dagli inibitori delle 

cisteinoproteasi [9]. 

Le inverzincine costituisco la superfamiglia M16 che conta tre distinte sottofamiglie: la 

M16A, la M16B e la M16C. Lôinsulin-degrading Enzyme (IDE) e la Mitochondrial 

Processing Peptidase (MPP), oggetto di studio della presente tesi, sono rappresentanti, 

rispettivamente, delle famiglie M16A e M16B. 

 

4.2 LôInsulin-degrading enzyme 

 

Lôinsulin-degrading enzyme o IDE (EC 3.4.24.56) è un omodimero di circa 220 kDa di 

massa [7,10,11] espresso principalmente nel citosol cellulare, anche se è stato ritrovato in 

molti organuli e strutture subcellulari, nei comparti extracellulari e anche in cellule che 

risultano non sensibili allôinsulina
30

, uno dei suoi substrati naturali [12-16]. Più 

specificatamente lôIDE è stato trovato sulla superficie delle cellule endoteliali vascolari del 

cervello umano [17]. I suoi substrati mostrano poca similarità tra loro in quanto a struttura 

primaria. LôIDE, tuttavia, non risulta essere una peptidasi generale poich® processa numerosi 

substrati, ma discrimina tra substrati simili: ad esempio processa lôinsulina [18-20] ma non il 

suo precursore pro-insulina [7,8,21-23]. 

Lôidrolisi dei substrati operata dallôIDE avviene in maniera casuale, anche se con una 

preferenza per siti idrofobici ingombrati. Sembra plausibile, quindi, lôipotesi che lôIDE 

riconosca elementi delle strutture secondaria e terziaria dei substrati [16]. 

Dettagliate analisi della struttura dellôIDE, culminate con la determinazione cristallografica 

della struttura dellôenzima umano libero [11] e di suoi complessi con alcuni substrati [24], 

hanno evidenziato la presenza di due distinti domini, uno C-terminale ed uno N-terminale, 

legati tra loro da un loop di 28 a.a. e da interazioni come legami ad idrogeno 

[10,11,22,24,25]. 

Entrambi i domini sono necessari per la catalisi. In particolare, il dominio C-terminale è 

responsabile della oligomerizzazione dellôIDE, della sua regolazione allosterica [10,26-30] 

nonché di importanti interazioni con il substrato [23,24]. Il domino N-terminale, invece, 

                                                           
30 vǳŜǎǘƻ Ƙŀ Ŧŀǘǘƻ ƛǇƻǘƛȊȊŀǊŜ ŎƘŜ L59 ǎƛŀ ŎƻƛƴǾƻƭǘƻ ŀƴŎƘŜ ƛƴ ǇǊƻŎŜǎǎƛ ŘƛŦŦŜǊŜƴǘƛ ŘŀƭƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ ǇŜǇǘƛŘƛŎŀΣ ŎƻƳŜ ŀŘ 
esempio la differenzazione cellulare. 
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ospita il sito di coordinazione dello ione Zn
2+

, costituito dalla catene laterali dei residui di 

His-108, His-112 e Glu-189 [8,21,31], oltre al residuo di Glu-111, fondamentale per la 

catalisi [22]. I due domini dellôIDE formano una cavit¨ piuttosto ampia (~16.000 Å3
) capace 

di ospitare substrati lunghi fino a circa 70 amminoacidi [23,24]. 

La parete formata dal dominio C-terminale risulta essere largamente positiva mentre quella 

del dominio N-terminale per lo più neutra o di carica negativa. Le dimensioni e la 

distribuzione di carica, dunque, possono costituire due discriminanti per la specificità dei 

substrati mostrata dallôIDE. 

Il dominio N-terminale contiene, sempre allôinterno della camera catalitica, un exosito per 

lôancoraggio del substrato: questo non richiede sequenze specifiche nel substrato poich® 

avviene tramite interazioni tra il foglietto ɼ dellôestremit¨ N-terminale del substrato ed un 

foglietto ɼ presente allôinterno della camera catalitica. 

Le strutture cristallografiche dei complessi enzima-substrato hanno evidenziato come il 

substrato legato allôenzima effettui una transizione da una struttura ad ɻ-elica o a random coil 

ad una struttura a foglietto ɼ. La flessibilit¨ dei substrati sembra, quindi, costituire unôaltra 

discriminante per la specificità. In effetti, ¯ stato proposto che lôIDE riconosca ed idrolizzi i 

suoi substrati in base alla loro capacità di formare depositi amiloidi
31

 [16]. 

Substrati per lôIDE sono, oltre allôinsulina, anche lôamilina [32], il peptide natriuretico atriale 

[33], il glucagone [34], i peptidi ABri e ADan [35], i peptidi ɼ-amiloidi 1-40 e 1-42 

[16,23,36-45]: tutti composti in grado di formare depositi amiloidi
32

. 

 

4.2.1 Il meccanismo catalitico 

 

Le strutture cristallografiche dellôenzima ottenute in assenza [11] ed in presenza [24] di 

substrato hanno rivelato da un lato come lôIDE prediliga assumere una conformazione chiusa 

(IDE
c
) e dallôaltro lôassenza di una qualsiasi apertura che garantisca al substrato lôaccesso 

nella cavità catalitica.  

Nella conformazione chiusa lôIDE ¯ in grado di condurre la sua azione catalitica ma non di 

rilasciare i prodotti della reazione n® di garantire lôaccesso del substrato al sito di reazione. 

Di conseguenza, perché possa svolgere il suo compito, lôIDE deve subire un cambiamento 

                                                           
31 I peptidi amiloidi si caratterizzano per la lenta formazione di depositi insolubili formatisi per aggregazione degli 

stessi peptidi in seguito ad una transizione della struttura a foglietto ɼ [16]. 
32 5ŜǇƻǎƛǘƛ ŀƳƛƭƻƛŘƛ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ǊƛǎŎƻƴǘǊŀǘƛ ƛƴ ǇŀȊƛŜƴǘƛ ŘƛŀōŜǘƛŎƛ ƴŜƛ Ǉǳƴǘƛ ŘƻǾŜ ǎƛ ƛƴƛŜǘǘŀǾŀƴƻ ƭΩƛƴǎǳƭƛƴŀΤ ƭΩŀƳƛƭƛƴŀ ŝ 
responsabile della formazione delle isole amiloidi pancreatiche in soggetti malati di diabete mellito di tipo II o 

insulino-resistente; ABri e ADan sono responsabili di alcune forme di demenza ereditaria; i peptidi ̡ -amiloidi 1-40 
e 1-42 sono invece associati con il Morbo di Alzheimer. Esistono, inoltre, numerose evidenze, anche di tipo 
genetico, per una correlazione tra diabete mellito di tipo II, Morbo di Alzheimer e IDE. 
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conformazionale in modo da trovarsi nello stato aperto (IDE
o
) che garantisca lôaccesso alla 

cavità interna [11] (Fig. 5).  

Il meccanismo con cui avviene  questo cambiamento conformazionale e cosa lo inneschi 

sono a tuttôoggi sconosciuti. Questo comportamento, però, ha suggerito per lôIDE il 

soprannome di enzima pac-man. 

In ultima analisi, il ciclo pu¸ cos³ riassumersi: inizialmente lôIDE ¯ in una conformazione 

chiusa; in seguito a perturbazioni termodinamiche o allôinterazione con qualche effettore 

lôIDE assume la conformazione aperta grazie alla quale può inglobare il substrato, dopodiché 

riassume la conformazione chiusa, nella quale il substrato subisce il cambio conformazionale 

a foglietto ɼ e, successivamente, lôidrolisi; una seconda transizione dellôIDE verso la 

conformazione aperta permette il rilascio dei prodotti: a questo punto lôenzima è pronto a 

ricominciare un nuovo ciclo oppure a transire verso lo stato iniziale inattivo. 

 

 

 

Fig. 5: Equilibrio conformazionale ŘŜƭƭΩL59 ǘǊŀ ƭŀ ŦƻǊƳŀ ŎƘƛǳǎŀ L59c e la forma aperta IDEo [22]. Per i dettagli si veda 
il testo 

 

Il meccanismo esatto con cui avviene lôidrolisi ad opera dellôIDE non ¯ noto, tuttavia sulla 

base delle similarità con altre endopeptidasi contenenti ioni Zn
2+

 ne è stato proposto uno 

(Schema 1) secondo il quale il residuo di Glu-111 agisce da base generale deprotonando una 

molecola di acqua coordinata allo ione Zn
2+

: lo ione idrossido così generato conduce un 

attacco nucleofilo sul carbonile producendo un intermedio tetraedrico.  
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In un secondo tempo il Glu-111, attraverso un meccanismo concertato, trasferisce lôidrogeno 

acquisito dallôacqua al gruppo uscente,  estraendo nel contempo lôaltro atomo di idrogeno 

dallo ione idrossido, provocando la rottura del legame peptidico. 

 

4.2.2 I modelli studiati 

 

Il meccanismo di idrolisi ipotizzato per lôIDE è stato oggetto di uno studio computazionale 

(vedi Articolo I). 

Sulla base della struttura cristallografica dellôenzima con la catena ɼ dellôinsulina (PDB 

code: 2G54) e delle indicazioni sperimentali sono stati costruiti 3 diversi modelli del sito 

catalitico di dimensioni crescenti, denominati rispettivamente modello A, B e C. 

Il modello A (Fig. 6), il più piccolo dei tre con i suoi 111 atomi, è composto dai residui His-

108, His-112, Glu-189 ed una molecola di acqua come ligandi dello ione Zn
2+

, dai residui 

Arg-824 e Tyr-831, formanti legami ad idrogeno con il substrato costituito dai residui 15-17, 

rispettivamente Leu, Tyr e Leu, della catena ɼ dellôinsulina.  

Uno dei siti di idrolisi del substrato è localizzato tra il residuo di Tyr-16 e il residuo di Leu-

17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6:  Rappresentazione del modello A utilizzato nello studio del meccanismo catalitico dŜƭƭΩIDE. Gli atomi 
ŎƻƴǘǊŀǎǎŜƎƴŀǘƛ Ŏƻƴ ƭΩŀǎǘŜǊƛǎŎƻ ǎƻƴƻ ǉǳŜƭƭƛ ƳŀƴǘŜƴǳǘƛ ōƭƻŎŎŀǘƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴƛ 

 

Nel modello A, che ha carica totale +1 e molteplicità 1, i residui amminoacidici di His sono 

stati simulati con metil-imidazoli, i Glu con ioni acetato, lôArg con lo ione N-

metilguanidinio, la Tyr con p-metilfenolo. Tutti gli atomi di carbonio dei gruppi metile di tali 

residui sono stati tenuti fissi nelle loro posizioni cristallografiche durante le ottimizzazioni. Il 
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substrato è stato approssimato con il peptide trialanina la cui estremità C-terminale è sotto 

forma di N-metilammide, mentre quella N-terminale è N-metil sostituta.  

 

Schema 1: Ciclo catalitico proposto per la Insulin-degrading Enzyme 
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Il modello B (Fig. 7), invece, consta di 130 atomi, ha carica nulla e molteplicità 1. 

Rispetto al modello A sono inclusi il Glu-182 e il legame peptidico compreso tra i residui di 

Thr-220 e di Gly-221, appartenenti alla seconda sfera di coordinazione dello ione Zn
2+

. In 

particolare, da dati di letteratura, il Glu-182 risulta essere un residuo conservato e appare 

avere un ruolo di regolatore dellôattivit¨ enzimatica; inoltre esso va ad interagire con legame 

idrogeno con il residuo di Arg-824. Lôinterazione con la catena principale compresa tra Thr-

220 e Gly-221, invece, pare non essere mai stata evidenziata in precedenza. Anche in questo 

caso i residui sono stati simulati da uno ione acetato e da N-metilacetammide, 

rispettivamente. In aggiunta, oltre agli atomi già bloccati nel modello A, anche gli atomi di 

carbonio dei gruppi metili dei residui aggiunti sono stati mantenuti fermi. 
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Fig.7:  Rappresentazione del modello B utilizzato nello studio del meccanismo catalitico dŜƭƭΩIDE. Gli atomi 

ŎƻƴǘǊŀǎǎŜƎƴŀǘƛ ŘŀƭƭΩŀǎǘŜǊƛǎŎƻ ǎƻƴƻ ǉǳŜƭƭƛ ƳŀƴǘŜƴǳǘƛ ōƭƻŎŎŀǘƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴƛ 

 

Il modello C (Fig. 8), infine, conta 159 atomi e, come il modello B, ha carica nulla e 

molteplicità 1. Tale modello si differenzia dal precedente in quanto sono state reintrodotte le 

catene laterali del substrato reale. 

 

4.2.3 I risultati ottenuti per lôIDE 

 

I calcoli effettuati hanno avuto come punto di partenza una struttura in cui la molecola di 

acqua è già deprotonata dallo ione acetato che simula il residuo Glu-111. 
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Lo studio condotto sul modello A è stato rapidamente abbandonato. La sola quantificazione 

della barriera energetica
33

 per lôattacco nucleofilico ad opera dello ione OH legato allo Zn
2+

 

sul carbonile (oltre 30 kcal/mol) ha infatti dimostrato lôinadeguatezza del modello. 
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Fig. 8: Rappresentazione del modello B utilizzato nello studio del meccanismo catalitico dŜƭƭΩIDE. Gli atomi 
ŎƻƴǘǊŀǎǎŜƎƴŀǘƛ ŘŀƭƭΩŀǎǘŜǊƛǎŎƻ ǎƻƴƻ ǉǳŜƭƭƛ ƳŀƴǘŜƴǳǘƛ ōƭƻŎŎŀǘƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴƛ 

 

Lôinclusione nel modello della seconda sfera di coordinazione dello ione metallico (modello 

B) ha condotto a risultati soddisfacenti: il rate limiting step presenta una barriera di poco 

meno di 16 kcal/mol (Fig. 9). 

In breve, lo ione OH legato allo Zn
2+

 conduce un attacco nucleofilico sul carbonile 

generando un primo stato di transizione (TS1) che evolve in un primo intermedio (INT1) in 

cui il residuo Glu-111 interagisce tramite un legame a ponte idrogeno con il gruppo OH. A 

questo intermedio segue un secondo stato di transizione (TS2) in cui il suddetto Glu-111 

compie un movimento di pseudo rotazione per andare a formare un nuovo legame idrogeno 

con il gruppo uscente e ristabilire quello con il gruppo OH (INT2). Questo moto richiede 

circa 3.5 kcal/mol. AllôINT2 fa seguito un terzo stato di transizione (TS3) nel quale si 

osserva lôavvenuta cessione del protone al gruppo uscente e uno shift del protone legato al 

gruppo OH del sustrato al Glu-111 con contemporaneo stretching del legame C-N. Da un 

punto di vista energetico, il TS3 si posiziona la di sotto del precedente intermedio di poco più 

                                                           
33 Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli single-point effettuati in solvente utilizzando il modello 
/t/a Ŏƻƴ ʶҐп ǎǳ ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀǘŜ ƛƴ ŦŀǎŜ Ǝŀǎǎƻǎŀ 
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di 3 kcal/mol indicando come questa seconda parte del cammino energetico risulti piuttosto 

piatta se non proprio discendente. 

Lôultimo intermedio (PROD) presenta lôestremità C-terminale del substrato, ormai lontana da 

quella N-terminale, ancora legata allo ione metallico. Il residuo Glu-111 rimane in uno stato 

protonato. Il ripristino dellôenzima attivo richiede che qualche altro residuo presente acquisti 

il protone da Glu-111. Questo aspetto, tuttavia, non è stato investigato poiché lo scopo dello 

studio è stato quello di elucidare il meccanismo dellôidrolisi. 

In tutti i casi, la reazione risulta esotermica per circa 13 kcal/mol. 

 

Fig. 9: Profilo energetico per la reazione di idrolisi effettuata utilizzando il modello B 

 

La descrizione dettagliata del meccanismo catalitico e le figure relative alle geometrie di 

equilibrio possono essere trovate nellôarticolo I. 

Il meccanismo ottenuto con il modello C è risultato molto simile a quello ottenuto con il 

modello B sia in termini di geometrie di equilibrio che di profilo energetico (Fig. 10). 

In definitiva, si possono trarre le seguenti conclusioni: 1) in tutti i modelli studiati il residuo 

di Arg-824 serve allôancoraggio del substrato; 2) il residuo di Tyr-831 non solo ancora il 

substrato ma concorre a stabilizzare la carica negativa che si genera in seguito allôattacco 

nucleofilo; 3) il residuo di Glu-111 agisce non solo come base generale ma anche come 

shuttle protonico risultando indispensabile per la catalisi; 4) lôeffetto della seconda sfera di 

coordinazione dello ione Zn
2+ 

si esplica non solo in termini elettronici ma anche in termini di 

carica del sistema che passa da +1 a 0; 5) lôapprossimazione fatta per il substrato (modello B) 

risulta valida ai fini dellôenergetica di reazione e della determinazione strutturale dei punti 
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stazionari: ci¸ consente di operare un risparmio sui tempi di calcolo; 6) lôenzima lavora 

altrettanto bene con due tripeptidi differenti, pur simili per natura idrofobica, riproducendo il 

dato sperimentale che vede lôIDE non richiedere specifiche sequenze di riconoscimento del 

substrato; 7) la reazione è, in ogni caso esotermica e lo stadio che determina la cinetica di 

reazione ¯ lôattacco nucleofilo. 

 

 

 

Fig. 10: Profilo energetico per la reazione di idrolisi effettuata utilizzando il modello C 

 

4.3 La Mitochondrial Processing Peptidase: il suo ruolo nei mitocondri 

 

I mitocondri [46,47] possono essere considerati, a tutti gli effetti, le centrali energetiche delle 

cellule. Essi, infatti, sono lôunico organulo cellulare che consuma ossigeno (nella cosiddetta 

catena respiratoria) per formare molecole di ATP ad alta energia. 

Il mitocondrio, inoltre, è la sede in cui avvengono altri importanti processi biochimici quali il 

ciclo di Krebs, il ciclo dellôurea e il metabolismo degli acidi grassi, solo per citarne alcuni. 

La loro diffusione è praticamente ubiquitaria: si ritrovano, infatti, anche se in misura 

differente, in tutte le cellule, sia che appartengano al regno animale, sia che appartengano al 

regno vegetale o a quello dei funghi o dei batteri. 

I mitocondri sono costituiti da una membrana esterna, regolare e abbastanza porosa, e da una 

membrana interna che presenta delle profonde increspature (le cosiddette creste) e altamente 

selettiva. Si vengono così a determinare tre differenti ambienti: il citosol esternamente ad 

essi, uno spazio intermembrana ed una soluzione acquosa interna nota come matrice. 
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Sebbene dotati di codice genetico e degli apparati necessari per la sintesi proteica, la maggior 

parte delle proteine necessarie per il funzionamento dei mitocondri sono codificate nel 

nucleo della cellula e sintetizzate nel citoplasma. 

Queste proteine, così come accade per quelle destinate ad altri organelli cellulari, sono 

indirizzate ai mitocondri grazie ad un segnale peptidico, noto come presequenza, posto 

allôestremità N-terminale della catena proteica e successivamente importati nella matrice 

mitocondriale attraverso delle traslocasi di membrana (Fig. 11) [48].  

 

 

 

Fig. 11:  Importazione e processo di proteine citoplasmatiche nei mitocondri. Le proteine sintetizzate nel 

citoplasma sono condotte ai mitocondri da alcune chaperonine (CH) e, attraverso i recettori (R) della 
membrana esterna (OM) e alle traslocasi della membrana esterna (TOM) e di quella interna (TIM), 
introdotte nella matrice dove la MPP taglia via la presequenza. Le proteine ottenute possono essere 

indirizzate attraverso la membrana interna (IM) verso lo spazio intermembrana (IMS), dove la peptidasi 
della membrana interna (IMP) le porta a maturazione, oppure trovarsi nella forma attiva o in una forma 
intermedia maturata poi dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIP). (adattato da rif. 47) 

 

Giunte nella matrice, mentre iniziano a ripiegarsi [49], le proteine provenienti dal citoplasma 

sono idrolizzate ad opera della Mitochondrial Processing Peptidase o MPP (EC 3.4.24.64) 

che taglia via la presequenza [7,48,50]. 

Molte malattie dellôuomo sono correlate a mancanza di proteine mitocondriali codificate dal 

nucleo della cellula [48,51]. Unôalterazione della funzionalit¨ della MPP porta ad un 

accumulo dei peptidi precursori nella matrice che ha come conseguenza un rallentamento 

della crescita cellulare e, infine, la morte [52-55]. 
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La necessità di eliminare la presequenza dalle catene peptidiche è richiesta per un corretto 

folding della proteina: in caso contrario gli enzimi risultano meno attivi e meno stabili 

termodinamicamente [48,52]. 

La MPP, dunque, svolge un ruolo fondamentale per la vita, idrolizzando praticamente tutte le 

proteine mitocondriali provenienti dal citoplasma
34

. 

 

4.3.1 Le caratteristiche strutturali della MPP 

 

La MPP è stata isolata e caratterizzata in numerosi organismi [53-65]. Essa risulta composta 

da due differenti unità, indicate come ɻ e ɼ, la cui localizzazione differisce a secondo 

dellôorganismo considerato: nelle piante fanno parte del complesso bc1 della catena 

respiratoria; nel lievito una subunit¨ ¯ localizzata nella matrice mentre lôaltra continua a far 

parte del suddetto complesso; negli animali e nei funghi entrambe le subunità sono presenti 

nella matrice, mentre nel complesso bc1 sono presenti delle subunità omologhe che hanno 

perso la capacità di idrolisi
35

. 

Ogni subunità è sintetizzata nel citoplasma come precursore più grande ed importata nei 

mitocondri dove in maniera autocatalitica o, più probabilmente, grazie alla presenza di MPP 

preesistente viene attivata [54-56,58,60]. 

Le subunità, in aggiunta, risultano essere altamente omologhe tra di loro [56,58,60] e con i 

domini  N-terminale e C-terminale dellôIDE [24]. 

Ognuna di essa, presa singolarmente, non possiede attività di peptidasi: perch® lôenzima sia 

attivo sono, infatti, richieste entrambe le subunità [55,58,65-67]. 

La MPP, quindi, è un eterodimero avente una massa molare di circa 100-110 kDa. 

La subunità ɻ, in particolare, ha una massa molare di circa 52-57 kDa. Il suo ruolo sembra 

essere quello di riconoscere le presequenze, specie quelle più lunghe, attraverso molteplici 

siti di legame carichi negativamente presenti nel suo dominio C-terminale [56,68-72] e 

tramite una regione altamente conservata ricca di residui di glicina e di istidina [7,48,50,71]. 

La subunità ɼ, invece, ha una massa molare di circa 50-55 kDa e contiene la caratteristica 

sequenza HXXEH tipica delle inverzincine [71].  

Per svolgere la sua attività catalitica la MPP richiede, infatti, uno ione Zn
2+

 in mancanza del 

quale lôenzima risulta inattivato. Tuttavia, altri metalli come Mn
2+

, Co
2+

, Mg
2+

, Fe
2+

, Ni
2+

 

                                                           
34 In realtà, molte delle proteine destinate alla membrana esterna e le proteine carriers della membrana interna 
non presentano presequenze da eliminare [48]. 
35 In un caso, tuttavia, ciò è causato dalla presenza di una presequenza che funge inibitore [65]. 
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[56-58,60,65,71] sembrano svolgere un ruolo catalitico anche se per questo non cô¯ evidenza 

diretta. 

La subunità ɼ, inoltre, contiene numerosi residui amminoacidici acidi conservati che 

risultano importanti per il riconoscimento del substrato [72-75]. 

Nel complesso, quindi, le due subunità formano una cavità catalitica di carica negativa 

[7,68,71]. In aggiunta, le pareti della cavità contengono delle strutture ɼ-sheet che 

costituiscono unôimpalcatura per il legame del substrato tramite legami idrogeno [71,75]. 

Questo ben si accorda con il fatto che le presequenze presentano numerosi residui sia basici 

(carichi positivamente) che idrossilati, ma molto raramente acidi (carichi negativamente). 

Le sole interazioni elettrostatiche, tuttavia, non spiegano la specificit¨ dellôazione catalitica 

della MPP: si stima che nei mammiferi la MPP processi ad un singolo e ben definito sito 

oltre 1000 presequenze che hanno poco in comune in termini di lunghezza (variano da 8 a 

circa 69 amminoacidi) e di struttura primaria. 

La MPP, pertanto, deve riconoscere elementi strutturali [56,57]. In particolare, risultano 

importanti la presenza di residui basici distali e di uno prossimale al sito di taglio, collegati 

da una regione di lunghezza variabile ma piuttosto flessibile [56,61,74-78]. 

Molte pre-proteine mostrano, per il sito di taglio, un motivo costituito dalla sequenza 

RxŹūɊɊ, dove Ź indica il legame idrolizzato, R un residuo di arginina, ū un residuo 

idrofobico ingombrato e Ɋ un residuo idrofilico [61,62,76,77]; in alcuni casi il residuo di 

arginina è localizzato tre amminoacidi prima del sito di taglio, mentre in altri casi è 

posizionato ben dieci residui distante da questo
36

; in circa un terzo dei casi, infine, esso 

manca del tutto, indicando come la presenza di tale amminoacido possa essere importante ma 

non sufficiente a guidare lôazione della MPP [48,80]. 

Le estese interazioni tra substrato ed enzima, infatti, consentono di processare con alta 

specificità anche quelle pre-proteine che non soddisfano appieno tutti i requisiti richiesti per 

la catalisi [75]. 

 

4.3.2 Il meccanismo ipotizzato 

 

La specificità ed il meccanismo di azione della MPP rimangono enigmatici, soprattutto alla 

luce della variabilità delle caratteristiche strutturali e di sequenza mostrate dai suoi substrati. 

                                                           
36 In questi casi, in realtà, la MPP idrolizza la pre-proteina ad una forma intermedia che è successivamente 
trasformata nella proteina matura  dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIP) che taglia via un octapeptide 
ŘŀƭƭΩŜǎǘǊŜƳƛǘŁ b-terminale [79]. 
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La determinazione delle strutture della MPP libera e della MPP legata ad un substrato [71] ha 

permesso di effettuare un paragone con le strutture di altri metallo-enzimi afferenti sia alla 

famiglia delle inverzincine che ad altre famiglie e di confrontarne le ipotesi di meccanismo. 

In particolare, le strutture cristallografiche mostrano la presenza di una molecola di acqua 

come quarto ligando dello ione Zn
2+

. 

Tale molecola, inoltre, si colloca alla giusta distanza per la formazione di un legame 

idrogeno con il residuo di Glu-73 che così può agire come base generale. 

È così plausibile ipotizzare che il sito attivo contenga in realtà uno ione idrossido coordinato 

al sito metallico (Schema 2) o, quantomeno, una molecola di acqua fortemente attivata. 

Il meccanismo ipotizzato, pertanto, richiama da vicino quello proposto in precedenza per 

lôIDE: lo ione idrossido conduce un attacco nucleofilo sul carbonile del substrato formando 

un intermedio tetraedrico che evolve poi in secondo intermedio in cui il residuo di Glu-73 ha 

trasferito un protone al gruppo uscente; la deprotonazione del gruppo OH legato al carbonile 

sempre ad opera del Glu-73 porta infine alla rottura del legame C-N ed alla formazione dei 

prodotti. 

 

4.3.3 Il modello utilizzato 

 

Lôipotesi di meccanismo catalitico formulata per la Mithocondrial Processing Peptidase ¯ 

vagliata attraverso uno studio computazionale. 

Nellôeffettuare lo studio si è fatto ricorso ad un modello di sito catalitico ricavato dalla 

struttura cristallografica del complesso enzima-substrato dove, più specificatamente, 

lôenzima ¯ quello del lievito e il substrato ¯ costituito dal peptide 2-25 della subunità IV della 

citocromo ossidasi (COX IV; PDB code: 1HR8). 

Nella costruzione del modello si è tenuto conto delle indicazioni sperimentali ricavate dalla 

determinazione della suddetta struttura e dai numerosi studi anchôessi sperimentali che hanno 

interessato la MPP. 

Il modello in questione (Fig. 12) è stato ottenuto prendendo in considerazione la sola 

subunità ɼ in quanto è questa che contiene il sito di coordinazione dello ione Zn
2+

, mentre la 

subunità ɻ non interagisce con la presequenza della COX IV. 

Nello specifico, nel modello sono stati inclusi: due residui di istidina (His-70 e His-74), uno 

di glutammato (Glu-150) ed una molecola di acqua in quanto ligandi dello ione Zn
2+

, un 

residuo di glutammato (Glu-73) che agisce come base generale, un altro (Glu-160) che forma 
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un ponte salino con il residuo di arginina del substrato ed un terzo glutammato
37

 (Glu-143) 

interagente con His-74. Completano il modello la porzione di un foglietto ɓ posizionato 

immediatamente sopra in sito catalitico ed interagente con il substrato nonché il substrato 

stesso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2: Ciclo catalitico proposto per la Mitochondrial Processing Peptidase 

                                                           
37 Dati di letteratura indicano come il Glu-мпо ŜǎŜǊŎƛǘƛ ǳƴΩƛƴŦƭǳŜƴȊŀ ǎǳƭƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŁ Řƛ Iƛǎ-74 di ritenere lo ione 
metallico e di riflesso sulla catalisi [72]. 
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In particolare, i residui del foglietto ɓ considerati sono quelli di una treonina (Thr-103), di 

una tirosina (Tyr-102) e parte di una alanina (Ala-101). Lôestremit¨ C-terminale di Thr-103 è 

in forma ammidica, così da simulare il legame peptidico, mentre la Tyr-102 è modellata con 

un residuo di alanina e lôAla-101 ¯ troncata al carbonio Ŭ. Durante le ottimizzazioni lôatomo 

di azoto legato allôestremit¨ C-terminale della Thr-103 e il carbonio metilico rappresentante 

il carbonio Ŭ di Ala-101 sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni di origine.  

Il substrato, infine, è composto da un tetrapeptide formato dai residui di Thr-15, Arg-16, Thr-

17 e Leu-18, essendo il legame interessato dallôidrolisi quello tra la Thr-17 e la Leu-18. 

Lôestremit¨ N-terminale del substrato è in forma amminica libera mentre quella C-terminale 

è in forma metil-ammidica. Non sono state introdotte approssimazioni per quanto riguarda le 

catene laterali del tetrapeptide.  
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Fig. 12: Modello del sito catalitico ŘŜƭƭŀ attΦ Lƴ Ǌƻǎǎƻ ƛƭ ǎǳōǎǘǊŀǘƻΣ ƛƴ ōƭǳ ƭΩŜƴȊƛƳŀΦ Dƭƛ ŀǘƻƳƛ ŎƻƴǘǊŀǎǎŜƎƴŀǘƛ 
ŘŀƭƭΩŀǎǘŜǊƛǎŎƻ ǎƻƴƻ ǉǳŜƭƭƛ ƳŀƴǘŜƴǳǘƛ ōƭƻŎŎŀǘƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴƛΦ 

 

Tutti i residui di glutammato considerati nel modello, e cioè Glu-73, Glu-143, Glu-150, Glu-

160, sono stati simulati con ioni acetato, mentre la His-70 e la His-74 con molecole di 

imidazolo. Il carbonio metilico degli ioni acetato e gli atomi di idrogeno degli imidazoli in 

posizione 4 dellôanello sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni cristallografiche. 

In definitiva, il modello consta di 161 atomi per una carica totale pari a -1 e una molteplicità 

pari ad 1. 

Un attento confronto tra il modello utilizzato per lo studio della MPP ed i modelli impiegati 

nello studio dellôIDE consente di porre in rilievo alcune differenze relativamente 

allôorganizzazione strutturale del sito catalitico. 
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Nonostante la disposizione dei residui attorno allo ione metallico sia simile nei due enzimi, 

nel caso della MPP si nota lôassenza del residuo di tirosina o di qualche altro amminoacido 

che ne svolga le funzioni: stabilizzare la carica negativa che si genera al carbonile in seguito 

allôattacco nucleofilo operato dallo ione idrossido legato allo Zn
2+

. 

 

4.3.4 I risultati  dello studio sulla MPP 

 

Lôottimizzazione del complesso enzima-substrato della MPP ha permesso di metterne in 

rilievo alcune peculiarità strutturali quali la breve distanza, circa 1.37 Å, intercorrente tra lo 

ione idrossido ed il protone estratto ad opera del glutammato, distanza che fa pensare più ad 

una molecola di acqua attivata che ad un vero e proprio ione idrossido, e la presenza di un 

legame idrogeno lungo, poco più di 2,10 Å, tra lôatomo di ossigeno del carbonile e lôatomo di 

idrogeno del legame ammidico formato dai residui di Leu-18 e Cys-19 del substrato. 

La descrizione dettagliata del meccanismo catalitico, le figure relative alle strutture del 

complesso enzima-substrato e dei successivi punti stazionari nonché i parametri geometrici 

più significativi relativi ad esse saranno presentati in un articolo che attualmente è in 

preparazione. 

Successivamente al complesso enzima-substrato si colloca il primo stato di transizione (TS1) 

in cui lo ione idrossido conduce un attacco nucleofilo sul carbonile della Thr-17 del substrato 

che risulta essere ora coordinato allo ione metallico. Lo ione idrossido si allontana 

sensibilmente dallo ione Zn
2+

 (circa 0,9 Å) e dal Glu-73 (di circa 0,2 Å). La distanza tra 

lôossigeno del carbonile e lôidrogeno ammidico si accorcia fino a 1.93 Å, suggerendo un 

possibile effetto stabilizzante dellôincipiente carica negativa che si forma e svolgendo un 

ruolo simile a quello della Tyr-831 nellôIDE.  

Da un punto di vista energetico
38

 il TS1 si pone 20,37 kcal/mol al di sopra del complesso 

enzima-substrato (Fig. 13).  

Il TS1 evolve, quindi, nel primo intermedio (INT1) strutturalmente simile ad esso ma più 

stabile per circa 4 kcal/mol. 

AllôINT1 fa seguito il secondo stato di transizione (TS2) in cui il legame a idrogeno tra il 

Glu-73 ed il gruppo OH legato al carbonile si allenta mentre se ne cominciano a formare altri 

due nuovi, uno tra il gruppo OH di Glu-73 e lôatomo di azoto del gruppo uscente ed uno tra il 

                                                           
38 Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli single-point effettuati in solvente utilizzando il modello 

/t/a Ŏƻƴ ʶҐп ǎǳ ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀǘŜ ƛƴ ŦŀǎŜ Ǝŀǎǎƻǎŀ 
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gruppo OH legato al carbonile e lôatomo di ossigeno dello stesso Glu-73. Questa struttura 

risulta essere circa 7.7 kcal/mol al di sopra del precedente INT1. 

NellôINT2 successivo al TS2 la rete di legami a idrogeno tra il Glu-73 ed il substrato viene 

consolidata. Lôossigeno del carbonile, tuttavia, non interagisce pi½ con lôidrogeno ammidico 

del legame tra Leu-18 e Cys-19 ma forma  un nuovo legame a idrogeno con la catena laterale 

di Thr-17. Energeticamente questa struttura risulta più stabile del precedente TS2 di circa 

13,9 kcal/mol. 

Il successivo step del meccanismo prevede uno shift protonico dal Glu-73 allôatomo di azoto 

del gruppo uscente per formare il corrispondente intermedio (INT3), passando attraverso un 

terzo stato di transizione (TS3). 

Ogni tentativo di determinare il TS3, tuttavia, non ha portato alla sua individuazione. 

In particolare, operando una scansione sulla coordinata di reazione, ovvero lungo la distanza 

di legame tra lôatomo di idrogeno e lôatomo di ossigeno di Glu-73, si è trovata una struttura 

con un massimo di energia di appena 0,3 kcal/mol rispetto il precedente INT2. 

In aggiunta, il tentativo fatto utilizzando un livello di teoria più basso (HF invece che DFT), 

in modo da ricavare le costanti di forza del moto molecolare da utilizzare nella successiva 

ottimizzazione DFT, ha consentito lôindividuazione del TS3 a livello HF ma non a livello 

DFT . 

È noto che il funzionale B3LYP, utilizzato nelle ottimizzazioni DFT, tende a sottostimare le 

barriere energetiche relative a trasferimenti protonici: questa osservazione, unita alla piccola 

barriera energetica ricavata dalla scansione, può spiegare il perché della mancata 

localizzazione del TS3. 

In ogni caso, nel pattern di reazione, in luogo della struttura del TS3 pienamente ottimizzata, 

è stata inserita la struttura corrispondente al massimo energetico della scansione. 

Riprendendo la descrizione del meccanismo catalitico, il TS3 evolve nellôINT3 più stabile di 

questo di oltre 6.3 kcal/mol. 

DallôINT3 si arriva, infine ai prodotti, dove il legame peptidico è ormai idrolizzato, passando 

attraverso il TS4 in cui il legame C-N è quasi completamente rotto (2,08 Å), mentre il 

protone è ceduto dal gruppo OH del carbonile al Glu-73. In aggiunta, nel TS4, il legame a 

idrogeno tra la catena laterale della Thr-17 e lôossigeno del carbonile si allenta, per rompersi 

definitivamente nei prodotti. 

Dal punto di vista energetico il TS4 risulta essere circa 3.3 kcal/mol al di sopra dellôINT3, 

mentre i prodotti sono più stabili del TS4 di circa 16.8 kcal/mol. 

In base ai risultati ottenuti si possono trarre le seguenti conclusioni: 1) la reazione risulta 

essere esotermica per poco meno di 10 kcal/mol; 2) lo stadio lento è rappresentato 
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dallôattacco nucleofilo, anche se il valore energetico della barriera è al limite dellôevento 

catalitico; 3) il Glu-73, cos³ come accade nel caso dellôIDE, agisce sia da base generale 

promuovendo la formazione di uno ione idrossido o quantomeno attivando la molecola di 

H2O, sia da shuttle protonico favorendo lôallontanamento del gruppo uscente; 4) il ruolo 

svolto nellôIDE dalla Tyr-831 può essere svolto nella MPP dalla catena principale del 

substrato o dalla catena laterale della Thr-17: si potrebbe speculare che la richiesta per un 

amminoacido idrofilico in posizione P2ô o P3ô del substrato, cio¯ distante due o tre 

amminoacidi in direzione C-terminale rispetto al sito di taglio, sia dettata dalla necessità di 

stabilizzare la carica negativa al carbonile.  

Nel caso della COX IV tali amminoacidi sono, rispettivamente, cisteina e serina: nelle 

coordinate cristallografiche del complesso enzima-substrato, tuttavia, la Cys-19 risulta 

scarsamente visibile, mentre i residui 20-25 non sono determinati [71]. 

Lo sviluppo di nuovi funzionali esplicitamente progettati per la determinazione delle barriere 

energetiche uniti ai limiti riconosciuti al funzionale B3LYP per questo e per altri aspetti, 

come gi¨ esposto nel capitolo 2, e allôottenimento di una barriera energetica per lo stadio 

lento del meccanismo della MPP al limite dellôevento catalitico, hanno suggerito nuovi 

calcoli con il funzionale MPWB1K. 

Il pattern energetico così ottenuto è riportato in grafico (Fig. 13): tutti i punti stazionari ad 

eccezione del TS4 e dei prodotti risultano sistematicamente stabilizzati di circa 8-9 kcal/mol; 

solo il TS4 ¯ stabilizzato di circa 4 kcal/mol mentre lôesotermicit¨ della reazione risulta 

ridotta di meno di 1 kcal/mol.  

Ad unôattenta analisi si pu¸ osservare una piccola variazione rispetto al meccanismo 

proposto per lôIDE. 

Successivamente alla formazione dellôintermedio tetraedrico (INT1) e alla pseudo-rotazione 

del Glu-73 per formare il secondo intermedio (INT2) in cui si ha la formazione di un legame 

a idrogeno tra lôatomo di azoto del gruppo uscente ed il gruppo OH di Glu-73 e di un 

secondo legame idrogeno tra il gruppo OH legato al carbonile e lôatomo di O dello stesso 

Glu-73, si situa un terzo intermedio (INT3) in cui il Glu-73 ha trasferito lôatomo di idrogeno: 

si ha quindi lôaggiunta di un ulteriore intermedio e del relativo stato di transizione che 

conduce ad esso (TS3). 

Nel meccanismo ipotizzato per lôIDE, successivamente allôINT2 si collocava uno stato di 

transizione che conduceva ai prodotti ed in cui la cessione dellôidrogeno al gruppo uscente 

era contemporanea alla rottura del legame ammidico e alla deprotonazione del gruppo OH 

legato al carbonile. 



73 
 

Eccettuato questo passaggio supplementare, il resto del meccanismo ipotizzato è simile a 

quello proposto per lôIDE. 

 

 

Fig. 13: Confronto tra i pattern energetici relativi al meccanismo catalitico della MPP ottenuti con in funzionali 
B3LYP e MPWB1K in solvente utilizzando il modello CPCM ed una ǾŀƭƻǊŜ Řƛ ʶҐп 

 

4.4 Le Anidrasi Carboniche 

 

Lôanidride carbonica (CO2) ¯ una piccola molecola apolare presente come gas nellôatmosfera 

in piccole quantità, appena lo 0.04 % in volume. Eppure, questa piccola molecola riveste una 

grande importanza e non solo per il sempre attuale problema del surriscaldamento globale. 

La CO2, infatti, è una specie comune ai processi di fotosintesi e di respirazione, essendo un 

reagente per il primo ed un prodotto per il secondo. 

La sua disponibilità ed il suo trasporto, pertanto, risultano essere importanti per tutti gli 

organismi viventi. 

Come gas, la CO2 diffonde piuttosto lentamente, mentre in soluzione tende a sommare una 

molecola di acqua per produrre acido carbonico che, a seconda del pH, può cedere uno o due 

protoni per formare, rispettivamente, ioni bicarbonato e carbonato oppure restare in forma 

neutra [81]. Lôidratazione ¯ una reazione di equilibrio lenta a differenza delle reazioni di 

deprotonazioni che sono considerate istantanee [82]. 
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Le condizioni di pH dei mari fanno sì che quasi tutta la CO2 disciolta in essi sia presente 

come ione bicarbonato e come tale non può attraversare la membrana cellulare a meno che 

non siano presenti dei sistemi di scambio.  

In aggiunta, anche nei cloroplasti le condizioni ambientali sono tali da favorire la formazione 

dello ione bicarbonato, mentre lôenzima fotosintetico Rubisco ha come substrato la CO2: è 

richiesta, pertanto, una ñriconversioneò dello ione bicarbonato in CO2 [83]. 

Non sorprende, quindi, che praticamente tutti gli organismi viventi, sin dai primordi [84], per 

poter effettuare il processo di fotosintesi [82] o il processo della respirazione [85] abbiano 

dovuto sviluppare un sistema per la conversione, il trasporto e lôaccumulo della CO2. 

Lôanidrasi carbonica (CA) (EC 4.2.1.1) sembra svolgere egregiamente questo compito. Esso 

è un metallo-enzima che catalizza lôidratazione reversibile della CO2 in soluzione. 

 

 

 

Il ruolo dellôanidrasi carbonica negli organismi viventi non ¯ per¸ limitato al semplice 

trasporto della CO2, ma coinvolge, tra le altre cose, anche funzioni di regolazione del pH, di 

trasporto di ioni e di omeostasi della CO2. Nei mammiferi, ad esempio, la CA è coinvolta in 

numerosi altri processi quali la gluconeogenesi, lôureagenesi, la lipogenesi, la calcificazione 

ed il riassorbimento osseo, la riproduzione, la visione, la digestione e molti altri ancora 

[83,85-87]. Lôinteresse per la CA, comunque, non ¯ dettato solo dal suo coinvolgimento in 

così tanti processi biologici ma anche perché implicata in molte malattie umane, incluse 

alcune forme tumorali. Inoltre, la sua presenza in organismi quali funghi e batteri la rendono 

un possibile target nello sviluppo di farmaci contro le infezioni [84,86]. 

La diffusione ubiquitaria della CA tra gli organismi viventi e il suo diffuso coinvolgimento 

nei loro cicli biologici hanno fatto sì che questo enzima sia presente sotto molte isoforme e 

con differenti strutture.  

Dipendentemente dalla sua struttura e dalla diversità dei geni che codificano per essa, la CA 

può essere ripartita in almeno quattro differenti classi, denominate, rispettivamente, ɻ, ɼ, ɔ e 

ŭ [82-88]. 

Gli enzimi della classe ɻ ÓÏÎÏ ÄÉÆÆÕÓÉ ÉÎ ÑÕÁÓÉ ÔÕÔÔÉ gli organismi viventi, ma costituiscono 

le uniche CA finora caratterizzate nei mammiferi e come tali sono anche le più studiate: fino 

ad ora sono state identificate sedici isoforme differenti, di cui tre prive di attività catalitica, 

ripartite tra forme citoplasmatiche, forme associate a membrane e forme secrete. Ogni 

isoforma presenta differenti cinetiche di reazione e risposte agli inibitori [89-92]. 
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Gli enzimi appartenenti a questa classe sono presenti per lo più come monomeri di circa 30 

kDa e presentano tutti un sito attivo contenente tre residui di istidina quali ligandi dello ione 

metallico. 

Gli enzimi della classe ɼ sono anche essi ampiamente espressi nei vari organismi viventi, 

anche se meno ampiamente degli enzimi di classe ɻ dai quali differiscono sia per il sito 

attivo, il quale presenta due residui di cisteina ed uno di istidina come ligandi dello ione 

metallico, sia per la tendenza a formare oligomeri a base di dimeri. Gli enzimi appartenenti a 

questa classe sono anche gli unici, fra tutte la CA, a mostrare una regolazione allosterica 

[93,94]. 

La classe ɔ conta, in realtà, un solo enzima, denominato Cam e presente come omotrimero 

nellôarcheobatterio Methanosarcina thermofila. Nonostante le differenze strutturali (contiene 

ad esempio eliche ɼ sinistrorse), il sito catalitico richiama quello degli enzimi di classe ɻ: 

delle tre istidine, però, due provengono da un monomero mentre la terza è fornita da un 

monomero adiacente. In aggiunta, lo ione metallico coordina due molecole di acqua e non 

solo una come avviene invece per gli enzimi delle altri classi. 

Anche la classe ŭ si compone di un solo enzima, la TWCA1, isolato dalla diatomea 

Thalassiosira weissflogii. Questo enzima presenta delle caratteristiche strutturali molto simili 

a quelle degli enzimi di classe ɻ, con un sito catalitico contenente i tre residui istidinici [95], 

ma con una sequenza genica differente da tutte quelle riferibili agli enzimi della altre classi. 

Tutte le CA, a prescindere dallo loro inclusione in una classe piuttosto che unôaltra, 

richiedono come cofattore lo ione Zn
2+
. Lôenzima Cam, tuttavia, presenta delle velocit¨ di 

idratazione più elevate nel caso in cui lo ione Zn
2+ 

è sostituito dallo ione Fe
2+

 o dallo ione 

Co
2+

 [88], mentre lôattivit¨ degli enzimi della classe ɻ [89] e dellôenzima TWCA1 [96] 

contenenti ioni Co
2+

 risulta paragonabile a quella degli enzimi nativi. 

Lôeffetto degli ioni dei metalli di transizione diversi dallo Zn
2+

 sullôattivit¨ delle CA varia a 

seconda del metallo considerato e del suo stato di ossidazione: in generale gli ioni bivalenti 

di tali metalli tendono ad inibire fortemente lôazione catalitica [89,97]. Tale inibizione può 

derivare dalla competizione per il sito di coordinazione dello ione metallico o per 

lôinterazione con altri siti di coordinazione presenti nellôenzima. 

In alcuni casi, inoltre, la presenza di un particolare ione metallico può anche promuovere 

lôespressione genica di enzimi altrimenti rimasti inespressi: ¯ il caso, ad esempio, della 

Thalassiosira weissflogii che per esposizione a ioni Cd
2+

 promuove lôespressione di una 

nuova forma di CA, la CDCA1 [98]. 
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4.4.1 La CDCA1 

 

Il Cadmio è un metallo pesante noto per la sua tossicità [99-101].  

La sua concentrazione nei mari, tuttavia, varia come quella di altri nutrienti algali: bassa 

concentrazione sulla superficie marina e rigenerazione sui fondali, comportamento questo 

che pu¸ essere, in parte, spiegato con lôassunzione da parte di microorganismi. 

In particolare, la Thalassiosira weissflogii in condizioni di bassa concentrazione di CO2 e di 

carenza di ioni Zn
2+

, può sostenere la sua crescita esprimendo un enzima dotato di attività di 

anidrasi carbonica contenente ioni Cd
2+

 anziché ioni Zn
2+

, la CDCA1, riflettendo la capacità 

unica degli organismi marini allôadattamento di condizioni estreme [98]. 

Ciò sorprende ancora di più se si pensa come le CA, in esperimenti in vitro, abbiano mostrato 

attività significativamente ridotte in presenza di ioni Cd
2+

 [102].  

Unôanalisi genetica più attenta, tuttavia, ha rivelato come lôadattamento mostrato dalla T. 

weissflogii non costituisca un fenomeno isolato, ma bensì così ampiamente diffuso tra le 

diatomee da indurre ad inserire questi enzimi in una nuova classe di CA: la ɕ [103]. 

Lôunico enzima della classe ɕ fino ad oggi caratterizzato rimane, tuttavia, la CDCA1 [104]. 

La CDCA1 ha una massa molare di poco meno di 68 kDa e si compone di tre unità, aventi 

sequenze primarie identiche allô85 %. Ogni subunit¨, inoltre, ¯ dotata di attivit¨ catalitica e 

presenta un sito catalitico contenente uno ione Cd
2+

 coordinato a due residui di cisteina e ad 

uno di istidina. La coordinazione dello ione metallico è completata da due molecole di acqua, 

delle quali una è presumibilmente uno ione idrossido. Il sito catalitico è posizionato in fondo 

ad una fenditura a forma di imbuto che attraversa lôenzima.  

La fenditura divide lôenzima in due lobi, uno contenente il sito di coordinazione dello ione 

metallico e lôaltro recante il presunto sito di legame del substrato. Tali lobi, in aggiunta, sono 

strutturalmente sovrapponibili alla ɼ-CA del Pisum sativum che è, però, un omodimero e 

contiene ioni Zn
2+

. In pi½, confrontando le strutture primarie degli enzimi delle classi ɕ e ɓ 

sono state evidenziate ulteriori similitudini [103]. 

Le somiglianze strutturali con le ɼ-CA sono ancora più rafforzate dal fatto che la CDCA1 è 

in grado di funzionare altrettanto bene utilizzando ioni Zn
2+

 anziché Cd
2+

: esso è, dunque, un 

enzima ñscambiatoreò [104].  

Questo comportamento ¯ reso possibile dalla flessibilit¨ mostrata dallôoctapeptide compreso 

tra il residuo di istidina ed uno dei residui di cisteina coordinanti lo ione metallico. In tal 

modo, infatti, la conformazione dellôapo-enzima, nella quale i ligandi dello ione risultano 

dislocati dalla posizione normalmente occupata nellôenzima legato allo ione metallico, è 
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stabilizzata: una qualsiasi mutazione che comporti unôalterazione della flessibilit¨ di questo 

peptide ha come conseguenza lôabolizione di questa insolita caratteristica. 

 

4.4.2 Il meccanismo catalitico delle CA 

 

Il confronto tra le strutture dei siti attivi delle CA appartenenti alle varie classi fino ad oggi 

riconosciute ha messo in luce come in tutti i casi esaminati la forma attiva dellôenzima
39

 

presenti uno ione metallico coordinato ad uno ione idrossido, portando ad ipotizzare un 

meccanismo dôazione simile per tutti gli enzimi [82,85,86,88,89,94,104,105].  

Questa ipotesi è supportata dai dati ricavati dalla misura delle cinetiche di reazione, le quali 

hanno evidenziato per tutti gli enzimi caratterizzati un meccanismo del tipo a ñping-pongò, 

così detto in quanto la catalisi avviene in due stadi. 

Nel primo stadio lo ione idrossido
40

 legato al centro metallico reagisce con la CO2 formando 

uno ione bicarbonato, successivamente spostato da una molecola di acqua che si lega allo 

ione metallico generando una specie enzimatica inattiva. 

Nel secondo stadio, invece, quello cineticamente lento, la molecola di acqua legato allo ione 

metallico cede uno ione H
+
 in modo da riformare la specie enzimatica attiva. 

In questo caso, il valore di kcat riflette maggiormente la velocità di trasferimento di H
+
, 

mentre il valore di kcat/KM ¯ un indice dellôefficienza catalitica connessa allôinterconversione 

tra CO2 e ione bicarbonato. 

Molta attenzione è stata spesa nella determinazione del meccanismo e dei residui coinvolti 

nel secondo stadio del ciclo catalitico [89,93,94,107,108] senza, peraltro, giungere a delle 

conclusioni definitive. 

Anche per quanto riguarda lôinterconversione tra CO2 e ione bicarbonato sono stati effettuati 

numerosi studi che hanno portato alla formulazione di due ipotesi (Schema 3).  

Entrambe prevedono un iniziale attacco nucleofilo sulla CO2 da parte dello ione idrossido 

legato allo ione metallico con formazione di un primo intermedio, denominato intermedio di 

Lindskog [109], che evolve poi in un intermedio pi½ stabile, lôintermedio di Lipscomb [110], 

o attraverso una rotazione interna (meccanismo di Lindskog; Channel A, Schema 3) o 

                                                           
39 Alcuni enzimi della classe ̡, quelli che mostrano regolazione allosterica, possono assumere anche una 
conformazione inattiva in cui il quarto ligando dello ione metallico è costituito dalla catena laterale di un residuo di 
acido aspartico [93,94]. 
40 Lo ione metallico agisce come acido di Lewis abbassando il pKa ŘŜƭƭΩŀŎǉǳŀ Řŀ ŎƛǊŎŀ мп ŀ ŎƛǊŎŀ т ƴŜƭƭΩŜƴȊƛƳŀ ƴŜƭ 
caso di Zn2+. Ciò è in parte dovuto anche alle interazioni tra la molecola di acqua ed i residui presenti nel sito 
catalitico [2,89]. 
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attraverso uno shift protonico dal gruppo OH dello ione bicarbonato a un altro atomo di 

ossigeno del bicarbonato stesso (meccanismo di Lipscomb; Channel B, Schema 3) [111]. 

I tentativi fatti per determinare quale delle due ipotesi di meccanismo sia la meno 

dispendiosa dal punto di vista energetico sono stati, finora, infruttuosi. 
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Schema 3: Il meccanismo di interconversione della CO2 in ione bicarbonato ipotizzato per le CA 

 

4.4.3 Il modello utilizzato per la CDCA1 

 

La recente caratterizzazione della CDCA1 ha evidenziato la capacità di questo enzima di 

utilizzare per la catalisi sia ioni Zn
2+

 che ioni Cd
2+

, a differenza di altre forme di CA che 

sono fortemente inibite da questôultimo [112]. 
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Questa scoperta ha costituito la spinta per intraprendere uno studio computazionale (vedi 

articolo II) con lôintento di contribuire a chiarire le basi di questo comportamento. Inoltre, 

sono state vagliate entrambe le ipotesi del meccanismo di interconversione tra CO2 e ione 

bicarbonato. 

A tal fine, utilizzando come punto di partenza le strutture cristallografiche della CDCA1 

recentemente ottenuta (PDB code: 3BOB, 3BOC), è stato costruito un modello del sito 

catalitico dellôenzima (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 14: Modello del sito catalitico della CDCA1. Il simbolo M2+ è utilizzato per indicare genericamente gli ioni Cd2+ 

e Zn2+. Gli ŀǘƻƳƛ ŎƻƴǘǊŀǎǎŜƎƴŀǘƛ ŘŀƭƭΩŀǎǘŜǊƛǎŎƻ ǎƻƴƻ ǉǳŜƭƭƛ ƳŀƴǘŜƴǳǘƛ ōƭƻŎŎŀǘƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴƛΦ 

  

Il modello, costruito sulle basi delle indicazioni sperimentali disponibili [104], si compone di 

54 atomi, ha una carica elettrica totale pari a -1 ed una molteplicità di 1. 

In particolare, oltre lo ione metallico, fanno parte del modello i ligandi proteici dello ione 

stesso, costituiti da una molecola di 4-metilimidazolo e da due di metantiossido e 

rappresentanti, rispettivamente, le catene laterali dei residui di His-315 e delle Cys-263 e 

Cys-325; uno ione acetato ed uno ione N-metilguanidinio, rappresentanti la diade Asp-265 e 

Arg-267; lo ione idrossido legato al centro metallico; il substrato CO2; due molecole di acqua 

presenti nelle immediate vicinanze del sito catalitico. 

Inoltre, gli atomi di C dei gruppi metilici delle molecole e degli ioni considerati nel modello 

e contrassegnati con lôasterisco nella Fig. 14, sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni 

cristallografiche 

 

4.4.4 I risultati ottenuti per la CDCA1 

 

I risultati ottenuti nel modello contenente lo ione Cd
2+

 mostrano lo stesso andamento di 

quelli ottenuti nel modello con lo ione Zn
2+

 sia dal punto di vista strutturale che da quello 

energetico. 
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La descrizione dettagliata e le strutture contenenti i principali parametri geometrici dei punti 

stazionari determinati sono presentati nellôarticolo II. 

In entrambi i casi, la prima cosa che si evidenzia ¯ lôassenza di un complesso di Van der 

Waals: la formazione dello ione bicarbonato è praticamente un processo che non richiede 

alcuna attivazione. Dal complesso enzima-substrato (ES), in cui lo ione bicarbonato risulta 

coordinato allo ione metallico attraverso il gruppo OH, attraverso una rotazione (TS1) si 

arriva allôintermedio di Lindskog (INT1), in cui ad essere coordinato al centro metallico ¯ 

uno degli atomi di ossigeno della CO2. Nel caso dellôenzima contenente lo ione Cd
2+

 la 

struttura del TS1 presenta una pentacoordinazione per lo ione metallico con lo ione 

bicarbonato che funge da ligando bidentato. Al contrario nella forma enzimatica contenente  

lo ione Zn
2+

 è presente una tetracoordinazione per tutti gli intermedi del pathway di reazione. 

Questa diversità di comportamento può essere ascritta alle differenti dimensioni dei due ioni 

metallici. Dal punto di vista energetico, tuttavia, il passaggio allôINT1 risulta leggermente 

favorito nel caso dello ione Zn
2+

 (Fig. 15b) rispetto quello del Cd
2+

 (fig. 15a) essendo le 

barriere energetiche in fase proteica 2.6 kcal/mol e 3.4 kcal/mol, rispettivamente. 

Anche lôINT1 risulta essere leggermente pi½ stabile nel caso di Zn
2+

 che nel caso di Cd
2+

 (-

5.1 kcal/mol vs -4.1 kcal/mol). 

DallôINT1 ¯ possibile arrivare ai Prod (intermedio di Lipscomb nello Schema 3) attraverso 

uno stato di transizione (TS4) che consiste in una semplice rotazione interna (meccanismo di 

Lindskog). 

Nel caso del Cd
2+

 il TS3 si colloca 1.8 kcal/mol al di sopra dellôES, mentre nel caso dello 

Zn
2+

 ¯ 2.0 kcal/mol al di sotto dellôES corrispondente. Dal punto di vista strutturale le 

geometrie sono simili in entrambe le forme enzimatiche considerate e richiamano la 

geometria del precedente INT1. 

Nel caso dello ione Cd
2+

 la reazione risulta leggermente esotermica, essendo il Prod più 

stabile di 2.8 kcal/mol rispetto il corrispondente ES, mentre nel caso dello Zn
2+

 la reazione 

risulta più esotermica essendo questa volta il Prod stabilizzato di 6.6 kcal/mol rispetto al 

relativo ES. Ancora una volta, dal punto di vista strutturale i due enzimi risultano simili, con 

lo ione bicarbonato coordinato in maniera monodentata e leggermente più distante dal centro 

metallico rispetto allôINT1 (0.06 Å per Cd
2+

 vs 0.08 Å per Zn
2+

), cosa questa che dovrebbe 

favorire la sua sostituzione con una molecola di acqua. 

Nel meccanismo di Lindskog lo shift protonico appare mediato dalla diade Asp-Arg e da una 

delle molecole di acqua presenti. In particolare, passando per uno stato di transizione (TS2), 

il residuo di Asp-265 accetta uno ione H
+
 dallo ione bicarbonato, mentre, nello stesso tempo, 

il residuo di Arg-267 cede uno ione H
+
 alla molecola di acqua con cui interagisce. Questa, a 
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sua volta, cede uno dei suoi H
+
 allôatomo di ossigeno dello ione bicarbonato situato in 

posizione distale rispetto al centro metallico. Si ottiene così un intermedio (INT2) in cui 

lôAsp-265 ¯ protonato e lôArg-267 deprotonata: la cessione dellôatomo di idrogeno da Asp a 

Arg (TS3) conduce al Prod, ripristinando il sito catalitico. 

 

 

 

Fig. 15: Patways energetici in solvente (CPCM, ʀ=4) della CDCA1 relativi al meccanismo di Lindskog (Channel A) e 
al meccanismo di Lipscomb (Channel B): a) il modello contenente Cd2+ e b) per il modello contenente Zn2+. 

 

Anche per quanto concerne questa seconda ipotesi, le strutture ottimizzate dei punti 

stazionari presentano geometrie simili per i due ioni metallici considerati, diversamente da 

quanto accade invece dal punto di vista energetico. Nel caso del modello contenente lo ione 

Cd
2+

, infatti, il TS2 si colloca oltre le 18 kcal/mol rispetto allôES, con una barriera energetica 

rispetto al precedente INT1 alta circa 23 kcal/mol; INT2 e TS3, invece, sono quasi 

isoenergetici con il TS2. 

Nel caso della Zn-CDCA1, il TS2 si colloca a poco più di 12 kcal/mol rispetto allôES, con 

una barriera energetica riferita al precedente INT1 di poco più di 17 kcal/mol; INT2, invece, 

è più stabile del precedente TS2 di poco più di 4 kcal/mol mentre TS3 è 5.5 kcal/mol al di 

sopra dellôINT2. 

In conclusione, per quanto riguarda sia la Cd-CDCA1 che la Zn-CDCA1 il meccanismo di 

Lipscomb (shift protonico) risulta sfavorito rispetto quello di Lindskog (rotazione interna). 

Nel caso della Cd-CDCA1 lo stadio lento si verifica in corrispondenza del TS4 con una 

barriera di circa 6 kcal/mol, mentre nel caso della Zn-CDCA1 lo stadio cineticamente lento è 

rappresentato dal TS1 che presenta una barriera di appena 2.6 kcal/mol. In valore assoluto, 

per la Zn-CDCA1 la barriera energetica più grande sarebbe quella che conduce al TS4, ma 

poiché in questo caso tutti i punti stazionari a partire dallôINT1 giacciono sotto lôasintoto dei 

reagenti, il TS4 costituisce in realtà un ostacolo fittizio. 
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Dal confronto dei pathways energetici è possibile notare come lôenzima sia abbastanza attivo 

con entrambi gli ioni metallici, anche se risulta essere leggermente più performante nel caso 

in cui contenga lo ione Zn
2+

, riproducendo così anche questo dato sperimentale [104]. 

Nel tentativo di comprendere se lôaumentata attivit¨ della Cd-CDCA1 rispetto altre forme di 

CA contenenti Cd
2+

 fosse dovuta ad una aumentata nucleofilicità dello ione idrossido dovuta 

ai ligandi cisteinici dello ione metallico, ¯ stato valutato lôeffetto, in termini di carica 

atomica, della progressiva sostituzione dei ligandi istidinici con ligandi cisteinici su un 

modello rappresentato dal solo ione metallico e dai suoi ligandi (Fig. 16). 

Lôeffetto della sostituzione risulta essere simile per entrambi i modelli e, pertanto, 

lôaumentata reattività dello ione Cd
2+

 non può essere ascritta né alla differente polarizzabilità 

del centro metallico, né ad una maggiore nucleofilicità dello ione idrossido. 

Un spiegazione, tuttavia, può essere fornita in termini di teoria Hard-Soft: lôatomo di azoto 

nelle istidine ¯ classificabile come base intermedia, mentre lôatomo di zolfo nelle cisteine ¯ 

una base soft, risultando quindi capace di formare legami covalenti più forti con lo ione Cd
2+

, 

che ¯ anchôesso una specie soft. In conseguenza di ci¸, il legame tra lo ione Cd
2+

 e lo ione 

idrossido, una base hard, si allunga rendendo questôultimo pi½ labile e pronto alla reazione. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16:  Effetto della progressiva sostituzione ŘŜƛ ƭƛƎŀƴŘƛ ƛǎǘƛŘƛƴƛŎƛ Ŏƻƴ ƭƛƎŀƴŘƛ ŎƛǎǘŜƛƴƛŎƛ ǎǳƭƭŜ ŎŀǊƛŎƘŜ ŘŜƭƭΩŀǘƻƳƻ Řƛ 
ossigeno del gruppo OH e dello ione metallico. In parentesi le distante di legame dei ligandi con lo ione 
Cd2+. 
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