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Gl i enzi mi portano a termine una gran qguan
viventi € proprio grazie a questi potenti catalizzatori biologici che le cellule riescono a
compiere ea controllare le reazioni chimiche loro necessarie per ricavare energjaierdi
perpetuarsi.

Gli aspetti piu significativi riguardanti glenzimi,che li rendono cosi indispensabili per la
vita, risiedono nella loro capacitdi funzionare in codizioni blande di pH e temperatura, di
operare selettivamente su un substrato discriminando tra molecole molto simili tra thiro
essere regioe stereespecifici.

Il presente lavoro di tesi ha conogigetto di studio proprio gli enzimi e, piu in partiace, la
determinazione per vi@omputazionale @ meccanismi dialcune reazioni catalizzate da
metalloenzimiLo sviluppo @ Ihardware contemporaneo a quelldi software sempre piu
potenti e performantiha infatti reso possibile la trattazione quantoteanica di sistemdi
dimensione notevole come quella che caratterizza in genere le mddeulotiche.

Il lavoro si prefiggedi contribuire a chiarire i dettagli meccanicistici girocessicatalitici

per i quali non esistono certezze sperimentali a riguafdello stesso tempo, propone
come scopo quello di fornirelteriori esempiutili a dimostrarela validita e | affidabilita
della metodica utilizzata per gli studvolti a sistemienzmatici.

La presente esposizione si compone di quattro capitoli.

| primi due hanno valore introduttivetrattano delle caratteristiche generali degli enzimi e
dellateoria alla base della metodica utilizzat@spettivamente

Il capitolo 3 espone a gramdinee la necessita di dover impiegare dei modelli di sito
catalitico dell 6enzima ed il protocoll o seg
una breve trattazione sulla necessita di operare i calcoli in fase proteica.

Léul ti mo c aoidtespbneEriticamdntei cisuliati dttenuti negli studi effettuati

che hanno riguardato iparticolare

e L 61 n-Bagflading Enzyme (IDE) correlato a gravi patologie quali il Diabete
Mellito e il Morbo di Alzheimer.

e La Mitochondrial Processing Peptidas ( MPP) , appartenente
| 61 DE alla famiglia delle inverzincine,
mitocondri, le centrali energetiche delle cellule.

e UnaAnidrasi Carbonicadi recente scopertgoresente in organismi marini quali le
diatomeejn grado di utilizzare al posto del consueto ioné*Zn ione Cd?* finora

considerato tossico per ogni forma di vita.



ELENCO DELLE PUBBLICAZIONI

Human insulindegrading enzyme working mechanism
Orazio AmataTiziana Marino, Nino Russd/arirosa Toscano
J. Am.Chem. So2009 131,14804 14811

Catalytic activity of a¢-class zinc and cadmium containing carbonic
anhydraseCompared work mechanisms

Orazio AmataTiziana Marino, Nino Russd/arirosa Toscano

Phys. Chem. Cherkrhys, DOI:10.1039/COCP01053G



INDICE

PrefazZiOne... ..o i
Elenco PUbDbliCAzZIONI.. ... e ii
o [T = iii
Capitolo I: La Catalisi Cellulare............coooeiuiiiiiiieeies e eer e 1
1 T =T 4 o PP 2
I O] g 1= o= "= gV T 1 ([ VO 7
Capitolo II: ASPetti TEOKICI........ceeeiiiiie i 13
21] QSjdzZ T ARAY IBMNI {yGK NJQ | BalinNdpperhdinvet..l14h 2 y S |
2.2.1PEISUPEITICE ..ttt e s 17
23wWA &2t GSNB SciwSitigdeieléttioiod:§ deRedminante di SlateR0
2.4.1l metodo HartreeFoCK. ... ..o 23
25] QSljdzZl T A2y S RA..W220.KL. LY., 25
2.6.La Teoria del funzionale della densita..............ccooeevciiiciiiiiiiiiiiiinreeeeee, 28
2.7.Lo schema di KORBham............cccciiiiiiiiiiiiiieeeeereerr e, 30
Capitolo Il QA YL SYSy (i LI.A2Y.S. LINL.AAOL. ... 39
3.1.Lanecessita di Modelli..............ooooeo i 40
3.2.11 protocollo SEQUILO.......cceviieiiiiiiieiieeeeeee e 41
3.3.1 CalCOli IN SOIVENLE......uviici i 43
Capitolo IV: Gli studi effettuati.......ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiicecc e, 53
4,118 INVEIZINCINE ... ..uiiiiiiiiiiiiiirirerrerer e e e e e e e e e e e e s eeeeaaaaaaaeaaaeeaeeassaasaaaaaaanns 54
4.2] QL YRegr@ldRG/ENZYME........covieiiiiiiiiiiee e e 55
4.2.1.1 meccanismo catalitiCO...........cooeiiiiiiiiiiiiine e ee e, 56
4.2.2.1 modelli StUdiati.........ccceeeeiiiiiiiiiiiiii e 58
4.23.lrisultati2 G 0 Sy dz(l A....LISNI.£.QL.5.9. ..ccccevirrrnnne. 60
4.3.La Mitochondrial Processing Peptidase: il suo ruolo nei mitocondri....63
4.3.1 Le caratteristiche strutturali della MPPR.............ccccccoiiiiiiiiiiiinrinee, 65
4.3.2.11 meccaniSmMOo IPOLIZZALA. .........uuuuuuiiiiiiiiieiiiiiieeieee e e e 66
4.3.3.1 modello UtIlIZZAtO0.........cceeeeeeeeeeccce e 67
4.3.4.1 risultati dello studio sulla MPP..........cccccceeiiiiiiiiiceeee e 70



4.4 1Le Anidrasi CarbOnIiChE.......cou vt D

441, LaCDCAL. ...ttt ettt e e snaeee e D
4.4.2. Il meccanismo catalitico delle CA........ovvveeeeiieiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 77
4.4.3. Il modello utilizzato perla CDCAL..........ccccovvveeeeeiiie e, 78
4.4.4. |risultati ottenuti per 1a CDCAL........ooooiiiiiiiiiiieeeeeeee e 79

F Y o] 01T Lo [ o] = S PP 89
AICOI0 L. e a e 91
ALICOI0 L. e e ——— 103



CAPITOLO 1I: LA CATALISI CELLULARE




1.1Gli enzimi

Ogni cellula vivente, a prescindere dalla sua origine, per poter espletare le sue funzioni e
riprodursi necessita di un costante rifornimento di endigia

La fonte di questa energia puo esdanmadiazione solare o una fonte luminosa o, ancora, una
gualche 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 quattavia, nelle condizioni di
reazione compatibili con la vita delle cellule, quantanche favorite dal punto di visto
termodinamico, possono non esserlo da quello cinetico.

E necessario, pertantohe qualcosa renda tali reazioni fattibili nelle condizisnddette ed

in tempi compatibili con la stabilita chimickelle molecole coinvoltf2].

Questocompito e assoltoappunto,dagli enzimi. Tecnicamenteyli enzimi possono essere
definiti come proteinkad attivita catalitic43].

LO6i mpor t anz a tamtcengabgiore eensz donsidera come da essi dipendano tutti i
percorsimet ab ol i ci umalcéllda corheepure ®a @ddr esci mento e | a
cellularee funzioni comda motilita, la digestione o la trasduzione di segnali.

Ogni cellula contiea qualche migliaio di enzimognuno dei quali catalizza uno specifico

tipo di reazione di uno o pil composti (substratienti qualche caratteristica comuhe
reazione risulta essere sragiospecificache stereospecificadi tutti i possibili siti di
reazione presenti sul substrato solo uno & quello chiamato in palisaformazione di
prodotti aventuna ben preciseonfigurazione stereochimig¢a].

Detto n altri termini, perché la funziorgegli enzimiabbia un senso e sia compatibile con le
esigenze della cellula, ogno di essideve essere altamente efficiente e specifico.

Ogni enzima ha un nome sistematico, generalmente terminante con il suffisssche ne
identifica la specificita sia a livello di substrato che di reazione catalizxktani enzimi,
tuttavia, possiedono diverse denominazioni, magari perché identificati in momenti storici
differenti o tramite differenti metodiche: si rende cosi necessaria una catalogazione
sistematica che identifichi il piu precisamente possibile umaanzi

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

primo dei quali indica I(vadiTeblasse a cui apparti

! Nella realta esistono anche acidi nucleici (RNA) ad attivita 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
gruppi con formazione di doppi legami

5 Isomerasi Isomerizzazione

6 Ligasi Condensazione

Tab. 1: Classificazione degli enzimi in k<o di reazione catalizzata

Il secondo ed il terzmumen, invece,specificang rispettivamenteil tipo di substrato e |l

tipo di gruppo accettore odi gruppo rimossp mentre | 6ul ti mo ~ un
i ndi cante | 6or di imanellaispecificacsotteostdclassee del | 6 enz

In quanto proteine, gli enzinib] sono costituiti da un numero variabile (da qualche a diverse
centinaia) di amminoacidi legati tra loro attraverso un legame amm{petidico)ed in

una ben precisa sequer{s&ruttura primaria), specifica di ognuno di essi.

La natura poliammidica degli enzimi riveste una grande importanza poiché cdoseitie

avere una struttura tridimensionale con il giusto compromesso tra rigidita e flessibilita.
Dipendentemente tla sequenzaprimaria e dalla natura degli amminoacidi, ovvero se
idrofilici o idrofobici, ogni catena polipeptidica origina delle strutture tridimensionali locali
(struttura secondaria) come leeliche I E &I Cl1 EAOOE 18 10A00A A
loro originando della strutture via via piu complesse (strutture supersecondarie) fino a
AAOAOI ET AOA 1T A OOOOOOOOA AAT 1 8ET OAOI bPi 1 EDPAY
Le diverse catene polipeptidche, infine, possono interagire tra loro formando il
complesso enimatico? vero e proprio (struttura quaternaria). In questo caso ogni

singola catena polipeptidica costituisce una suhinita 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 metall@nzimi).

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

disolfuros3, legami a idrogeno, interazioni ioniche e idrofobicheg6]. E mportante

% Esistono, naturahente, anche numerosi esempi di proteine costituite da una singola catena polipeptidiche e
quindi prive di una struttura quaternaria.



OAATl EUUAOA AEA 16A1 OAOCAUETTA AAIT1T A OOOOOOOOA
esterni o anche per modifica di uno solo degli amminoacidi che lo costituiscono, puo

comportare la perdita completa della sua funzionalitd7].

In quanto catalizatori gli enzimi agiscono sulla cinetica della reazione abbassandone

| 6energia di attivazione o promuovendo un diff
la reazione non catalizzata (Fig. 1), senza tuttavia partecipare formalmente ad essa.

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

AAAAT AOAOAR 1 AT OOA 111 OE EA Al AO1T AEEAOOT 0O0I

e
-

in assenza dellenzima

energia di
attivazione
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energia di .
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attivazione
in presenza
dell'enzirma

energia
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o
-~

coordinate di reazione

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

Questoerespossi bile in quanto | 6éazione enzimatica
entropia di reaziond5]: tutti i gruppi chimici necessari e responsabili della reazione

apparteenti tantoa | | 6 equand al substratosono posizionati al punto giusto, liae

corretta orientazione e alle giuste distanze perché essa abbia luogo.

Si ha, inol tre, un effetto anche sulla entalopi
suo substrato, infattiendeq u e st 6 u | t ienuo digiorcétnedatcanformamie.

E 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 piu stadi del meccanissmebbero stabilizzati troppo e

| 6enzi ma perderebbe di efficacia.

% Anche se questo & un esempio di legame covalente, il ponte disolfuro & piuttosto labile a causa della facilita con
cui épossibile ridurre lo zolfo; anche shock termici possono provocare la rottura di tale legame.
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La catalisihal uogo i n wuna specifica caetg cawliticmo del | 6
centro attivo, mentre gl ammi noaci di spec
substrato e nel processo catalitico costituiscositdlattiva

Gli enzimi, infatti, risultano in genere molto piu grandi dei loro subspeatipoter soddisfare

la grande richiesta entropica legatkn aostituzionedel centro attivo e la sua conservazione

[2,8,9]. Inoltre, essinecessitano diregioni di riconoscimento per il substrato e per

| 6interazione con rellacellua[1d.i omol ecol e present.i
In partc ol ar e, | 6at fSi put " eesneli enatmodal ata dal | ¢
biomolecole (effettori allosterici) che possono fungere anche da promotori o da inibitori. Il
meccanismo pil semplice con cui queste biomolecole agiscono consiste in un esemplic
cambiamento conformazionale che comporta una riorientazione di residui coinvolti nella
catalisi.

Sono possibili, tuttavi a, specie per quel (
comela competizione per il sito di legame del substrato (indlmigi competitiva) oppure la
formazione di una supramolecola con il complesso engihatrato (inibizione
acompetitiva) che risulténattivo. Pud ancheaccadere che il prodotto finale di una via
metabolica inibisca un qualche enzima a monte (inibizioneel#backnegativQ mentre un

eccesso dieagente la promuova.

La catalisi pud avvenire attraverso diversi meccani@hise promossa da ioni'tb OH

prende il nome, rispettivamente, dditalisi acida specifica catalisi basica specificamentre

se promgsa da un acido generico o una base generieadeil nhome dicatalisi acida

generale o catalisi basica generalequando invece €& operata da un nucleofilo con
formazione di un intermedio transiente in
substrab o con cessione di densita elettronicai riferisce ad essa con il termidecatalisi

nucleofilica o covalente; se, infinejl meccanismo prevedda sottrazione di densita
elettronica, come ad esempio in presenza di metalli che stabilizzino cariche elettriche
negative aacquistinoelettroni,si parladi catalisi elettrofilica

Naturalmente nel caso degli enzimi possono benissimo opgitam@eccarsmi in sinergia

tra loro durante il ciclo catalitico.

Per stabilire come operaun enzimaé dunquenecessario non solo conosceresteuttura

nati va dmddndheseessasi avaale di cofattori e di quali

Nel caso dei metalloenzimi, pognchealtre questioni come la localizzazione del sito
catalitico, | 6identi t” del metall o e il suo

leganti e la loro identita assumono particolare rilievo.



Inoltre, risulta ugualment@eterminante conoscede strutture degli enzimi con i suoi

substratie tutti gli intermedi della reazione e i prodotti.

Determinare queste struttUf, tuttavia, non & cosa né semplice né banale.

La determinazione del | ad isstioi pattitolarr struttatiead! 6 enzi ma
esempio, possono essere ricadatiesperimenti diitfrattometria ai raggi {11], dopopero

che questo sia stafsolao, purificarlo al 100 % in quantita apprezzale precipitatoin

modo da ottenere i cuandodgitnad d ni a tpuerra tled elsépeerrziinmeant o
Alcuni detagli del meccanismpossono essere dedotti da misure dellaticiaeli reazione in

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

tecniche isotopiche o, ancora, ricorreredd | 6i mpi ego di i ni bitori

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

qualche caratteristica chimidsica facilmente misurabile.

Questo comporta una duplice difficoltd nel condurre esperimenti di cinetizenatica

giacché il substrato naturale, se molto complesso, e 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 daiticeconom ci  d e | | 6leseqordo luogEe nt o .
necessario poter seguire nel tempo il decorso della reagiouesto pud essere fatto solo

monitorando una qualche proprieta chimfigica, ad esempio spettroscopica, correlata alla

reazione.ln aggiunta | éfficienizeadegli enzimi costringe a dover ricorreréeaniche

analiticheche siano in grado di fornire una risposta in tempi adeguati.

Queste difficolta possono essere aggirate ricorresutustrati modello per effettuare

misure cinetiche Questi preséano anche un vantaggio aggiuntiperchépermettonodi

variare i parametri chimicestruturali del substratp traendone importanti indizi sul

meccanismo enzimatico

Anchebuti |l i zzo di f or me enzi mantlla deteninaviondedt e r i s ul
meccanismo in quanto consenteidindi vi duar e gl i ammi noaci di i m
cataliticaattraversoad esempio, la conduzione di espamti di cinetica enzimaticdn piu,

grazie aquesta metodigasi pud sperare di determindee struttura decomplesso enzima
substratanaturaleo di qualchealtro intermedio del ciclo catalitico.

Anche in questcas, tuttavi a, - facile ottenere falsi |
particolareamminoacido pud dipendere da un suo ruolo strutturale e aounddiretto

coinvolgimento nel meccanisménoltre, anche se lanutazione interessasse realmente un
amminoacido importante per leatalisi, pud darsi che quest ripercuoti in maniera
massiccia sulldintera geometria del sito catal

pi ¥ conforme all éoriginale.
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In ogni caso, dati ottenutisperimentalmente con le varie metodichembinati insieme,

conducona lellGabor azi one di unodip orteeaszii opneer sielg umetco
Spesso, tuttavia, non ¢c6 modo di verificare
A tal proposito, per ., , l 6utilizzo di tecnic

calcolo basati sulla teia quantomeccanica consente di superare questmbusfhz-21].

La simulazione al computer per metteoolai nf at:t
determinazione degli intermedi stabili di reazione ma anche quellasieglii transizione
consemendo cos3 |l a definizione dell dintero mec
La conoscenza deheccanismo catalitico degli enzimi riveste particolare importaezde

possibili ricadute non solo limitate alle applicazioni industriali ma anche in campo
farmacologico, medicaambientale, economico e sociologico.

Infatti, sta assumendo un'importanza sempre crescente la possibilita di poadalizzatori

con le proprietavolute attraverso la modifica di enzingia esistentio creando sistemi
chimici che liimitino.l n t al senso | 6applicazione di mo d
soprattutto nella fase predittiva indirizzando la ricerca ad opportuniiesper e limitando,

di conseguenzde spese per apparecchiature costose.

1.2 Cinetica enzimatica

La cinetica enzimaticfb] si basa sull ipotesi diL. Michaelis eM. Mentened évalida per
enzimi non allostericfenzimi la cui attivita nowlipendedaregolator) operanti su un singolo
substrato

In pratica, secondo tale ipotesi, la reazione catalizzata procede attraverso due selaitappe
prima delle quali, veloce, consiste nella formazione del complesso esabmtrato ES ),
mentre la seconda, lent cineticamente limitante, nella conversione B nei prodotti
(E+P)

kiw k2
E+S2 ES 2E+P

Nel | 6 e gky,& faicastarge per la formazione &S , k_; la costante di dissociazione
di ES, k,, la costante per la conversione @S nei prodotti ek_, la costante per la

riconversione dei prodotti irES . Spessok,, € indicata anche comig,, 0 numero di turn



over, rappresentando il numer o di mol ecol e di
molecola di enzima.

La velocita della reazione cosideterminatalalla velocitadi scomparsa delomplessoES :

d ES

dt

Inoltre, poiché la concentrazione del substrato varia con il procedere della reazione, si
effettuano misure della velocita inizidlg.
Questo consente anche di trascufarg in quanto la concentrazione dei prodotti & piccela

di esprimeré/, come

Vo = kyy ES

I ntroducendo | 86i pot ESs siottitemne st at o stazionario pe
ki E S =k_, ES +ky, ES

Postoche E = E ., — ES, dove E ., € la quantitd totale di enzima risolvendo in

funzione di ES , si ricava

E tor S

ES = ——

dove

€ la costante di Michaelislentened =~ una mi sura dell daffinit?"” de
pitbassoeilsus al or e maggiore |l éaffinit”

La velocita della reazione puo cosi riscriversi

E tor S

Vo= kg



Per bassi valori diS, | 6 enzi ma | i ber ola §ia concentraziomecptu® s s 0
considerarsi costante: helocita di reazionemostracosi un andamento linear¢Fig. 2).
Tuttavi a, all 6aument are della concentrazion
fino ad un valore massinig,,,., a cui tende asintoticamente, perdendo di linearita.

Questo dipende dal fatto che, mano a mano cheeata S , sempre pil molecole di enzima
formano il complessoES fi nch® tutto | 6enzima | ibero
indipendente dasS . Lébenzima =~ <cos3 detto saturo.

| due piu importanti parametri cinetici di un enzima sono quanto rapidameggainge la
saturazionéovvero il valore di,,) e quale € 1&,,,, (legata invece al valore di.,) che pud
raggiungere.

Il rapporto trak,, e k,, definisce una nuova costante clastante di specificitd rappresenta

una misura dell éefficienza catalitica di un
chiamatdimite di diffusionee vale 16-10° M™ s™ in questo caso ogni collisione tra enzima

e substrato ha come effetto la formazione dei pitodB&nzimi che possiedono una tale
efficienza sono dettiataliticamente perfetti

In condizioni di saturazione la velocita puo essere espressa come:
Vinax = k42 E tor
e la velocita come

ZVmaxS
07 S +ky

In particolare, quandbk,, = S risulta

Vo = 5 Vinax

N -

La ky, dunque, é pari a quel valore di per il quale la velocita della reazione & pari a meta
della velocita massima.

| valori di k) e V., possono, quindi, essere ricavati sperimentalmente dal grafico della
velocita. Tutavia, poiché la velocita tende asintoticamente al suo masgtigo 2), la

determinazione di,,,, € soggetta ad imprecisioni.



Prmax

Vi

2z

K [5]

Fig. 2: Andamento della velocita di reazione enzimatica in funzione della concentrazione di suBstrato
Questdi f ficolt”™ pu, essere eliminata |inearizzan
1 1 ky 1
- = +

0 S Vmax Vmax

Léequazione cos?® riscritta rappresenta una ret
valori di 1/S e in ordinate quelli di 14,. Pertale motivo tale grafico € noto come grafico

dei doppi reciproci o di Lineawew&urk.

Léintercetta dell e &), dientraquella delie ascisss itvalore di v al or e
ky (Fig. 3).

| valori di V., € ky, naturalmente, sono ottenyer estrapolazione poictg S non puo

essere né nullo né tantomeno assumere valori negativi.

K, (STt

A1 ()

Fig. 3: Diagramma di Lineweasgurk o dei doppi reciproci
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CAPITOLO II: ASPETTI TEORICI




2l1Ldequazilwbdé ndier Smel | 6appr-Omesnhemmarzi one di Born

La descrizione di usistema microscopicpud esseradeguatmenteeffettuataricorrendo ad
equazioniguantomeccanfe agli autovalori1-4].

Nel caso di una molecola contenente N elettroni ed M nuwdegsempioper la descrizione
di fenomeni non relativistici ed indipermte dal tempo, € possibile scriverfacendo uso
delle unita atomicHe la seguenteequazionep e r | 0 delngstergai(eguazione di
Schrddinger)[5]:

N M
1 171 Z 1 Z,Z

HY r,R = —= VZ—— —Vi_ A4 —+ 28w, R

i ij AB

dove: [T | 6operatore Hamiltoniano per | 6energi a

ma la massalel nucleo A

9? 9? % . . . . A .
Vi= =t P +oz6in coordinate cartesiank,d o p ederivateosecenda

Za € Zs, rispettivamente, le cariche del nucleo Aet nucleo B

el

o

ria, ri€Rag, ri spettivamente, | e distanza dell
iejetrainucleiAeB

Eeaut oval ore dell autofunzione, ovvero | 6en

Il simboloWwr,R =~ utilizzato per designare | 6dautof unz
descrittiva desistema; essa € funzionedelle coordinate degli elettronie delle coordinate

nucleari R.

Léespressione del ordutpessera foonata dalgianeni il pting due a n

dei guali rappresentano, ri spettivament e, | 6en
dei nuclei, mentre i restanti tre termienergetici ri spettivamente, | 6att
elettroni, la repulsione interelettronica e lauispone internucleare.

L 6 e g u a Schoddirgepdd essere semplificalé, 7] se siconsiderache il rapporto tra la

massa del nucl eo e dell 6el ettrone =~ circa 1800¢C

* Secondo queste unita ogni costante fisica & espressa come multiplo o combinazione di costanti fondamentali
qualimX 1} § |elrcheassumono tutte il valore® [ QSY SNBA I X LISNI | y G, 2HartrddF & dzf G S& & SNJ
=27,211 eV 0 627,51 kcal/mol).
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fermi rispetto agli elettroni. Il terminer el ati vo all denergi a Ci
nell 6Hamiltoniano -, pertanto, trascurabil

internucleare si traduce in un termine costante. Si ottiene, cosi, idetsidHamiltoniano

elettronico:

N N M N M

1, Z, 1
Hell‘P T',R el = —E Vi_ ‘I"_+ — l'I’J'I",R el:ERequT'R el

i=1 i=1a=1 4 =1 j=1'Y

j>i

Léautofunzione e | 6autoval or e di guest a e
parametrica dall e coordinate nucl ear i : cam

Y r,R ¢ cheil valore dE R .

Nella realta, la soluzione di questo problema agtovalori, cosi come quellgoinvolgente

| 6Hami | t opnnmamopresdaude undunica soluzione be
autofunzioni, tutte ortogonali tra loro e lem@nente indipendenti.

Le autofunzioni¥,(r,R)del | 6 Hami |l toni ano esatto G posson

combinazione lineare dell, r,R :

l'p] r,R = l'pi r,R el(l)in

i
doved;; R sono i coefficienti del | espansione di |
I ntroducendo | 6i pot esi che il mot o nucl ea
(approssimazione adiabatita) possi bile | imitare | 6espansio

Y. 1,R =% R 4¢; R

Detto in altri ter mini, i neguivaledad afferenard adha@ip p r o S
mot i el ettronici e nucl eari possono essere
espresse come prodotto di autofunzioni elettroniche e nucleari.

L équazione esatta del sistema pud, pertanto, essere riscritta come:

® Tale ipotesi & tanto pitl valida quanto pil gli stati elettronici sono separati in energia e dunque, in special modo,
per lo stato fondamentale.
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ZaZp

1 1
Hq"i T,R eld)i R = _E _Vf} +Hel + l-IJi r!R eld)i R
my RAB
A=1 A=1B=1
B>A
1 M
= —E m—vi +El R tot llui T',R el¢i R = Eillui T,R el¢i R
A=1 A
dove si e posto
N M 7.7
A“B
E; R + R~ EiR o
A=1 B=1 AB
B>A

Moltiplicando la precdente espressione p&f r,R ,; ed integrando rispettalle coordinate
elettroniche, si ottiene:

1
- — Y rR Vi¥ 1,R qdr+E R, $; R =~E; R

che = unod6equazione agliR.autovalori con autofun
Questa equazione contiene un operatore differenziale la cui espressione cambia al variare di

R a causa della dipendenzaifi r, R ,; dalle coordinate nucleari.

Tuttavia, poiché nuclei sono molto piu pesanti degli elettroni, & ragionevole assumere ch

¥ r,R ., cambi molto poco in funzione di R (approssimazione di Boppenheimer) e

che pertanto le sue derivate prima e seconda siano trascurabili.

Si puo cosi scrivere:

W' r,R VAW, 1R 4dr ¢; R =~ W' r,R ¥ 1R 4drVip, R =Vigp; R

L 6 e q u a z ihddinger ki il siSema complepud cosiessere espressa come:

1 1
—3 m—AVf;+EiRtot ¢ R =E¢; R

A=1

16



Questa equazione equivale a dire chep)eR possono essere interpretate come funzioni

déonda descriventi i mo t i mol ecol ar i che av
E; R (o I nucl ei , pertant o ;Opperééirhed s muypvowoosimigoma z i«
una superficie di energiapote i al e ottenuta risolvendo | 6Har
Le ol uzi oni d e | Ihrédingeu muzléaredeserivodoi vibr&z@ni, traslaziore

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

fondamentale) caiderato.
2.2 Ipersuperfici

La rappresentazione grafica della variaziong;dR ,,; in funzione delle coordinate nucleari
genera una cosiddetta ipersuperficie, in virtd della dipendenza dai numerosi parametri
geometrici.

Ad ogni stato elettronicpud essere assata una differente ipersuperdi7], ognuna delle

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

dei parametri geometrici che rappresentano i valori di equiljfio

. - . . JE; R .
In corrispondenza di tapunti deve rlsultare‘E)Tf"‘z 0, per ognuna delle coordinate
L

nucleari R tutte le componenti del vettore gradiente, calcolate in siffatti punti, devono essere
nulle.

Or a, |l a derivata pri ma dz4dpdieatecambigta di segno:it en z i
dire, cioé che la derivata prima € nulla in quel punto significa dire che anche le forze che li
agiscono sono nulle. Il punto é detimsistazionario

Tuttavia, ger poter distinguere tra punti di minimo e di massima é sufficienteonsiderare

solo il vettore gradientena™ necessari o ricorrere all e d
potenziale[8]: se tali derivate sono tutte positive allora il punto in questione € un minimo,
viceversa se qualcuna di queste derivate € negativa, slboreaun punto di massimo.

Le derivate second@ssono essere organizzate in una matrice nota g@tnee Hessiana
Lébespressi one &;nRa . indniécpero Boftaa dsaud egbare tuttavia,
approssi mata medi ant &aylar mdraosapg anrpsnioctazonafign s er i

Limitandosial termine quadtico (approssimazione armonica):

® [ QA IpiSfiid per una generica molecola contenente M nuclei pud essere costruita riferendosi alle 3M
coordinate cartesiane. Tuttavia, risulta piu conveniente utilizzare un sistema &6 2Wordinate interne,
separando i moti vibrazionali da quelli traslazio®ali N2 G F T A2y F f A 6y Sff QF LILINBAAAYIFT A2
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aEi R tot 1 +62Ei R tot

ok etz R0

Ei R tot ZE; Ry tor + R—Ry T 3

|r=r, R —Ro

ain R tot

1
E;i R tor = E; Ry tor +§ R—Ry T IR? |r=r, R —Ro

L 6 e q u a Schodirgendcieare diventa allora

M
11 1 02E; R ;or
—EA_lm—AVZ, R +Ei Ry cor +5 R=Ro "——7="Ipp, R—=Ro ¢ R =FEi¢; R
M
2E.
_1 ifo +1R_R0T%|R—R R—Ry, ¢; R = E;—E; Ry tor ¢: R
2 my 2 9R2 =R i i i 0 i
4=1
M
1 1 1 0%E; R o1 ’
_EA_lm_A i R ts R =R, 1LTM:RD R—Ry ¢:R =E'¢; R

Introducendo le coordinate pesate sulla ma¥sa m;AR; definite in termini di

spostamento dal punto di equilibrio invece che in termini di posizione asslataene

M 2
20Y?
A=1

1
+EYTHY ¢, Y =E'¢; Y

doveH ¢ la matrice Hessianal& sommatoria al primo termine si estende ora su tutte le 3M
coordinate cartesiani nucleari.

Se a questo punto si opera una trasformazione unitaria che diagoHalkirasformando gl
spostamenti nucleari in coordinate normali Q

UTHU =k vtu =uut =1

_ _ t
0=U'Ye Q= Uy
Si ottiene
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YtHY = YtuUutHUUtY = QTkQ

che sostitui tdchradiegerudeargdaanpi one di

3M

102 1
i _Ea—Qﬁ+§kAQﬁ $: Q =E'¢; Q
Questodultima equazione mostra come | 6Hamil:¢t
BM Hamil toniani i ndi pendent i, ognuno dei gua
indipendenté
Nelcontempo | a funzione déonda pu, essere ec

ognuna dipendente da una singola coordinata normale.

19® 1, ~
_EG_Q%-'-E 20204 Qa = €404 Qa
E'=est+egtec+-.e3y ¢ Q@ =da Qa ¢ Qg ¢ Qc - P3m Q3m

Consideriamo, ora, il caso di una generica reazione chimica: alcuni legami si rompono ed
altri si formano. Tutto cio significa spostarsi da un punto di minimo ad un altro punto di
mi ni mo nell 6i persuperficie passwataditdosizipner un
(Fig. 3

I modi di connessione di tali minimi, tuttavia, risultano essere molteplici rendendo necessaria
cosi una piu rigorosa definizione per lo stato di transizione: esso € il massimo lungo il
cammino a minima energia. In altre parole,stato di transizione € un punto di sella di
ordine uno.

Tradotto in termini matematici, gli autovaloridella matrice Hessiana devono risultare tutti

positivi eccetto uno.

I At a0dzyl RA jdzSaGS oa Slidd1A2yA & Ay NBFtGL dzyQSlidz 1 A:

= =1

. . . . . 1
con costante di forza k (ovvero gli autovalori della matrice Hessiana) e freqmen;ta
T
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Ma, poiché tali  autovalori Max
corrispondono alle costanti di forza

dei modinormali di vibrazione della

molecola, dire che un autovalore ti;*;"i‘?g*‘%\ S
. ) j o T e

assume segno negativo equivale a i égg%%:@ﬁﬁﬁﬁﬁ%\m
b T T e
B T o A R g
f;ﬂf;;,i?‘#{##i’gﬁ'
f#f& ()

dire che quel modo normale d'Minl

vibrazione ha una frequenza
immaginaria.
Lo stato di transizione, dunque, pud

essere identificatda una frequenza Fig. 3: Rappresentazione grafica di una ipersuperficie cc

di vibrazione immaginaria. evidenziati i punti di magsio, di minimo e di sella.

Visualizzare il profilo energetico di una reazione, o pit esattamente del meccanismo preso in
considerazione, risulta pressochémpossi bi |l e wutilizzando | d&dipersu
elevata dimensionalita; tuttavia, ritagliandola lungo il cammino di reazione ed appiattendola

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

di energa in funzione dellacoordinata di reazione def i nendo questodéul ti ma
dei parametri geometrici che variano nel corso della reazione.

23Ri sol vere | 6equazi one:ildetermpantediSldternger el et tr on

L6i mportanzd 6dguadisoneedeée Schrodinger per gl i
discende direttamente da quanto finora esposto.

Risolvere tale equazione, perd, non & cosa né semplice né banale, poiché richiede la
formul azione esplicita si e&ddlesudabttiumaionil t oni ano c
Nel caso di sistemi monoelettronici, tuttavia, si pud pervenire facilmente ad una risoluzione

esatta del probl ema, giacch® | 6Hamil toniano r

interazioni tra elettroni, ovvero il terminedoe n e nt e —rll'—,éasmate. ator e
ij

Nel caso pi% frequente di si st emi a pi% el ettt
posizioni relative degli elettroni e la loro evoluzione nel tempo rende impossibile valutare
esattamente tale termine: € nesgg®, dunque, introdurre delle approssimazioni.

La piu semplice delle approssimazioni consiste nel considerare il sistema plurielettronico

come costituito da elettroni neénteragenti2].
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Una prima conseguenza di tale approssimazione € quellache giiffe nel | 6 espres
autofunzioni che possono cosi essere fattorizzate come prodotto di funzioni, ognuna delle

quali dipendenti da un singolo elettromeddotto di Hartre¢ [10-12]

L1/ R T Ty = Qi Ty =QL 1 Q3 Ty Q3 T3 e
i=1

Ognunad i d dr) & i redita formata dal prodotto di una funzione dipendente dalle
coordinate spa zpatal drbitaf)ed di arm Ifunzioner de rspir’. Tale

prodotto & indicato comepin orbitals®.

i i =X XY, Za Wy

Qi1 =X %YZ B w,

Per comodita di calcolo ghipin orbitalssono assunti essere ortonormali, ovvero

B lsei=j
Qi T @y Ty dr =6 = Osei=j
Il prodotto di Hartreg pero,soffre di un problema di fondozi ol a | 6i ndi sti ngl

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

elettroni wvale il principio di antisi mmetri.
per effetto dell dinterscambio trenl[13]le coor di n:
L1/ S Tpdj oty ==Y 77 Tl oy

Il prodotto di Hartree viola anche tale principio. Esso, pertanto, risulta non essere una buona
funzione dbéonda per il si st ema. Scegliendo
prodotti di Hatree ottenuti tramite tutti i possibili interscambi delleér possibile ottenere

una nuova funzione dbéonda cHe. rispetti il pi

8 Un Orbitale spazial@ una funzione che derive la distribuzione spaziale di un elettrone tale chex,y,z 2dt

NI LILINB&ASYGF 1 LINRPOoFOoAEfAGE RA GNRBOIFNB tQStSiiNRYyS vy
°Nella trattazione nomNB £  GAGAZGAOF QI FYAfG2YAl Y2 y2y eRansdbty RS

di separare le variabili spaziali da quelle di spin.

1% per sistemi plurielettronici monoatomici gli spin orbitals sono approssimati con gli orbitali atomici idrogenoidi,
mentre per sistemi plurielettronici pluriatomici sono generalmente fornddi combinazioni lineari di orbitali
atomici idrogenoidi centrati sui diversi atomi. Gli spin orbitals che differiscono solo per la funzione di spin sono
indicati comerestricted mentre se differiscono anche per la funzione spaziale sono indicati goregtricted

t

S
RI f
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La funzione dbébonda cos3® ottenuta pu, essere ra
comedeterminante di Slatd5,16]

o1 P27 . . . Py T

Q172 P72 . . . PN T

1

Y1 Tty Ty = T

P11 P27y - - - PN TN
dove il terminez% € un fattore di normalizzazione.
Il determinante di Slater pud essere rappresentato anche camitazione pil compatta,
come
Y1y .. TpTj oty =011 @2 15 e On v = 0105 ... ... On
In questo caso il fattore di normalizzazione & sottointeso, mentre il ket contiene gli elementi
diagonali deldeterminantePoiché lo scambio di due colonne nel determinante provoca un
cambi o di segno della funzi one,rivedtebgrandti n e i n
importarza
La bont” della scelta fatta wutilizzando wuna
deldtétess f u n zdello stato fahdamentdtdel sistema, pud essere testata attraverso
il principio variazionale per il quale | val ore di aspettazione del
superiore dell denergia esatt a iadmermalizdtased e ma, pur

obbedisca alle appropriate condizioni al contorno.

E<e = Yo Hy

La migliore funzione dbéonda possibile per
sistemadunque, quell a che minimizza | 6energi a
Nel caso di un determinante di Slater la flessibilith variazionale ésdhidalla scelta degli

spin orbitals.
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2.411 metodo Hartree-Fock

I risultati ottenuti c o Rintefageatipspno pilgtssio mistanti o n e

dal ragionevoleerrore (22 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 padetieipere

approssimazioni migliori.

Ri cordando | &ansitpnianososnpleton e del | 6
M
1, Z, 1 1 1 1
H=-7 Vin- T T A
i i a=1 A i Y i i i Y
dove h; = —%Viz r; — %zlf—“‘ e il cosiddettoHamiltoniano di coree
iA
cinetica e | b6eneegimo pekentziahe

appunto) esso € pertanto un operatore monoelettronico.

descrive | be

del | @ampo

Il valore diaspettazionefp e r | 0 elmstato fpndamedtadbulta essere

1
Eo=YoHYy = @ ho += dridry@; v @ 15 17 e T @ 1+

2

i i,j#i

* * -1
drydry 9i T @) T Ty 9; T i T

La minimizzazione di, sotto il vincolo che lep; r; siano ortonormali conducdl@ ben

noteequaziondi HartreeForck

2
-1 * * -1 —
hip; 1 + gy I TR O drip; 1 @; 1 v @p 1 = &¢; 1
JE J#i
dove
2

-1

i = drein 1
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e il termine di Coulomb, ovvero il potenziale monoelettronico ottenuto mediando sulle
coordinate spaziali e di spin le repals tra gli elettroni ie j, pesato glla probabilita che
| el pccoampe | 6el e dvgintdrrm argd Sommantiousure j si ottiene |l

potenziale medio che agisce su un elettrone;in; derivante dagli altri N1 elettront™.

Poichéi | risultato tlelpdtehzE qulloisginaahitad¢gn £ digande

solamentelal valore che assumg nel puntor;, /; ; edettolocale.

I secondo termine di sommatoria non ha, i nve
definito solo dalpjmeffetto che opera sull a
Kinioory = dnojnrjlein o

Esso é indicato come operatore di scanibiquanto porta allo scambio delle variabili negli

spin orbitalsg; e ¢; e deriva dalla natura antisimmetrica del determinante e dal fatto che il

moto di elettroni con spin uguale risultaserecorrelato. Poiché | risultato dell dap
di K; ; sug; r; dipende dal valore dp; 7; nello spazio tale terminee indicato anche

come potenzialeonlocale

Definendo IFockpematoommalidel | 6oper akrpedi Hamil to

un effettivo potenziale monoelettronicpdtenziale di Hartred=ock v"f r; , ovvero

fri Zhri +UHFri =hri+ ]jri_ Kjri
j j
essendo
HF —
vt o= in - Kn
j J
possibile riscri-veclk ¢tdomguacdeqgeazdi omaragleie

frioiny =&

! Considerare nella sommatoria anche il termingsembrerebbe 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 menalel segno, a quello derivante dalla sommatoria SOKY Af NR&dzZA G G2 FAyLFtS OKS f
termini non altera la definizione del potenziale di Fock.
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con di autovalorig; rappresentante energie degli spin orbitdfs

Nell a realt”™ | éFedfé ana pseudesuazione aplisautdvalogi & quanto

| 6operatore di Foc kv, dipende dallecsuesauzidpjopre.s pr es si o |
Detto in altri t er Afioncik, nlobne guawn @ereu adzi i oHhaer t
risolta richiede una procedura iterativata comeSelfconsistent fieldSCPH. Ciononostante,

il metodo Hartred~ock ha il merito di sostituire il compliaatproblema a piu elettroni con

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

L6i mpiego di un determinante di Sl ater come
infatti, consente di catturanmolta parte della fisica dei sistemi plurielettronici, risultando
tuttavia in undenergia calcolata per il Si st
La differenza tra | b6esatto valore di energ
energiadi correlazione, la quale risulta essere sempre negativa.

Questa differenza tra valore calcolato e valore reale pud essere attribuita principalmente alla
repul sione istantanea degl: el ¢, rlmpratica n o n
nello shema HFg | i el ettroni sono spesso troppo Vv
repul sione troppo elevata e sovrastima del
elettrone risulta o troppo piccola o troppo grande.

Questo tipo di effetto va sottoribme di correlazione dinamica ed & un effetto a corto raggio.
Undaltra possibile fonte di errore pu, esse
Slater ad energia paragonabile a quella del determinante considerato. Questo tipo di errore é
indicato come correlazione natinamica o statica ed € un effetto a lungo raggio.

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

a sviluppare implementazioni del metodo HF, implementazioni che si basano su metodi
perturbativicomel 6 MP 2 o dlled-RId3get al 2M al 4 ordine) oppure su una migliore
approssimazione della funzione déonda c¢ome

QCI (interazione di configurazione quadratica), CC (Cluster accoppiatiy eldwivati.

25Ldbequazionam di Root ha

La risoluzione delle equazioni di Hartréeck pud essere facilmente ottenuta convertendo

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

I QSySNBAF RStf2 adlFi2 FT2yRIFYSydlfSs dgiinidrbiel dgiakchéy 2y & |
23aYA ALAY 2NDBAGEE Oesiyhd deRrbron rétani il dldundi é sordnyakdo SuSuttifgl A
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 dk funzioni di basd,13

Risolvere le equazioni di Hartrdeock, pertanto, significa determinare i coefficiefi}j di
tali combinazioni lineari.
Riscrivendo | 6e-oaki oame taeadir mHart dee orbitald.i S p

molecole a guscio chiugtescritte da un singolo determinante di Slateottiene
ffrixn =axn
dove

N 2 N 2

f’ o= h T +UHF o= h 143 + 2]] o - K] 143
Moltiplicando a sinistra peli, ed integrando si ottierla cosiddetta equazione di Roothaan:
Cvi driFJ Iy f’ T FV ry =¢& Cvi drif'f[ Iy FV Iy

la quale posto

¥ Come funzioni di base si possono usare qualunque tiplunzioni anche se generalmente si preferiscono

funzioni di Slater che riproducono meglio gli orbitali atomici. Inoltre, ogni loro combinazione lineare richiede un

YAY2NBE ydzYSNEB RA GSNN¥AYA LISNI NA LINE R dzNBeBcalol, aundvia, el £ S Y2t S$02
funzioni gaussiane risultano pit vantaggiose, pur riproducendo peggio gli orbitali atomici e richiedendo un maggior

ydzYSNE RA GSNI¥YAYA yStfQSaLlyairzySed Ly LINI GAOFnddaA OSNDI RA
le funzioni di Slater in termini di una combinazione lineare fissa (contrazione) di funmiamtiye) gaussiane (ad

es. il set STOIG: una funzione di Slater & formata da una combinazione lineare di N funzioni gaussiane). Il set di

funzioni di base puo essere migliorato raddoppiando il numero delle funzioni di base cosi che ognuna abbia un

esponente leggrmente piu piccolo o leggermente piu grande del valore utilizzato per il seN&I'@et doppia

zeta). Ad es. il set-B1G utilizza una singola funzione di base combinazione lineare di 6 gaussiane per descrivere gli
2NDAGEE A Ay ihSNY A mB8d di abitali2iWwalenzd foyicadederiinid due differenti funzioni, una
O2YoAylFtTA2yS fAYSIEINB RA o 3ldzaairlysS S fQlfaGNF RIF dzyl &Ry
possono essere raggiunti includendo funzioni di polarizzaziomeroworbitali d per gli elementi della prima riga

(ades.OoMDF 0O S 2NBAGFEA RA A LI231GS).1B& yi afordi pil pedasi, ifkéce, peRAN2 A Sy 2 O | F
descrizione degli elettroni interni si utilizza un potenziale di core effettipeeadopotenziald19].
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driF[{ ry f’ i F\, Iy =F/:tv

dTiFII Iy FV ry = SI'W

puo essere riscritta come

F;w Ci=¢ S,

quvi

0 in forma matriciale come
FC = SCe

La matrice F dielemen,, | a matrice di Fock, rappresent
set di funzioni di base adoperato. Come tale essa € una matrice Hermitiana di ordine k x k.
Dal |l 6espressione del | 6operatore di Fock
rappresentazianF $ componga in realta di due partina monoelettronica invariankp™
contenente i termindi energia cinetica elettronica del potenziale attrattivo elettrorie
nucl ei G, dipéndente daaatrice densitd P, di elementiPy, = | ?2C;;C;;, e

dagli integrali relativi atermini di repulsione interelettronica e di scambio.
F,;w = Hﬁ]o}re + Gy.v

dove

GPW = dT'L'FII I 2]] 4] —I(] 143 F\, Iy

* La matrice densita & cosi chiamata poiché, dato un set di funzioni di base noto, essa specifica completamente la

densitadicaricap =2 N2y, 1 2= 42 N2CuCia TN = 4 Pululy
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Gy = CajCoj 2 drdnTyi vy T, 1 1Ty 1 T 1y —  drydnTy r Ty vy 15'Tg 15 Ty 1
j Ao

Gon= P dridriT; 1 T, I T 1ddF*F el N O

w = Ao T‘irjprivririjxl’jcrj—i riaryly Iy 1) 1 7y le 1oLy 1

Ao

La matrice di Fock, dunque, dipende dalla matrice densita P e quindi dai coefficienti di
espansion&,;. Loeqdi Rmthammepertanto, =~ unbdequazione no
una procedura iterativa per poter essere risolta.

La matrice S, di elementj,,,, invece,e la matrice di sovrapposiziodelle funzioni del set di

base. C anchboes s aHermitiapa edha supiiekerentikfuorix diagonale
costituiscono unodindicazione della dipendenza
tende al valore di 1 (in valore assoluto) vuol diree lefunzioni di base ad esso associato

tendono ad essere line@ente dipendenti ed i corrispondenti autovalori n&é.invece il set

di funzioni di base e reso ortonormileovvero se S € una matrice diagonale di elementi

di agonalii ugual.i ad 1, | 6equazi oneredi Root haa
autovettori G A CI E A QApbstnh ledsddefrovati per diagonalizzazione dela

matrice F.

La matrice C, di elementf,;, infatti, € una matrice k x Kormata dai coefficienti delle

combinazioni lineari{autovettori),correlata tramite la matrice densit8,,, alla densita di

caricg al potenziales”* r; e aG,,,,.

La matricer, infine, € una matrice diagonale contetecle energiedegli orbitali Hartree

Fock (autovalori)
2.6 La teoria del funzionale della densita

Le limitazioni dei metodi HF eoost HF, soprattutto in termini di complessita e tempi di
calcolo all daument ar e del | e di mensi oni del
ridimensionate adottando un differente approccio rispetto quello basato sulla funzione

déonda.

15 Operare direttamente sulldf, 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 cosi molto
tempo. Risulta piu facile, invece, definire una nuova matrice dei ceeffi@’ correlata alla matrice C tramite una
matrice di trasformazione (non unitariaj tale che XTSX = 1T f QS |j d#Robthagngi SiscrRe cosi come
FXC' = SXC's. Ora, moltiplicando a sinistra pekt si ottiene: XtFXC' = XTSXC'e ovvero F'C' = C'e.
Diagonalizzandé'si ricavaC’ e da questa la matrice C.
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In altre parole, come giintuito nel 1927 da Thom4&0] e Fermi[21-23] e confermato dal

primo teorema di Hohenber e Kohn (1962%], € possibile utilizzare la densita elettronica

dello stato fondamentalp, per descrivere correttamente e completamente il sistema di
interess43,18,29.

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

e alla posizione e carica dei nuclei. In aggiunta, essa pud essere determinata
sperimental mente a differenza della funzi oncé
Léutillilazadessi t™ elettronica in |luogo dell a
passare dalla dipendenza dei calcoli dalle 4N coordinate gglte alle sole 3 coordinate

spaziali dellg,.

Secondo questo nuovo approcaifnominato appuntieoria del funzionale della densita

DFT,” possibile esprimere | 6%H el gistema comé | o s

funzionalé’ di p,.

Eopo =T po + Eee Po + Ene Do

dove

po=N @, 1, %dr,..dryds;

L6integrale =~ su tutte | e coordinate di sSpi
Lébultimo dei tre t dremipniegeohpappmegoagbaocl 6i n
tranucleiedelettrordd =~ | 6unico ter mi ne ame)mentkii piminde d
due rappresentano ri spettivament e | energ

interelettroniche e risultano indipendenti dal particole sistema considerato, andando a

formare il cosiddetto funzionale di Hohembdg¢ghn o funzionale urersaleF p, .

Fpo =T py +Eee po

® Lap, contiene anche le informazioni sugli stati elettronici eccitati del sistema ma in pratica non & nota

f QSALINBE&EAZ2YS RSA Fdzyi A2yFfA NAOKASAGA LISNI 2GGSySNB |jd
Yoy FdzyT A2yl €8 & dzyl NB3IA2EF YHEGSYFHGAOL OKS aasS3ayl IR
RSTAYAAO0S Af LISNAYSGONR 2 fQFNBIF RA dzyl OdzNBF OKAdzal & [
parentesi quadre.
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Se tale funzionale fosse c¢onoXhrddingersarebbs at t a me n't

risolta esattamente. Purtroppo le forme esplicit& @, e diE,. p, sono completamente
sconosciute

Lduni c aF gy aotd edl codtiibuto di Coulompp, al funzionalek,, p, .

Eee po = ] Do + Enci Po

dove

T; T;
PP dr;dr;
rij

N| =

Jpo =

Il termine E,,.; po rappresenta tutte le interazioni non classiche tra gli elettroni, incluse la

correzione pefd |loGaftfoéemt@r df i asmekrioneitra gidov ut o

elettronid uguale spin e | 6effetto di c aettrone | a z i

e all é6impossibilit”™ di avvicinarsi troppo
Per poter effettuarecalcoli DFT, dunque, occorre fornire una qualche espressione
approssimataper 1 funzionale F p, . Tale richiesta equivale ad utilizzare un

Hamiltoniano approssimato, facendo si che il principio variazionale non sia piu valido.

)T Al OOA PAOT T A 16AT AOCEA AAI AT1 AGA POE OOAOA

2.7Lo schema di KohnSham

Il principale astacolo da superare per ottenere accurati calcoli DFT & costituito dal modo in

C

6un

cui S i det er mi na | 6 &uttig tegtativadi defermiadrel taleaquaatitae t t r o n i ¢

direttamente, infatti, si sono rivelati senza successo presentando errori baarsapguelli
ottenuti con il metodo HF.

Basandosi su ci0, Kohn e Sham escagita uno schema indiretto basato stitali per il
calcolodi tale energi#3,18,29.

In pratica, essi considerarono un sistema di riferimento costituito da elettroni non interagenti
e, quindi, descrivibile tramite un determinante di Slater. Tale sistgpeaimenta un
potenziale localer, r tale che la sua densita elettronica dello statmlamentale, risulta

uguale a quella del sistema repje

Bl contribug RA /[ 2dzZ 2Y0 O2yiASYyS | yOKS dzy QAYyGSNITA2YyS RSt
RA aSyazo bS8t Y2RSff2 1 C ljdSadz SFFSGdG2 SNI LISNFSGOIYSyds
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Po = Ps = Q; 1

Gli orbitali del sistema nointeragentep;, noti come orbitali di Kohssham, non hanno un
reale significato fisico (come invece e per gli orbitali HF): semplicemente la somma dei loro
guadrati &€ uguale alla densita elettronica.

Essipossono essedeterminatin maniera analoga agli orbitali HF:
KS 1 2
2 = _EV TV T Q= @y

dovef¥™ | 6operatore moS®hael ettronico di Kohn
Giova ricordare che, a dispetto della somigliafga@quazioni di KohiShamcontengono un
potenziale che & locdfe mentrenelle equazioni HF il potenziale & ntotale. Questo
assicura anche un costo computazionale minore per lo schema KS.

Lébenergia ci netiinteagentid gub éssere lcadcolatarcame i non

1 2
Ti==5 @V ¢

BN

Essanaturalmente, non € uguale a quella del sistema reale, cionondimeno consente di
calcolarne la maggior parte possibile con buona accuratezza.
La differenza tra valore reale e valore calcolatoeTirattata separatamente e concorre a

formare la cosiddetta energia di scambio e correlazigne, definita come

Exepo = Tpo —Tspo + Eee po —J 0o =Tcpo +Enci po

In tal modo il funzionale universale puo essere riscritto come

Fpy =T po +J] po +Exc Po

e quell o per | denergia come

® Esso dipende solo dal valore che assume in un punto o dpkzio, mentre & indipendente dal valore che
assume in tutti gli altri punti. In termini di densita elettronica, invece, la sua dipendenza & in generale complessa e
non-locale.
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Eypo =F po +Ene po =Ts po +J Po + Exc Po + Ene Po

Per poter ricavare gli orbitalp; e qui ndi | 6 esnpemd,@inecessaiionf@rire ca T

unbdespressi onev, peCio pud esspre fate menimazamdo il funzionale

del | 6energia per il si st e marimrganb @tonsrmdlitSo i1 vin
ottiene cosi
"z
p T A
Ve T = }drj+l/;ccrl— —
Tij A Tia
8Exc . . . . )
doveV,, r; = -2 ¢ il potenziale di scambio e correlaziomer ver o | a deri vata de

8p
di scambio e correlazione rispetto la densita.

Anche in gqesto caso, come per HF, il potenziale dipende dalla densita e dunque dagli

orbitali: anche le equazioni di KokBham, pertanto, devono essere risolte in maniera

iterativa.

Léespressione del potenzial e, i reletironicéle non con
soluzioni delle guazioni di KohrRShamsonocosidoppiamente degeneri ovvero per ogni

ci sono due soluzioni indipendenti che condividono la stessa parte spaziale

Nella trattazione fin qui svolta non € stata introdotta alcuna apprazsine: lo schema di

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

per il funzionaleE,. p, né per il corrispondente potenzidlg r; ed é a questo punto che

bisogna ricorrere a delle espressioni appimatg27,28].

L a bont”~ del |l approcci o DFT, dunque, di per
nell 6approssimazione del f [R9h kairicercadfumziodali s cambi o
migliori si basa molto su intuizioni matematiche e fisichesi determinang@rocedendo di

fatto per tentativi. Infatti, non & detto che approssimazbairispettino le condizioffisiche

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

% |n linea di principio il formalismo KS & adatto per la descrizione ditipgnii molecola. Tuttavia, i funzionali

approssimati utilizzati non offrono la flessibilita necessaria per la corretta descrizione della situaziorshelhesi
LINBFSNRAOSET ljdAyRAZ fQAYLIAS3Z RA Tdzyl Aicdychphchdi fOrKiE RALISY R2 VY 3
energie corrette qualitativamente ma densita errate. Tali funzionali sono indicati tmrakspirdensity functional

(LSDA).

% | a risoluzione delle equazioni KS parallela quella HF con la sola differenza consistente nel c@lcoly delf AN} £ § RA
scambio e correlazione. Nella pratica, dungue, si utilizza la stessa procedura e gli stessi set di base anche se questi

d2y2 adldr O2yOSLIAGA SR 20GAYATTEFGA LISNI A YSiz2BA olalidaa a
per quanto concerne energie e geometrie di equilibrio, sono piuttosto insensibili riguardo al modo in cui i
O2STFFAOASYGA S 3FIftA SaLkRySyidAa RSttS O2yaGNITA2YyA azyz &ail
comporta errori dello stesso ordirdi grandezza di quelli introdotti nei calcoli HF.
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il test piu stringente per un nuwv f unzi onal e si basa sull 6ac
riferimento sperimentali (energie di atomizzazione, di ionizzazione, di reazione, parametri
strutturali, e cosi via).

La piu semplice delle approssimazioni, nota colmeal density approximatior{LDA),
consiste nell dassumere che il funzionale di
contributi derivanti da ciascun punto nello spazio e lehdensita di energia di scambio e
correlazioner,. dipenda solo dalla densita elettrorifca sia in ogni punto dello spazio

uguale alla densita di energia di scambio e correlazione di un gas uniforme di elettroni di
densita elettronica pari a quella del punto considerato, purché la densita vari in maniera

sufficientemente lenta.

Exd® po = pTeepr dr

Questa assunzione consente di esprimere il funziafiflé con grandissima accuratezza
poich® il gas uni forme di el ettroni Tl 6uni
funzionale.

In particolare la densita di emga di scambio e correlaziomg, puo essere scomposta in un
contributo legato allo scambry d i cui S i c o n oed wrecortribubodavutd a f o
alla correl@ioner. per la quale sono state proposte diverse espressioni analitiche

In linea di principio & possibile combinare una qualsiasi formulazione del funzionale di
scambiocon una qualsiasi formulazione del funzionale di correlazione, ma solo poche
combinazioni sono realmente utilizzate.

Il grande successo della LDA, legato pipadmente al rispetto dei viok fisici richiesti

dalla forma del potenziale reale, non & sufficiente per la maggior parte delle applicazioni in
chimica. La LDA, infatti, sottostima il potenziale di scambio e sovrastima quello di
correlazione portando alori per le energie di legame che sono sovrastipgiii pit di 30

kcal/mol.

E necessario, pertanto, ricorrere a delle approssimazioni pill accurate, ammettendo una
di pendenza del | a denB.Ek telladehsith di énergidi aprrekaziodei sc
non solo dalla densita elettronica ma anche dal suo gradig®@8]. Si ottiene cosi la

cosiddettagenenlized gradient approximatioro GGA. Anche in questo caso, tuttavia,

208 AA Tl hoh daflaydénSitiBlettronica totale ma dalle densita di spin si ottiene la cosiditeth
spindensity approximatiom LSD.
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| 6accur at ezza n @arcorretta descfiziondella ehimica delfe enolecdle,

essendo | 6e+7kaalmel. medi o di 5
La principale fonte di errore residuan | egat a
particolar modpalla mancata correziomke | | 6 aut oi nterazi one.

Nello schema HF questo problema & corretto dal termine di scambio che puo essere calcolato
esattamentd 6ut i |l i zzo del termine di scambATo HF in |
tuttavia, non portaai risultati sperati principalmente perché il funzienal scambio DFT

tiene contaanche della correlazione natinamica® che & invece trascurata nello schema HF.

In altre parolel 6 appr os satama1 il ders puessi éloale dnentreld unzi ona
scambioHF & nontlocale eE, . p, € relativamente localizzato.

Diventa naturale quindhischiareES%4 p, con una certa quantitaspress@er mezzo di un
parametroempirico, di scambio HFal fine di ottenere una migliore approssimazione al

funzionale esatt¢39-41]: s ottengono cosi i cosiddettiinzionale ibridiche consentono di

otterere misue accurag per la maggior parte delle digpzioni chimiche (2 kcal/mol).

La ricerca di nuove e sempre piu adeguate approssimazioni ha portato, infine, alla
formulaziore di espressioni per i funzionali di scambio e di correlazione che tengano conto

anchedella densita di energia cinetica e delplaciano della densita. Questi costituiscono i

cosiddetti funzionalimetaGGA [42-47] o metaibridi GGA (nel caso in cuicontengno

anche una certa quantita di scambio HRS].

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

B3LYP [41], ed un funzionale meta b r i d o, 14.MPWB 1 K [

Lédespressione analititca per il funzionale B3LY

EJLC?C3LYP = 1—a Eglater—Dirac + anlciF + bEfBB + CEé‘YP + (1 _ C)EXWN

dove: Ejlater=Dirac & j| funzionale di scambio pérgas elettronico uniforme [450]
EFF™ il termine di scambio cosiddetto fesatt
utilizzando gli orbitali KS
EB88 & la correzione al gradienper il funzionale di scambi30]
ELYP ¢ il termine relativo al funzionale di correlazioterivato da_ee, Yang e Parr
1] a partire dal | 0esenrionsdsGoler Salvette[p2l 6 ener gi a
EYWN ¢ il funzionale di Vosko, Wilk e Nusair § Poiché il funzionale di

correlazione LYP contiene un termidecale ed unononlocale di non faile

2| a correlazione dinamica o a corto raggio &, ieyelescritta da funzionale di correlazione.
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separazione, il funzionale VWN & impiegato al solo fine di modificare il peso della
componente locale

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

e ionizzazione e le affinita elettroniche del datab&k [%4,55] e valgono,
rispettivamente.20, 0.72 e 0.813P].

Il BALYP € unodei funzionali piu diffusi grazie Bl accur at ez z adiversi mos t r
databas@erquanto riguardaia la termochimica che le geometrie molecd29i56].

Tuttavia, talefunzionale 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
aggiunt a, nel caso di compl essi diobuoeat al | i
presentando errori tlel 6 o r d i-Bkeal/mok[3758f 3

Il funzionaleMPWB1K &, invece, un funzionale piuttosto recente esplioit#te progettato

per la cinetica di reazione§t

La sua forma analitica &

E%PWBlK = 1—a Eflater—Dirac + E;nPW + aEJIC-IF + Ef‘)s

dove: Ejlater-Dirac o FHF assymono lo stesso significato dato loro in precedenza
EMPW & |a correzione al gradiente per il funzionale di scambio Pkv&dificato da
Adamo eBarone [9)]
EB% ¢ il funzionale di correlazione completo, includente cioé il termine locale, la
correzione al gradiente e la dipendenza didlasita di energia cineticaqp
a e, infine, un parametro empirico che esprime la percentuale di scambéo HF
fittato per ardellp baoidrelenergetiched4d bub galoize € pari a
0.44

Il funzionaleMPWBI1K, in aggiunta allecapacita dideterminae le barriere energeticheon
maggiore precisionesembra particolarmente adagier la trattazione dlle interazioni deboli

[45], laddove il funzionale B3LYIho st r a u n dnalio minore®958].z z a

Anche se il funzionale B3LYP & ormai superato per molte applicazioni dai funzionali di
nuova generazione, esso resta ancora oggi uno deiffuisi, soprattutto alla luce delle sue
prestazioni generali e a differenza dei nuovi funzionali che operano bene solo per alcune

proprieta.
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3.1La necessita di modelli

Il grande sviluppo dei sistemi informatigia in termini di potenzache di incrementodi

nuovi e piu veloci algoritmiper il calcolo, ha consentito di trattare in maniera
guantomeccanica sistemi molecolari sempre piu grandi e complessiesmentaffidabilita

e precisiong1-12].

| sistemi biologici, tuttavia, risultano ancora non ancora pienamente trattalilelm
guanbmeccanico gausa della loro elevata dimensionalita.

Le proteine, e quindi anche gli enzimi, ad esempomo compostda un numero di atomi

che varia da qualche migliaio a qualche decina di migliaia: decisamente troppi anche per il
pill potente calcolaterfino ad oggi costruitd. Pertanto, per poter trattare questi sistemi &
necessarioicorrere a modelli approssimati.

Una scelta bilanciata tra il livello di teoria e le dimensioni del modello & una condizione
imprescindibile per poter ottenere umaroduzione accurata dei dati sperimentali e validare
cosi i risultati ottenuti4].

Diversi riscontri indicano che non sempegescelta di un modellmolto grande(come quelli

usati ad esempio in urieattazione QM/MMP), risulta strategiamentemigliore rispetto alla

scelta di un modello ridottgas phase cluster o approccio supramolecotdre)rappresenti

il pit significativamente possibile, in relazione alle risorse di calcolo disponibili, il sistema di
interesse10]. Spesso, infattij risultati ottenuti nei due casinel limite di incertezza del
met odo, sono paragonabili tra |l oro. Loutili zz
effettuare calcoli in tempi piu contenuti e quindi di testare con maggiore attenzione differenti
meccanismi. In aggnta, i modelli ridottipermetono di monitorare piu 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 adrtefatti[10-12].

La trattazione quantomeccanica di modelli ridotli,6 a | t r, @resgnt ril tliemite di
trascurarde interazionia medio e lungo raggitra i residui amminoacidici che compongono

il model | o ed itlaqest sdtilsolvedte Bisoghaperasottoliaeareche

2 Basti ricordare che la DFT scala conig HF come Ne i metodi postHF anche come ®Ndove N indica la

dimensionalita del sistema. Bisogna, peraltro, registrare che molti sforzi sono stati fatti e si cootmteme per

raggiungere la linearita.

% | a trattazione QM/MM consente di trattare il processo catalitico a livello quantomeccanico tenendo conto anche
RStEEQAYFEdzSy i OKS tQAYGSNI &GNHzGGdzNF SyT AYFGAOF 6GNI Galt
Questa, tuttaviapresentaalcuni problemi irrisoltirelativi soprattutto alla trattazionalef f QA Yy i SNM ko OA I v a
conseguente possibilita di artefatti [4ln possibile stratagemma per ovviare a queste difficotiasiste nel creare

una regione intermedia tra quella QM e quella MM trattare in maniera quantomeccanica ma ad un livello di

teoria piu basso [5].
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eccettuati alcuni casi particolari come ad esempazioni con trasferimento di caricHe,
maggiori variazioni energetiche sono associta rottura ealla formazione di legami
chimici, solitamenteanfinatialivellodisi t o atti vo del |l 6enzi ma.
La scelta di uimodello piuttosto che un alteeve avere una sua giustificazione fondata su
basi razional[10]. Nella simulazione dei sistemi enzimaticigenerale, 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
esserenaturalmentamantenutama arche i residui della seconda sfera di coordinaziom

caso formino forti legami idrogenocon qualche gruppo coinvolto nella reazione o siano
elettricamente carichdevono essere considerati.

In ogni caso, la linea guida che detta la scelta di qualipjriymzionali debbano essere
compresi nel modello & costituita, laddove esistano, dasgatimentalbiochimici, cinetici

e strutturaldi o, comunque, dall 6éintuizione ¢

3.21I protocollo seguito

Il punto di partenza dogni procedura computazionerappresentataalla definizione del
modello da utilizzareel protocollo di calcolo

Tipicamente, la costituzione del modello si basasulla struttura NMR o, molto piu
frequentemente, dal struttura cristallograficdd e | | 6 e n z i [M&71D17. e s a me

In genere, tali strutture soraepositae nel protein data bankPDB), una banca dati che
raccoglie appunto,le strutture tridimensionali di proteine, acidi nucleici e complessi di
interesse biochimico determinati principalmente per cristallografia repatpia NMR.

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

Structural Bioinformatics (RCSBhttp://www.pdb.org/pdb/home/home.do

Le strutture scatate possono eere visualizzateeon numerosi software di interfaccia

grafica, fra cui VMD (Visual Molecular Dinamic§)5] e GaussViewl16].

Il modello da utizzare per i calcolipud essere ottenuto modificando il file contateele

coordinate cristallografichattraverso una procedura in due step.

Il file =~ prima aperto con | dapplicazione W

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

Bt NOIANB RFEEES O22NRAYIFGS ONRadGEEf23aNF TAOKS aA3dyrTaot
risulti alterata dal processo di ottenimento dei cristallche sia comunque molto simile a quella in soluzione, cosa
generalmente vera ma non vera in assol{@. In alcuni casi, ad esempio, la simulazione quantomeccanica ha
portato a reinterpretare i dati cristallografici [13,14].
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coinvolti nella reazione sono sptitemente cancellate dal file: si ottiene, cosi, un file molto

piu leggero, piu facile da visualizzare e da modificare.

1 file fileggerodo ottenuto pu, essere visualiz
modello eliminando gli atomi superstiton 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 arlgiva gli atomi o gruppi di atomi.

Questa possibilita di modifica della geometria della struttura del modello € di fondamentale

i mportanza non solo nell dotteni mento del model
guanto soprattutto perché consentepdedisporre 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
gruppifure i onal i, di protoni, di mol ecol e di acqua,
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 cohn codice di calcolo GaussianOBL7] utilizzandg

nell 6ambito del |l a t depsitaiilafunzibeale B3LYIPrdescriiomel | e del | a
capitolo precedente.

Per i c al c tnsulyndegedirey tEmzyme (IRE) dladMithocondrial Processing

Peptidase (MPP8 statoutilizzatoil set di base 81G(d,p)di qualita doppiaa per gl i at omi
non direttamente coinvolti nella reazione. Invegie atomi appartenenti alla prima shell di

coordinazione dello ione metallicmno stati descritti dal set di ba&&81+G(d,p)

Per la Cadmium Carbonic Anhydrase (CDCAdrazie a ridotto numeri di atomi che

compongono il modello studiaté,stato usato il set di ba6e811G(d,p)di qualita triphe.

Tutti e tre gli enzimi studiatontengono um ionemetallico. Per il trattamento di questii,

in tutti e tre i casi, si & fatto ricorsd &fféctive core potentigIECP) di StuttgartDresden

(SDD)[18-19].

Nella costruzione dei modelli di partenza sono solitmante conservate smtefe laterali

dei residui amminoacidici simulate con frammenti di molecole o ioni che conservano le
funzionalita in esse presenti. | dettagli di queste simulazioni verfamnidi in seguito caso

per caso.

Seguendo una procedura molto comune in tale tipi di sglidgtomi al livello dei quali

awviene il taglio,in origine direttamente legati alla categpalipeptidica vengono mantenuti

fissi nelle loro posizioni cristallografiche durante le ottimizzaziduesto accorgimento

consente di ri produrre in una certa misura | a
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di evitare espansioni irrealistiche del modello.altre parole, la struttura completa del sito
catalitico esercita delle restrizioni stdre sul moto dei residui che la compongono e di cui si
tiene in questo modo contoZJL

Tuttavia, se il numero di atomi bloccati &€ elevato o se essi sono troppo vicini al sito di
reazione il modello pud risultare eccessivamente irrigidito, portando arivatrati 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 pi% di st aleviewequesaforiteadneoordd2l.occat o, pu,
In ogni casple conseguenze del mantenere bloccati questi atanainte le ottimizzazioni
hanno un impatt@eneralmente trascurabigulla termodinamica della reazioneurché il
modello utilizzato non sia eccessivamente piccolo

| risultati ddle ottimizzazioni, comunqyepossono essere visuaai, ad esempio, con
GaussView: si possono cosiisurare con buona precisione i parametri geometeded
strutture evisualizzae i relativi moti vibrazionalj avendo avuto cura dieffetuare il
corrispondentealcolo delle frequenze.

In aggiunta, risulta molto utile, specialmente per la preparazione di figlirpresentazioni
power point anche il software XY&/iewer*’ che, oltre a consentire di salvdesimmagini

con specificati i pametri geometrici, consente di salvarechedelle animazioni in formato

gif dei moti vibrazionaldi interesse

Nella stessa I|linea si coll ocano altri soft
formule di struttura ex novo o a partire da strggia presenti nelle librerie del programma

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

Infine, software come Origifi20] o Excel possono essere impiegati per la creazione dei
grafici relativi ai patlvaysenergetici dei meccanisnaagliati o alla variazione di grandezze

comead esempieariche eldtiche o lunghezze di leganad variare delle strutture.

3.31 calcoli in solvente

| risultati ottenut. dal | e ottimizzazioni

costituisconos 0l o undi ndi cazi one dwaydndrgetica relatieonat o r e

meccani s mo preso i n stessoadmein rpodelloc WaPpresénfau s o
unéepprossimazioneNe | | a r e a k présentédtetmedl protasso cataliticavviene

in unambiene fisiologico diverso da quello gassoso per la presenza sbivente

xYaiewers dzy Q| halbhsat®dulla pigttaforma indipendente JAVA e sviluppato da Sven de Marothy per la
manipolazione e la visualizzazione di modelli molecolari.
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I solvente pu, influenzare |l e strutture degli
| 6energia di | egame e di conseg@latteonid.a gl i spett
Il solvente, in una reazione chimica simulata, pud essere preso in considerazione in maniera
esplicita o implicitd21-25].

Gli approcci piu comuni per la sua trattazione in chimica computazionale sono quelli della
supermolecola, i modelli dedontinuo, la meccanica molecolare (MM) e varie costruzioni

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

modello del continuo).

Nel | 6approccio della supermolecol a, anhtorno al
certo numero di molecole di solvente ed il sistema cosi ottenuto viene trattato a livello
guantomeccanico. | risultati migliorano via via che il humero di molecole di solvente
considerato cresce con conseguente aumento del costo computazionale.

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

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

guesto approccio non da una descrizione adeguata di molti processi come ad ezempio |

rottura dei legami nelle reazioni chimiche.

I modelli del continuo rappresentano un vero successo. Il campo di applicabilita & pero

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

effetti del solvente abbastanbaona e con costi computazionali convenienti. Il solvente &

descritto come un mezzo uniforme caratterizzato da qualche proprieta macroscopica.

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

applicarli e sono compazionalmente costosi.

Nel presente lavoro di tesi, il ruolo del solvente é stato investigato utilizzando i rdetodi

continuonoti comepolarizable continuum modelPCM[26-29], e la sua varianteonductor

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

Gaussia03 [17] e Gaussian024].

Secondo tali modelli, il solvente é trattato come un continuo polarizzabile avente una data
costante dielettrica [25] ed il soluto =~ posto
Molti sono i parametri che influenzano questo modello ma il pitu importante & senza dubbio é

la definizione della superficie della cavitad che ospita il sdie2?2].

Esistonodiverse modalita di costruzione di questa superficie: per i modelli presames

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

atomi.
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Nel Gaussian03 | 6i mpostazione di default
basato sui raggi ricavati dal campo di forza UFF. Sectmdamodello gli atomi di idrogeno

sono inglobati negli atomi pesanti a cui sono legati.

Nel Gaussian09, invece, | 6i mpostazione di
campo di forza UFF con sfere esplicitate per ogni atomo presemtgeid conpresi.

Esistono, tuttavia,anche altre opzioni disponibili che consentono di utilizzare valori
differenti per i raggi delle sfef®o di modificarne ilposizionanento.

Il valore dei raggi utilizzati per la costruzione delle sfere & in realta ottenuto linalttigo il

valore dei raggi del modello topologico utilizzato per un fattore di gcdla OAOOAOT A »p

' AOOOEAT no A A p8p DPAO ' AOOOEAT mws 10A00I
per la modifica della superficie dalla cavita.

Esistono anchediverse modalita per la costruzione della cavita: nel Gaussian03 il
default la superficie € ottenda secondo lo schema SEGsolvent excluding surfacg
secondo il qualeil solvente & impossibilitato a penetrare nella cavitda cui superficie &

resa pit OACT 1 AOA COAUEA Al 1 8 ACqrEDI)MA GaussianO¥EA O A

invece, il default & costituito dallaVan der Waals surfacehe impiegai raggi di Van der

e

7AA1 O OAAI AOE A OATUA 16ACCEOTI OA AATT A OEAO,

E possibile, inoltre, costuire superfici anche secondo altri schemi, ad esempio
aggiungendo il raggio del solvent® ai raggi non scalati di atomi e grupp{SAS solvent
accesible surfaceFig. 4 o costruire superfici di isodensita in maniera statica (IPCM) o
autoconsistente(SCIPCM).

Ad ogni modo, una volta che é stata definita la cavitd, la sua superficie & mappata in
maniera piu dettagliata attraverso piccole regioni denominatetessere ognuna delle
NOATE 17 AAOAOOAOEUUAOA AAI 1T A D Olhthdiraled OA A
alla superficie passante per il suo centr{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 differerti e che si sovrappongono completamente sono scartate, mentre quelle

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

% Ad esempio si pud utilizzare il modello topologico UAHF che fa uso di raggi ottimizzati per il livelladiEeori

con basi 631G(d) o il modello topologico UAKS che fa uso, invece, di raggi ottimizzati il funzionale di scambio e
correlazione PBEO con basB8G(d) o scegliere tra i raggi di Van der Waals o i raggi di Bondi o, ancora, i raggi di
Pauling, ecc.

® 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 cavita definisce una nuove superficie data dalle posizioni assunte
dal centro della sfera e oltre laugle esso non pud andare.
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Solvent molecule
(Probe)

Solvent Excluded Surface (SES)

Fig. 4: Rappresentazione della supegfidella cavita 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 continuumin risposta allapolarizzazione (reaction field) &€ uguale

ad una distribuzione continua di carica fittizia, distribuita sulla superficie della cavita
molecolare [24]. Nella realtd, la distribuzione continua €& approssimata da una
distribuzione discreta di cariche puntuali poste sulla superficie della cavitaad ogni
tessera € associata una carica e, igdi, un vettore elettrostatico.

Nel modello CPCM, in aggiunta, le cariche sono determinate in modo che il potenziale
totale si cancelli sulla superficie.

, 6AT AOCEA AE O11 OAOGAUETITA POE AOCOROH: ADDOT OOEI .

AGgoyy = AGgp + AGegy + AGgs + AG‘rep

Il primo termine,AG,;, € la componente elettrostatidao vut a al | di-solventeazi one s
calcolata usando il metodeelfconsistent reaction field SCRF.

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

solvente che cosi cambi@id equivale ad introdurre un termine perturbativo che tenga conto

delle interazioni elettrostatiche con il sol ven
elettronico del soluto

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

indottodel solventeil calcolodi AG,; pud avvenie solo attraverso una procedura iterativa.
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In breve,le cariche indotte dall densita elettronica del solusmno calcolate in maniera
autoconsistente ed il potenziale ad esse associato utilizzato per la risoluzione
del |l 6Hami | t oni an ocos enrntiovor valare per. la densita elétttonioa ma
utilizzare per ricalcolare le cariche indotte ed il potenziale ad esse associato e cosi via fino
all 6otteni mento della piena convergenza [ 24,
Gli altri ter miniAGgerépprésenthnoacontributi eezlettmdatiit | va a
In particolare:AG,,, € il termine di cavitazionepvvero il lavoro che bisogna compiere per

creare la cavita nel solvent®é ;; €l termine di dispersiondovuto alle forze di dispersione

di London ta soluto e sovent&g, ., €il termine di repulsionguantomeccanica 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 dipendesgeificativamente dal valore &

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

I n questo caso bisognerebbe testare un model
PCM di mi nui sce dihdnsioai daimaoddica[i2le del | e

Inoltre, se i siti di taglio del modello sono lontani dal centro reattivol 6 ef f et t o
polarizzazione su di esso € in gran parte gia considerato nella trattazione quantomeccanica
[12].

La bonta dei calcoli teorici effettiat 6 f aallanloré eapacita diriprodurre i dati
sperimentali, in particolare della costante cinetiga ger quel che riguarda le reazioni
enzimatiche.

La barriere energetiche ottenute da calcoli in solvente possono essere mesaéoimereon

le costanti cinetiche della reazione attraverso la relazione

K KT _ac*
= ——e RT
h

dove: ke la costante cinetica
Kg € la costante di Boltzmann
h & la costante di Planck
T é la temperatura assoluta
R €& la costante dei gas

AG* ¢ 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 primedsictao 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




4.1 Le Inverzincine

Molti e importanti processi biologici, fra tutti il metabolisnehe hanno luoga | | 61 nt er no
degli organismi viventi coi[ll.vol gono | 6idrol i si
Rivestono, pertanto, grande importanzgéptidasiovverogli enzimi che catalizzano tale

reazione.ln quanto promotori di una reazione di idrolisi, tali enzimi costituiscono una
sottoclasse dellédrolasi. Inoltre, a seconda selrolizzano legami peptidici terminali o

interni sono denominati, rispettivamente, esopeptidasi o endopeptidasi.

La reazione didrolisi di un legame peptidico presenta degli ostaciiuti alla stabilita del

|l egame ammidico e al |l a :strambisqaestinogtacéligas$onol i ci t =
essere superati dagli enzimi grazie ad una catdéirofilica, ricorrendo, cioé, &dl6 ausi | i o di
uno ione metallico.

Lo zinco, in particolare, dopo il ferngsulta esserd metallo di transizione pit abboante

negli organismi viventi [R Una spiegazione di cid puo risiederda grande flessibilitache

i suoiioni mostranone |l | 6 adot t ar e icadrdinaziore e geestalligatchinmica d
rispettoalle reazioni di ossidazione

Le metallo peptidasi, come vengono comunemente indicati tali enzimi, possono essere
classificati sulla base di similarittrutturali, come ad esempio il sito di coordinazione del

metallo.

In particolare, un ampio numero di enzimi contenenti ionf*Zspno accomunati dal
condividere per il sito di coordinazione dello ione metallico la sequenza HExxH, dove H é

| 6amminoadida, i € =~ | 6amminoacido acido gl ut ami
generico. Questi enzimi vengono indicati con il nomeiitine

Circa 30 anni fa, tuttavidu isolata e descritta {8] una metalloendopeptidasi di E. coli
contenente ioni zinco, la piisina, che presentava, per il sito di coordinazione del metallo,

un motivo perfettamente speculare rispetto quello gia noto delle zincine: HXXEH anziché
HEXxH.

Successivamente meltaltre metalloendopeptidagsihe presentavano questa caratteristica
furonoisolak in piante,animali, lieviti e battere caratterizzateA tali enzimifu attribuitoil

nome diinverzincing]6,7].

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

una J-elica destrorsa e di luhgzza simile, ma nelle inverzincine tale struttura ha
undorient azi o nrlastotiurp delletziacine.i spett o

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

disposizionespazialesimile attorno al sito cataliticd.e zincine, tuttavia, mostrano una certa
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variabilitd per quanto concerne il terzo ligando dello ion& Zhe pud essere un residuo di
acido glutammico, di acido aspartico, di istidina o di cisteina, mentre per le imiBez
questo e costituito esclusivamente da un residuo di acido glutanshico [

Inoltre, zincine e inverzincine mostrarspecificita e risposte aglnibitori differenti; in
particolare le zincine mostrano la caratteristica unicasdiere inibiti dagliriibitori delle
cisteinoproteasid].

Le inverzincinecostituisco la superfamiglia M16 cleonta tredistinte sottofamiglie: la
M16A, la M16B e la M16C.L6 i n sdegtading Enzyme (IDE) e la Mitochondrial
Processing Peptidase (MPP), oggetto di studio dalésente tesi, sono rappemtanti,
rispettivamente, delle famiglie M16A e M16B

4 . 2 L 6-degrading enayme

L 6 i n-degrhding enzyme o IDE (EC 3.4.24.56u® omodimero di circa 220 kDa di
massa 7,10,11] espresso principalmente nel citosol cellalaanche se e stato ritrovato in
molti organuli e strutture subcellulari, nei comparti extracellulari e ameheellule che
risultano non $% oneideistoi subatiatl @atural (PLHL6]. NP
specificatamenté IDE € stato trovato sulla superficikelle cellule endotelialvascolari del

cervello umano [7]. | suoi substrati mostrano poca similarita tra loro in quanto a struttura

primari a. L6l DE, tuttavi a, non r i snuimdrasi e s s e |

substrati, ma discrimina tra s Ji828Q% maaoniil s

suoprecursore pransulina [7,8,21-23].

L6i drol i si dei substrati operata dall 61 DE

mi |

[

preferenza per siti idrofobici ingombratsembra plausibile, quindi, 6 i p o t IdBEi che

riconosca elementi delle strutture secoralarierziariadei substrati16].

Dettagliatea na |l i s i dell a struttura dell 61 DE, cul

del |l a st r ut tmanotbera [@1] d dd seoi comphassi con alcuni substrati4R
hanno evidenziato la presenza di due distinti domini, wter@inaleed uno Nterminale,
legati tra loro da un loop di 28 a.a. e daterazioni come legami ad idrogeno
[10,11,22,24,25].

Entrambi i domini sono necessari per la catalisiparticolare, il dominio @erminale &
responsabile del a ol i g o mer i ZdlaHairegolaziond allbstericd (R2¢=30]

nonchédi importanti interazioni con il substrat@3,24]. Il domino N-terminale, invece,

VydzSaidz KI FLddz2z ALRGATTIEINBE OKS L59 &Al O2Aay@zf iz
esempio la differenzazione cellulare.
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ospita il sito di coordinazione dello ione Zncostituito dalla catene laterali dei residui di

His-108, His112 e Glul89 [8,21,31], oltre al residuo di Gkill, fondamentale per la
catalisip2.| due domini del | 61 DE f or16800A% cappce cavi t ~
di ospitare substrati lunghi fino a circa 70 amminoad8jZ4].

La parete formata dal dominio-t€rminale risulta essere largamente positiva mentre quella

del dominio Nterminale per lo piu neutra di carica negativalLe dimensioni e la

distribuzione di carica, dunque, possono costituire due disaim perla spedicita dei

Ssubstrati mostrata dall 61 DE.

I dominio Nt er mi nal e conti ene, sempre allédinterno d
| 6ancoraggio del substrato: guesto non richie
awviene tramite interazioni tra fbgliettor d e | | 6 e s-tenmimatei del 'subdttato ed un

foglietorpr esent e all d6interno della camera cataliti

Le strutture cristallografiche dei cotegsi enzimasubstratohanno evidenziato come il

substrato | e g aituma transizio® da nra stmuttura gdfeliceeotatrandom coil
ad una struttura a fogliettp. La f |l essi bilit”™ dei substrati s e mi
discriminante per la specificith.n ef fetti, =~ stato proposto che

suoi substratin base alla loro capacita di formare depositi amifoidi6].
SubstratBsonperolltdleD al | anilim$3d],lilipaptide natauneticoh atriale 6 a
[33], il glucagone[34], i peptidi ABri e ADan [3¥], i peptidi [ -amiloidi 1-40 e 142
[16,23,36-45]: tutti composti in grado di formadepositi amiloidiZ

4.2.1 1l meccanismo catalitico

Le strutture cri s bptedule ongassanza [EHd én presenzd2@ ein z i ma
substrato hanno rivelato da un latmo me | 61 DE predi liga assumere un
(IDEYedal | 6altro | dassenza di una qual siasi aper
nella cavita catalitica

Nell a conformazione chiusa | 61l DE manomdigr ado di
rilasciare | prodott. dell a reazione n® di gar

Di conseguenza, perclbssa svolgere il suo compito | 61 DE deve subire un

31| 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 fogleft®].

581LIRaAGA FYAf2ARA &a2y2 adbdAaA NRAO2YGNIGA Ay LITASYGA RAL
responsabile della formazione delle isole amiloidi pancreatiche in soggetti malati di diabete mellito didipo Il
insulinoresistente; ABre ADan sonoesponsabili di alcune forme di demenza ereditaiipeptidii -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 diotil, Morbo di Alzheimer e IDE.
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conformazionale in modo daovarsinello stato aperto IDB che garantisca |
cavita intena [1] (Fig. 5).

Il meccanismocon cui avviene questo cambiamento conformazionalecosa lo inneschi

sonoa t utt 6o g g iQuesioccmporiameantapero, ha suggerito perl 61 DE i |
soprannome di enzima patan.

In ultima analisi, ilci ¢l o pu, cos? ri assumer si: inizial
chiusa; in seguito a perturbazioni termodingdreio al | 6i nt er azi one <con
| 61 DE assume | a graziedlaqualeguoiinglobatesubgirata, dopodiché
riassume la conformazione chiusa, nella quale il substrato subisce il cambio conformazionale

a fogliettor e, successi vament e, | 6idrolisi; una
conformazione aperta permette il rilascio deidord t i : a genamsatégromouan t o |

ricominciareun nuovo ciclo oppuratransre verso lo statiziale inattivo.

closed-to-open
switch

A

IDE®
(PDB ID 2JG4)

IDE®

[Aﬁ capture

~ Ap conformationa|
change
-_—

IDEC+AR IDEC+Ap

(PDB ID 2G47)

Fig. 5: Equilibrio conformaziona®Sf f QL 59 i NI °& la forfna apkita IDRPR]APaza dettabliSidveda
il testo

Il meccanismasattoc on c u i avviene | 6idrol tudaviasalld oper
base delle similaritd con altendopeptidasi contenenti ioni Zme & stato proposto an

(Schema 1) secondo il quale il residuo di @lll agisce dhase generale deprotonando una
molecola di acqua coordinata allo ione?Zro ione idrossido cosi genepatonduceun

attacco nucleofdd sul carbonile producendo un intermedio tetraedrico.
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In un secondo tempo il GILil1, attraverso un meccanismo concerta r asf eri sce | 6i dr
acquisito dall 6acqua al gruppo uscent e, estra

dallo ione idrossido, provocando la rottura del legame peptidico.
4.2.2 | modelli studiati

1 meccani smo di i d e siatoioggetto di prm studio zanputazigmater | 6 1| DE
(vediArticolo I).

Sulla base della struttura crdethb6logubhinaa (B
code: 2G54) e delle indicazioni sperimentali sono stati costruiti 3 diversi modelitdel

cataliticodi dimensioni crescenti, denominati rispettivamente modello A, B e C.

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

108, His112, Glu189 ed una molecola di acqua come ligandi dello iorfé, Zrai residui

Arg-824 e Tyr831, formanti legami ad idrogeno con il substrato costituito dai residliv 15

rispettivamente Leu, Tyr e Leu, dellacatgrdhe | | 6i nsul i na.

Uno dei siti di idrolisi del substrato & localizzato tra il residuo diI& e il residuo di Leu

17.
)\( NHCH,
CH NH

* +) ,
\N/< H o-H
Arg 824 H |'_| H
—H-n”
oo
Tyr 831 Glu 111
(o) Zn
* O \N/\
Glu 189 r)\|\< His 108
His 112

Fig. 6: Rappresentazione del modello A utilizzato nello studio del meccaoisaliico &5 fIDEQGIi atomi

O2y (NI 2483yl dA O2y fQFaiSNAR&aO2 &d2y2 |jdSttA YIydSydzian o
Nel modello A, che ha carica totale +1 e molteplicita 1, i residui amminoacidici di His sono
stati simulati con metiimidazoli, i Glu ® n ioni acetato, -106Arg co
metilguanidinio, la Tyr con-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 & stato amssimato con il peptide trialanina la cui estremitée@ninale & sotto
forma di Nmetilammide, mentre quella-tiérminale &€ Nmetil sostituta.

Products \ H Substrate
Glu111 N |
H,0 o 0 N R
>)/' 7 — R™ Y ON
R < \ |
H / $ \ N v H
R N, 0O N His1o8 eur o H
s H Gluigy 075
H His112 \[( \
(o} 0 0 o} Zn
/Q ’I \/ Enzyme \\: \N
o—H \Zn\N o\ N His10¢€
Glul1l O\\“ A hisioe Glu189 His112
ST ES
Prod l
H R
[ e
R=NY “H
e
. o (0] s
Y, O\ | Glul1l Zh
/(\’_\‘_-H 7 & \ N
o n\N O N His108
Glul11 N Glul89  His112
(6] N  His108
— G189 \ys11p — L —
753 TS1
H R H
| ’ R—p"
r—N N N R
H," H o—H. E
—~ 0 _
? O] A WO %
/(\ / \Z o]
Gluir 0 H SN — — Glu11l Zn—_
\\\\\ N H \\\\‘ \ N
O N Hisl08 R\‘ N—R O N Hislo8
Glul8Y  Hisl12 N / Glu189 112
K H
INT2 L ) INTL
\ /<\ H/ \Z/n /
o 07 \\\ N
O N His108
Glu18Y |s112
TS2

Shema 1 Ciclo catalitico proposto per la Insutiegrading Enzyme
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Il modello B (Fig. 7), invece, consta di 130 atomi, ha carica nulla e molteplicita 1.

Rispetto al modello A sonimclusi il GIu-182 e il legame peptidico compreso tra i residui di

Thr-220 e di Gly221, appartenenti alla seconda sfera di coordinazione dello idfiel&Zn

particolare, da dati di letteraturé, Glu-182 risulta essere un residuo conseratppare

di
LOi

avere un ruol o regol ator e

idrogeno con il residuo di Ar§24. nterazione

del

con

| 6atti

| a

catena

220 e Gly221, invece, pare non essere mai stata evidenziata iademzaAnche in questo

caso i residui sono statsimulati da uno

ione acetato e da-mktilacetammide

rispettivamenteln aggiunta, oltre agli atomi gia bloccati nel modello A, anglhatomi di

carbonio degruppi metili dei residui aggiunsiono statmantenuti fermi.

Tyr 831 H H

N
N . H |
* N() /N\)\I\< His 108
“O\
\H Glu 182

\
z

Arg 824 H

Fig.7:

O2y (N} aaS3aylrdA RIffQIaEGSNRAO2

az2y?2

n Thr 220

* Gly 221

Rappresentazione del modello @ilizzato nello studio del meccanismo catalitic® DXE GGli atomi
lj dzS¢t t A

Y ydSydzia

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

molteplicita 1. Tle modello si differenzia dal precedente in quanto sono state reintrodotte le

catene laterali del substrato reale.

4. 2.3 |1 risultati ottenut.i per

o1

DE

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

acqua é gia deprotonata dallo ione acetamsimulal residuoGlu-111.
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Lo studio condotto sul modello A & stato rapidamente abbanddreasmla quantificazione

della bariera energeticiper | 6attacco nucleofilico?®ad op
sul carbonile (oltre 30 kcal/molja infatti dimostratd 6 i nadeguatezza del mo
OH
O 0]
H H
/N N N N/
H H
O
Glu111 __H
O T /H
i G
.Zn * Thr 220
N INE
Tyr 831 H *)J\O \ N/\N-H~~ //<
* o Glu 189 N O NH
HN ) K I /
)‘N /N)\* \ His 108 ¥ Gly221
x - H
N H

\ ~. ‘ His 112
Arg 824 H O\ 0
4 Gluls2

Fig. 8: I?appre,sentazioneAdeI mod’ello B utilizzato neIIo, s}udc'{b megcanismo cataliticoéitll]EQGli atomi L )
O2y (N} 38883yl iGA RIFIfEQLIAaGSNRAO2 &2y2 jdzSttA YIyidSydz:

Léinclusione nel model |l o dell a seconda sfer

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

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

In breve, lo ione OH legato allo Zhconduce un attacco nucleofilico sul carbonile

generando un primo stato di transizione (TS1) che evolve in un primo ed&riNT1) in

cui il residuoGlu-111 interagisce tramite un legaragonteidrogeno con il gruppo OH. A

questo intermedio segue un secondo stato di transizione (TS2) in cui il suddettd1Glu

compie un movimento di pseudotazione per andare a formane ouovo legame idrogeno

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

circa 3.5 kcal/molAl | 61 NT2 fa seguito e(S3)tnelrquate sist at o

0 s s e avveautalcéssione del protone al gruppo migce uno shift del protone legato al

gruppo OH del sustrato al Glll1 con contemporaneo stretching del legardd. ©®a un

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

* Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli siRotént effettuati in solvente utilizzando il modello

It/ a O2y ¢I'n &dz &GNHziGdzNB 2GGAYAT TGS Ay ¥FLas$S 3 aazal
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di 3 kcal/mol indicando come questaconda parte deamminoenergeticarisulti piuttosto

piatta se non proprio discendente.

L dltimo intermedio (PRODpresentd 6 ensitd Gterminale del substratoymai lontana da
guella Nterminale ancora legata allo ione metallichrésiduoGlu-111rimane in uno stato
protonato Il ripristino del 6 e n z i miehiedethé gualahe altro residuo presente acquisti

il protone da Glel11. Questo aspetto, tuttavia, non & stato investigato poiché lo scopo dello
studio e stato quello di elucidareilmeccammo del | 6i dr ol i si

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

INSULIN-DEGRADING ENZYME
MODEL B

==CPCM eps=4

20,0 A

15,0 4

10,0 1

5,0 4

0,0 A

Ein kcal/mol

-5,0 1

-10,0 1

-15,0 -

reaction coordinate

Fig. 9: Profil@nergeticoper la reazione di idrolisi effettuata utilizzandonibdello B

La descrizione dettagliata del meccanismo catalitico e le figelegive alle geometrie di
equilibrio possono essere trovate nell éarticol
Il meccanismo ottenuto con il modello C é 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
diArg-824 serve all dédancoraggi o -8lron selo éansotarilat o ; 2)
substrato ma concorre a stabilizzare la carica negativa chersigr a i n segui to all
nucleofilo; 3) il residuo di Gkl111 agisce non solo come base generale ma anche come
shuttle protonico risultando indispensabile pe
coordinazione dello ione Zhsi esplica norsolo in termini elettronici ma anche in termini di

carica del sistema che passa da +1 a 0; 5) | 0b6a

risulta valida ai fini del |l 6energetica di rea:z
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stazionari:c i consente di operare un risparmi o s
altrettanto bene con due tripeptidi differenti, pur simili per natura idrofobica, riproducendo il
dato sperimentale che vede | 61l DE mentodeli chi e
substrato; 7) la reazione €, in ogni caso esotermica e lo stadio che determina la cinetica di

reazione =~ | 6attacco nucleofilo.

INSULIN-DEGRADING ENZYME
MODEL C e=t== CPCM eps=4

22,00 1 195
17,00 A
12,00 A
7,00 A
2,00 A1

Ein kcal/mol

-3,00 1
-8,00 1

-13,00 -

reaction coordinate Prod

Fig. 10: Profilo energetico per la reazione di idrolisi effettuata utilizzando il modello C

4.3 La Mitochondrial Processing Peptidasél suo ruolo nei mitocondri

I mitocondri [4647] possono essere considerati, a tutti gli effetti, le centrali energetiche delle
cellul e. Essi, infatti, sono | dunico organu
catena rggratoria) per formare molecole di ATP ad alta energia.

Il mitocondrio, inoltre, & la sede in cui avvengono altri importanti procésshionici quali il
ciclodikrebos, il <ciclo dell durea e il metabol i smo
La loro diffusione & praticamente ubiquitaria: si ritrovano, infatti, anche se in misura
differente, in tutte le cellule, sia che appartengano al regno anisieatde appartenganal
regnovegetale o a quello dei funghi o dei batteri.

| mitocondrisono 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 cosi a determinare tre differenti ambienti: il citosohastente 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 necpssdai sintesi proteica, la maggior
parte delle proteine necessarie per il funzionamento dei mitdcendo codificate nel
nucleo della cellula e sintetizzate nel citoplasma.

Queste proteine, cosi come accade per quelle destinate ad altri organelli cellulari, sono
indirizzate ai mitocondri grazie ad un segnale peptidico, noto come presequenza, posto
a lestrémita Nterminale della catena proteica e successivamente importati nella matrice

mitocondriale attraverso delle traslocasi di membrana (Fig48l.)

COOH
Cytosol
R R R
oM TOM 1 TOM ) TOM|
IMS 1
TIM F IMP TIM TI™M -

IM
{CH rcH @

[ [ N selmip
MPP)| 2< . |
‘ MPPla<_ ™. ¥ P
II u *'I).g
I +
+
— D)

Fig. 11: Importazione e processo di proteine citoplasmatiche nei mitocondri. Le proteine sintetizzate nel
citoplasma sono condotte ai mitocondri da alcune chaperonine (CHjtraverso i recettori (R) della
membrana esterna (OM) e alle traslocasi della membrana esterna (EOM)quella interna (TIM)
introdotte nella matrice dove la MPP taglia via la presequenza. Le proteine ottgrosseno essere
indirizzak attraverso la membrana interna (IMerso lo spazio intermembrana (IM8pve la peptidasi
della membrana interna (IM) le porta a maturazion@ppure trovarsinella forma attiva o in una forma
intermedia maturaa poi dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIRadattato da rif. 47)

¥

Giunte nella matricementre iniziano a ripiegarst9), le proteine provenienti dal citoplasma

sono idrolizzate ad opera della Mitochondrial Processing Peptidase o/l MPB.4.24.64)

che taglia via la presequenza48,50].

Mol t e mal atti e de Imartanmamigroteime midocondiali coglificatél e a

nucleo della cellula 48,51] . Undalterazione della funzional:
accumulo dei peptidi precursori nella matrice che ha come conseguenza un rallentamento

della crescita cellulare @nfine,la morte [2-55].
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La necessita di eliminarla presequenzaalie catene peptidiche & richiesta per un corretto
folding della proteina: in caso contrar@i enzimi risultano meno attivi emeno stabili
termodinamicamentg!8,52].

La MPP, dunque, svolge un ruolo fondamentale per laiditaljizzando praticamente tutte le

proteine mitocondriali provenienti dal citoplastha
4.3.1Le caratteristiche strutturali della MPP

La MPP ¢ tata isolatee caratterizzatan numerosi organisnjb3-65]. Essarisulta composta

da due differenti unitaindicate come| e 1, la cui localizzazione differisce a sewlo

del | dor gani s male piante fanodparte adel ocomplesso bcl della catena
respiratoria n e | |l ievito una subunit”™ = localizzat
parte delsuddetto complesso; gie animali e nei funghentrambe le subunita sono presenti
nella matrice, mentre nel complesso bcl sono presenti delle subunita omologhe che hanno
perso la capacita di idrolfSi

Ogn subunitdé sintetizzata nel citoplasma come precursore piu greddenportata nei
mitocondri dove in maniera autocataliticapit probabilmentegrazie ala presenza di MPP
preesistente vienattivata p4-56,58,60].

Le subunita, inmggiunta risultano esseraltamente omologhe tra di lor®6,58,60] e con i

domini N-terminalee@ er mi nal[@4.del | 61 DE

Ognuna di essqresa singolarment@on possiede attivita di peptidasi per ch® | 6enz
attivo sonq infatti, richiesteentrambde subunitd55,58,65-67].

La MPP, quindi, € un eterodimero avente una massa molare di cirdd @®MDa.

La subunitdy, in particolare, ha una massa molare di circa®2 kDa Il suo ruolo sembra
essere quello di riconoscere le presequenze, specie quelle pit lunghe, atiraltrpbci

siti di legame carichi negativamente presenti nel suo dominier@inale 56,68-72] e

tramite una regione altamente conservata ricca di residui di glicina e di isUd8&0, 71].

La subunitdr, invece, ha una massa molare di circeb5kDae contiene la caratteristica
sequenza HXXEH tipica delle inverzincifi&l].

Per svolgere la sua attivita catalitizaMPPrichiede, infatti,uno ione Zrf* in mancanza del
qual e | 6denzi maTuttaviasaliri metlli domeaMAt, C&'amvg®d, F&*, Ni**

*In realta, molte delle proteine destinatelalmembrana esterna e le proteine carriers della membrana interna
non presentano presequenze da eliminare [48].
*|n un caso, tuttavia, cid & causato dalla presenza di una presequenza che funge inibitore [65].
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[56-58,60,65,71] sembrano svolgere un ruolo catalit@oche sgperquestmon ¢ 6  evi denz
diretta.

La subunitar, inoltre, contiene numerosi residui amminoacidici acidi conservati che

risultano importanti per iliconoscimento del substratoZ75].

Nel complesso, quindi, le due subunita formano una cavita cataliticarica negativa

[7,68,71]. In aggiunta, le pareti dellaavita contengono delle strutturg-sheet che
costituisconwn 6i mpal cat ur a p e tramitd leghneidregemgl, #le | substr at
Questo ben si accorda con il fatto che le presequenze presentano numerosi residui sia basici
(carichi positivamenfeche idrossilatimamolto raramentecidi (carichi negativamen}e

Le sole interazioni elettrostatichtuttavia,non spi egano | a specificit?
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 lunglverzao da 8 a

circa 69 amminoaciyle di struttura primaria.

La MPP, pertanto, deve riconoscere elementi struttur&li5fh In particolare, risulino

importanti la presenza di residui badistali e di unoprossimale al sito di tagljacollegati

da una regiondi lunghezza variabile maiuttosto flessibilg56,61,74-78].

Molte preproteine mostrano, per il sito di taglio, un motivo costituito dalla sequenza
RxZua@QddveZ i ndica il l egame idrolizonata,esRduam
idrofobico ingonbratoe @ un r e s i d,b&2w6,77];dmr atcdni cagi it residyo @li

arginina é localizzato tre amminoacidi prima del sito di taglio, mentre in altri casi e
posizionato ben dieci residui distante da qu¥sio circa un terzo detasj infine, esso

mancadel tuttg indicando come laresenza diale amminoacido possa essenportante ma

non sufficiente a g88jQdare | 6azione della MPP [
Le estese interazioni tra substrato ed enzimtatti, consentono di processare con alta

specificita anche quelle prroteineche non soddisfe appienotutti i requisiti richiesti per

la catalisi[75].

4.3.2 1l meccanismo ipotizzato

La specificita edlimeccanismo di azione della MPP rimangono enigmatagirattutto alla

luce della variabilita delle caratteristiche strutturali e di sequenza mostrate dai suoi substrati.

% In questi casi, in realta, la MPP idrolizzaapreproteina ad una forma intermedia che & successivamente
trasformata nella proteina matura dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIP) che taglia via un octapeptide
RIt f QS atérMiBae 78]t b
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La determinazione deéktruttue della MPP libera e della MPP legata ad un subsfitpha
permesso di effettuare un paragamn le stutture di altri metalleenzimi afferenti sia alla
famiglia delle inverzincine che ad altre famiglie ednfrontanele ipotesi dimeccanisro.

In particolare,le strutture cristallografiche mostrate presenza di una molecola di acqua
come quartdigando dello ione Zf.

Tale molecola, inoltre, si colloca alla giusta distanza per la formazione di un legame
idrogeno con il residuo di Gld3 che cosi puo agire come base generale.

E cosi plausibile ipotizzare che il sito attivo contenga in realtiameidrossido coordinato

al sito metallicqSchema 2p, quantomeno, una molecola di acqua fortemente attivata.

Il meccanismo ipotizzato, pertanto, richiama da vicino quello proposto in precedenza per
| 61 DE: l o i one idr ossi dua cahonieddel substraionfornsahdb a ¢ ¢ o
un intermedio tetraedrico che evolve posgrondo intermedio in cui il residuo di GI@ ha
trasferito un protone al gruppo uscente; la deprotonazione del gruppo OH legato al carbonile
sempre ad opera del GIB port infine alla rottura del legame-I€ ed alla formazione dei

prodotti.
4.3.3 Il modello utilizzato

L6i pot esi di meccani smo catalitico formulat
vagliata attraerso uno studio computazionale

Nel I 6 ef fstutlid si & fatto ridorso ad un modello di sito catalitico ricavato dalla
struttura cristallografica del complesso enzisodstrato dove, piu specificatamente,

| 6enzima =~ quello del | i evi£%delasubunitat/udst r at ¢
citocromo ossidasi (COX IV; PDB code: 1HRS).

Nella costruzione del modello si & tenuto conto delle indicazioni sperimentali ricavate dalla
determinazione della suddetta struttura e d:
interessato la MPP.

Il modello in questione (Fig. 12) & stato ottenuto prendendo in considerazione la sola
subunitdy in quanto & questa che contiene il sito di coordinazione dello icfier@antre la

subunitay non interagisce con la presequenza della COX IV.

Nello specifio, nel modello sono stati inclusi: due residui di istidina {FHise His74), uno

di glutammato (Glu150) ed una molecola di acqua in quanto ligandi dello iorfé, Zm

residuo di glutammato (Gld3) che agisce come base generale, un altro160) che foma

67



un ponte salino con il residuo di arginina del substrato ed un terzo glutath(@ite143)

interagente con Hig4. Completano iimodello la porzioned i

un

immediatamente sopra in sito catalitico ed interagente con il substrathéil substrato

stesso.
OH
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Schema 2: Ciclo catalitico proposto per la Mitochondrial Processing Peptidase

% Dati di letteratura indicano come il Glun o S3 SNDA (A

metallicoe di riflesso sulla catalisi [V.2
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I n particolare, i

r e ssondquelli dduealtreoriina(@Hr-108),tdit o

una tirosina(Tyr-102) e parte dunaalanina(Ala-101). L6 e s t r d@emminglé di TBw103 &

in forma ammidica, cosi da simulare il legame peptidico, menffgrid02 &€ modellata con

un residuo di10hl aninaneabddrAdmt € ar oot I

di azot o | e g atérrminale &lla dheld3 e ilecanbonio’ metilico rappsentante

i 1 car b o401 sondkstati mantéiliissi nelle loro posizioni di origine.

Il substrato, infine, & composto da un tetrapeptide formato dai residui-d5T rg-16, Thr

17 e Leul 8 , essendo il

| egame i nt ed7eels betl8.

L 6 e st r-tenmindle’ dekhbstrato & in forma amminica libera mentre quelzm@inale

b ¢

ti. z z

dal |

e in forma metdammidica Non sono state introdotte approssimazioni per quanto riguarda le

catene laterali del tetrapeptide.

Thr 103

Tyr 102

Ala 101

0 . Glu 150 N NH
g (). u
O7>o T\ wis7o
Glu 160/, 0. O H/N JH
T His 74
 Glu 143
Fig. 12: Modello del sito cataliticdR St f I att ® Ly NR&&2

RIf{fQFraiSNRad2 azy?

At

a dzo

idzSttA YIEydaSydzia of

ai
2

NI 2% Ay

OF G A

Tutti i residui di glutammateonsiderati nel modello, e cid&u-73, Glu143, Glu150, Glu

160, sono statisimulati con ioni acetatomentre la His’O e la His74 con molecole di

imidazolo. Il carbonio metilico degli ioni acetato e gli atomi di idrogeno degli imidairoli

posizione 41 e | | dsano stati Imantenutissi nelle loro posizioni cristiografiche.

In definitiva, il modello consta di 161 atomi per una carica totale pdrieauna molteplicita

pari ad 1.

R dzNJ

Un attento confronto tra il modello utilizzato per lo studio della MPP ed i modelli impiegati

nell o studi o del | 6 InDritevo calruns dififerenze klativanpente r e |

all 6organi zzazione

struttur al

e

del

S

to
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Nonostante la disposizione dei residui attorno allo ione metallicsirsile nei due enzimi,

nel caso della MPP si nota | dassenza del resid
che ne svolga le funzioni: stabilizzare la carica negativa chengraal carbonile in seguito

all 6attacco nucl edoossidd legatmaioeZfiat o dal |l o i one i

4.3.4 Irisultati dello studio sulla MPP

Léottimizzazi one -dstrato dallandAPeha peomessondi madan

rilievo alcunepeculiarita strutturali quali la breve distanza, circa A3ttercorrente tra lo

ione idrossido ed il protone estratto ad opera del glutammato, distanza che fa pensare piu ad

una molecola di acqua attivata che ad un vero e proprio ione idrossido, e la presenza di un

legame idrogeno lungo, poco piti di 2A0tral 6 at omo di ossigeno del car
idrogeno del legame ammidico formato dai residui di-L8e Cysl9 del substrato.

La descrizione dettagliata del meccanismo cataliticdfiglere relative allestruttue del

complesso enzimaubstrato e deiugcessivi punti stazionari nonché i parametri geometrici

piu significativi relativi ad essesaranno presentati in un articolo che attualmente € in
preparazione

Successivamente al complesso enzgubstrato si colloca il primo stato di transizione (TS1)

in cui lo ione idrossido conduce un attacco nucleofilo sul carbonile deltdTHel substrato

che risulta essee ora coordinato allo ione metallicoLo ione idrossido si allontana

sensibilmente dallo ione Zh(circa 0,9A) e dal Glu73 (di circa 0,2A). La distanza tra

| 6ossigeno del carbonil e figo al1®8Adsugggredoon a mmi di ¢ «

possibile effettostabilizzante del 6 i nci pi ent e <cari easvolgerdgart i va che
ruolo simile aquellodella Ty831re | | 61 DE

Da un punto diista energetio®® il TS1 si pone20,37 kcal/mol al di sopra del complesso
enzimasubstrato (Fig. 13)

I TS1 evolve, quindi, nel primo intermedio (INT1) strutturalmente simile ad esso ma piu

stabile per circa 4 kcal/mol.

All 61 NT1 fa seguito il s e ¢ o tedamea&dtogehoatra il i transi
Glu-73ed il gruppo OH legato al carbonile si allenta mentre se ne cominciano a formare altri

due nuovi, uno tra il gruppoOHdiGlu3 e | 6 at o mo paduscersezd unmtrad el gr up

% Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli singiint effettuati in solveng utilizzando il modello
/t/la O2y ¢In &adz aGNHziGdz2NB 2G0AYAT TGS Ay ¥ a&asS 3raazal
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gruppo OH I egato al car boni | e-73eQuéstx attutturao  d i
risulta essere circa 7.7 kcal/mol al di sopra del precedente INT1.

Nel |l 61 NT2 successi Vv aidrageno raSIZGIbA3 &dil substratoviehé | e g a
consolidataL6 o s si geno ,titavia,nona mh @emialge sce pi % con | &
del legane tra Ledl8 e Cys19 ma formaun nuovo legamaidrogeno con la catena laterale

di Thr-17. Energeticamente questa struttura risuitagtabile del precedente TS2 di circa

13,9 kcal/mol.

Il successivo step del meccanismo prevede uno shift protonicoda &lu al | 6 at omo di
del gruppo uscente per formare il corrispondente intermedio (INT3), passando attraverso un
terzo stato diransizione (TS3).

Ogni tentativo di determinare il TS3, tuttavia, non ha portato alla sua individuazione.

In particolare, operando una scansione sulla coordinata di reazione, mngaota distanza

di | egame tra | 6at omo ddi Glu-Wrsoégrevata una striittra t o mo
con un massimo di energia di apper@zakgal/mol rispetto il precedente INT2.

In aggiunta, il tentativo fatto utilizzando un livello di teoria piu basso (HF invece che DFT),

in modo da ricavare le costanti di forzal deto molecolare da utilizzare nella successiva
ottimizzazione DFT, ha consentito | 6individ
DFT.

E noto che il funzionale B3LYP, utilizzato nelle ottimizzazioni DFT, tende a sottostimare le
barriere energetiehrelative a trasferimenti protonici: questa osservazione, unita alla piccola
barriera energetica ricavata dalla scansione, pud spiegare il perclaé nusahcah
localizzazionadel TS3.

In ogni caso, nel pattern di reazione, in luogo della struttura del TS3 pienamente ottimizzata,

e stata inserita la struttucarrispondente al massimo energetico della scansione.

Riprendendo la descrizione del meccanismo catalitico, il$30 | v e 3rpi@ stdbife diN T
questo doltre 6.3 kcal/mal

Dal l 61 NT3 si arriva, i peptidiao e ormai idrgdizzaiod passando, do
attraverso il TS4 in cui il legame-B & quasi completamente rotto (2,83, mentre il

protone € ceduto dal grupgOH del carbonile al GHf3. In aggiunta, nel TS4, il leganse

idrogeno tra la catena laterale della-th7 e | 6 ossi geno del carboni
definitivamente nei prodotti.

Dal punto di vista energetico il TS4 risulta essere cx&kcd / mo | al di sopr a
mentre i prodotti sono piu stabili del TS4 di cir@&8kcal/mol.

In base ai risultati ottenuBi possono trarre le seguenti conclusioni: 1) la reazione risulta

essere esotermica per poco meno di 10 kcal/mol; 2) lo stadio Enrappresentato
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dal |l édattacco nblwlbreeandrgetloaella barnerahéd limiteed eil | 6 event o
cataliticg 3) il Glu-7 3, cos?3 come accade nel caso dell 61 C
promuovendo la formazione di uno ione idrossidquantomeno attivando la molecola di

H,0, sia da shuttle protonico favorendbd | | o nt deh grupmo ruscente; 4) ruolo

svolto nel |l-83l P essaad dvato rElla rIMPP dalla catena principale del

substrato o dalla catena laterale della-Thr si potrebbe speculare che la richiesta per un

amminoacido idrofilico in posizione ,® @b Pd e | substrato, ci o di s
amminoacidi in direzione @&rminale rispetto al sito di taglio, sia dettata dalla necessita di

stabilizzare la carica natjva al carbonile.

Nel caso della COX IV tali ammireidi sono, rispettivamentaisteina eserina: nelle

coordinate cristallografiche del complesso enzgubstrato, tuttaviala Cys19 risulta

scarsamente visibile, mentre i residd-25 non sono deterinati [71]].

Lo sviluppo di nuovi funzionali esplicitamente progettati per la determinazione delle barriere
energeticheuniti ai limiti riconosciuti & funzionale B3LYPper questoe per altri aspetti

come gi " esposto nel capitol o 2,perdostadiod dotteni
l ento del meccani smo dell a MPP uggéritohuovmi t e del |
calcoli con ilfunzionak MPWB1K.

Il pattern energetico cosi ottenuto eonitato in grafico (Fig. 13): tutti i punti stazionari ad

eccezione del TS4 e dei prodotti risultano sistematicamente stabilizzati di-Grkea®mol;

sol o il TS4 =~ stabilizzato di circa 4 kcal/ mo

ridotta dimeno di 1 kcal/mol.

Ad undattenta analisi S i pu, osservare una p
proposto per | 61 DE.
Successivamente alla formazione derbtdzibBient er medi

del Glu-73 per formare il secondo intaeedio (INT2) in cui si ha la formazione di un legame

aidrogeno tra | 6atomo di azoto d-&3edgunuppo usc
secondo | egame idrogeno tra il gruppo OH | egat
Glu-73, si situa un terzo iatmedio (INT3) incuiilGldr 3 ha trasferito | édat omi
S i ha quindi | 6aggiunta di un wul teriore inter

conduce ad esso (TS3).

Nel meccani smo i potizzato per | 6 UnDBtato ds uc ces s i \
transizione che conduceva ai prodotti ed in cu
era contemporanea alla rottura del legame ammidico e alla deprotonazione del gruppo OH

legato al carbonile.
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Eccettuato questo passaggio supplementaresto del meccanismo ipotizzato & simile a
quell o proposto per | 61 DE.

MPP Solvent phase (CPCM;U = 4

23,79 @ ¢= e B3LYP
23,00 r— o= mpwh95

18,00 1

13,00 1

8,00 1

3,00 1

Ein kcal/mol

-2,00 1

7,00 1

-9,
prod

-12,00 -
reaction coordinate

Fig. 13: Confronto & i pattern energetici relativi al meccanismo catalitico della MPP ottenuti con in funzionali
B3LYP e MPWBIK in solvente utilizzando il modello CPCM éfllufia2 N5 RA s I'n

4.4 Le Anidrasi Carboniche

L on@ride carbonica(C =~ una piccola molecola apolare
in piccole quantita, appena lo 0.9¢in volume. Eppure, questa piccola molecola riveste una
grande importanza e non solo per il sempre attuale problema del surriscaldamento globale.

La CGO, infatti, € una specie comune ai processi di fotosintesi e di respirazione, essendo un
reagente pet primo ed un prodotto per il secondo.

La sua disponibilita ed il suo traspartpertanto, risultao essere importanper tutti gli
organismi viventi

Comegas la CO, diffonde piuttosto lentamentenentre in soluziontgende asommare una
molecola di acqaiper produrre acido carbonichie, a seconda del pH, poédere uno o due

protoni per formare, rispettivamente, ioni bicarbonato e carborggor® restare in forma
neutra[8L. L6i dr atazione =~ una reazione didiequil

deprotonazioni cheono considerate istantane@][8
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Le condizioni di pH dei mari fanno si che quasi tutta la, @Sciolta in essi siargsente

come ione bicarbonato e come tale non pud attraversare la membrana cellulare a meno che

non siano presentied sistemi di scambio.

In aggiunta, anche nei cloroplasti le condizioni ambientali sono tali da favorire la formazione

dell o ione bicarbonat o, mentre | denzjiena f ot osi
richiesta pertantou na fir i ¢ o n viene Ecarbonatodn CAJ&3]. | o

Non sorprende, quindi, clpraticamente tutti glorganismiviventi, sin dai primord[84], per

poter effettuare il processo di fotosint¢®2] o il processo della respiraziofi@s] abbiano
dovutosviluppae un sistema pda conversiong, | tr asporto e, | 6accumul o ¢
L anidrasi carbonicéCA) (EC 4.2.1.1)sembra svolgere egregiamente questo compito. Esso

eun metalleenzimachec at al i zza | 6i dr at aimsolozoee. r ever si bil e

CO, + H,0 2 HCO3 + H*

lruolodel | 6ani dr asi carbonica negl:9 organi s mi Vi
trasporto della CQ ma coinvolge, tra le altre cose, anche funzioni di regolazione del pH, di

trasporto di ioni e di omeostasi della £®lei mammiferi, ad esempio, la C& canvolta in

numerosialtri processig u a | i Il a gl uc on e oligogenesidaicalcifitaZiome e agenesi
ed il riassorbimento osseda riproduzione, la visionela digestionee molti altri ancora
[83,8587.L6i nt eresse per | a CA, comunque, non ~ de
cosi tanti processi biologici ma anche peram@licata in molte malatti?imane incluse

alcune forme tumorali. Inoltre, la sua presenza in organismi quali furggtterila rendono

un possibile target nello sviluppo di farmaci contro le infezj8186].

La diffusione ubiquitariadella CAtra gli organismi viventi @l suodiffuso coinvolgimento

nei loro cicli biologici hano fatto si che questo enzima sia presente sotto molte iso®rme

con differenti strutture.

Dipendentementealla suastrutturae calla diversita dei geni che codificano peragda CA

puo essere ripartitlm almeno quattro differenti clasgienominate,ispettivamentey, r, 2 e
i [88.2
Gli enzimi dellaclassg OT 1 1 A E A£/£O @iorgdaismi Wénk, & co&iti€oord

le uniche CA finora caratterizzate nei mammiferi e come tali sono anche le piu stficigate
ad ora sono state identificatedici isoforme differenti, di cui tre prive di attivita catalitica,
ripartite tra forme citoplasmatiche, forme associate a membrane e forme s@geie.

isoforma presenta differenti cinetiche di reaze@ risposte agli inibitori [892].
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Gli enzimi appaenenti a questa classe sono presenti per lo piut 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 class¢ sono anche essi ampiamente espressi neiovganismi viventi,

anche se meno ampiamente degli enzimi di clasdai quali differiscono sia per il sito

attivo, il quale presenta due residui di cisteina ed uno di istidina come ligandi dello ione
metallicg sia petla tendenza a formare oligomerbase di dimeriGli enzimi appartenenti a
questa classe sono anche gli unici, fra tutte la CA, a mostrare una regolazione allosterica
[93,94].

La classe conta, in realta, un solo enzindenominato Cam presente come omotrimero

nel | 6ar c MehanbsartinaeherinafilaNonostante le differenze strutturali (contiene

ad esempio elichg sinistrorse), il sito catalitico richiama quello degli enzimi di clagse

delle tre istidine, pero, due provengono da un monomezote la terzaé fornitada un
monomero adiacentén aggiunta, lo ione metallico coordina due molecole di acqua e non
solo una come avviene invece per gli enzimi delle altri classi.

Anche la classdi si compone di un solo enzima, la TWCAL, isolato dalla diatomea
Thalassiosiraveissflogii Questo enzima presenta delle caratteristiche strutturali molto simili

a quelle degli enzimi di clasge con un sito catalitico contenente i tre residui istidifa&],

ma con una sequenza genica differente da tutte quelle riferibili aghiethella altre classi.
Tutte | e CA, a prescindere dallo | oro inc
richiedono come cofattore lo ioneZn Ldéenzi ma Cam, tuttavi a, p
idratazione pit elevate nel caso in cui lo ioné*Znsostituito dallo ione Fé o dallo ione

Co?* [89], mentr e dli énart tellavclassg| [ & © ] e dEBEWCAD[B6h zi ma

contenenti ionCo” risulta paragonabile a quella degli enzimi nativi

Léeffetto degli i oni deiZnineu lall 8 detlet@iA variddans i z
seconda del metallo considerato e del suo stato di ossida@iogenerale gli ioni bivalenti
di tali metal |l i t e n d o naataliical [89{97). iTabei inibizioné pud t € me n

derivare dalla competizione per il sito di coordinazione dello ione metallico o per

|l i nterazione con al tri siti di coordinazi ol
In alcuni casi, inoltre, la presenza di un particolare ione lhoetgoud anche promuovere

| 6espressione genica di enzi mi altrimenti
Thalassiosira weissflogiche per esposizione a ioni&dr omuove | 6espressi
nuova forma di CAla CDCAL [99].
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4.4.1 La CDCAL

Il Cadmio € un metallo pestnnoto per la sua tossicita%d.01].

La sua concentrazione nei mari, tuttavia, varia come quella di altri nutrienti ddgatia
concentrazionesulla superficie marina e rigenerazione sui fondali, comportamento questo

che pu, essere, in parte, spiegato con | éassun:
In particolare, larhalassiosira weissflogin condizioni di bassaoncentrazioneli CO, e di

carena di ioni Zrf*, pud sostenere la sua crescita esprimendo un enzima dotato di attivita di

anidrasi carbonica contenente ioni’Cdnziché ioni Zf", la CDCAL, riflettendo la capacita

unica degli organi s mi marini9gal |l 6adattamento d
Cio sorprende ancora di piu se si pensa come larCésperimenti in vitroabbiano mostrato

attivita significativamente ridotte in presenza di ioni?Cid02)].

Un 6 a ngereticapit atteng, tuttavi a, ha rivelato Tcome | 6ad
weissflogiinon costituisca un fenomeno isolato, ma bemsi ampiamente diffuso tra le

diatomeeda i ndurre ad inserire quesfld3d.enzimi in un;:
Léunico enzima dell a c | @maseguttavia,laiCh&L[184 oggi car
La CDCA1ha una massa molare di poco meno di 68 kIBacempone di tre unita, aventi
sequenze primarie identiche all 685 %. Ogni sub
presenta un sito catalitico contenente uno ion& Eabrdinatoa due residui di cisteina e ad

uno di istidinalLa coordinazione dello ione metallico € completata da due molecole di,acqua

delle quali una e presumibilmente uno ione idrossido. Il sito catalitico € posizionato in fondo

ad una fenditura a forma diimbutoh e attraversa | 6enzi ma.
La fenditura divide | 6enzima in due | obi, uno
metallico e | d6altro recante il presunto sito d

strutturalmente sovrapponibili alizCA del Pisum sativunche &, perd, un omodimero e
contiene ioni ZA" 1 n  pi ¥, confrontando |l e strutfhure prin
sono state evidenziatdteriori similitudini [103].

Le somiglianze strutturali con [eCA sono ancora piu rifrzate dal fatto che la CDCAL e

in grado di funzionaraltrettanto benetilizzando ioni ZA* anziché C&'": esso &, dunque, un

enzimail cambidor e 0 ].[ 1 0 4

Questo compot ament o = reso possibile dalla flessibi
tra il residuo di istidina ed uno dei residui di cisteina coordinanti lo ione metaltictal

modo, infatti,] a ¢ onf or ma-enzimanella guaeli ligandiplello ione risultano

di sl ocati dall a posi zi one legato @llmaohemetalitaee occupat «
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stabilizzata una qual si asi mutazione che comporti

peptide ha come conseguenza | dédabolizione di

4.4.2 1l meccanismo catalitico delle CA

Il confronto tra le strutturelei siti attivi delle CA appartenenti alle varie classi fino ad oggi
riconosciute ha messo in luce come i % tutt
presenti uno ione metallico coordinato ad uno ione idrossido, portando ad ipotizzare un
meccanimo d 0 &imile pentetti gli enzimi 82,85,86,889,94,104,105].

Questa ipotesi & supportata dai dati ricavati dalla midelia cinetichedi reazione, le quali

hanno evidenziatper tutti gli enzimi caratterizzatih meccani s mo -goegh t i po
cosi detto in quanto la catalisi avviene in due stadi

Nel primo stadio lo ione idrossiftlegato al centro metallico reagisce con la,@®mando

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
metalico cede uno ione Hn modo da riformare la specie enzimatica attiva.

In questo caso, il valore di. riflette maggiormente la velocita di trasferimento di, H
mentreil valore dik.s/Ky~ un i ndice dell 6efficiennow cat al
tra CQ e ione bicarbonato.

Molta attenzione & stata spesa nella determinazione del meccanismo e dei residui coinvolti

nel secondo stadio del ciclo catalitico [8994,107,108]senza, peraltro, giungere a delle
conclusioni definitive.

Ancheperquanto i guar da | 6i nt gerionehbicarmnat isanostati dffettaati C O
numerosi studi che hanno portato alla formulazione di due ipotesi (Schema 3).

Entrambe prevedono un iniziale attacco nucleofilo sullg @®parte dello ione idrossido

legato do ione metallico con fanazione di un primo intermedio, denominattermedio di

Lindskog [1®,che evol ve poi in un intermedio pi%¥

0 attraverso una rotazione interna (meccanismo di Lindskmnnel A, Scbma 3 o

* Alcuni enzimi della classe, quelli che mostrano regolazione allosterica, possono assumere anche una
conformazione inattiva in cui il quarto ligando dello ione metallicostituito dalla catena laterale di un residuo di

acido aspartico [93,94].

“° Lo ione metallico agisce come acido di Lewis abbassandg® K¢ f QF Olj dz2t RIF OANDF wmn F O
caso di Zfi. Cid & in parte dovuto anche alle interazioni tra laleola 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 stegs@ccanismo di Lipscomb; Channel B, SchemfL3}].
| tentativi fatti per determinare quale delle due ipotesi di meccanismo sia h@ me

dispendiosa dal punto di vista energetico sono stati, finora, infruttuosi.

.0
_C
(e} :
OH
M2
7\
L= L
i
Channel A S~ _H Channel B:
rotation .0 proton shift
i
7z N
Lo
meccanismo Lindskog meccanismo
di Lindskog intermediate di Lipscomb
H o
o” P
(‘: ~C /H
o - =
o7 o o \,0
M2 M2
.
L7t L
H
7
?
C
PN
O‘ \:O
\‘MIV;Z
7 \"L
L
Lipscomb

intermediate
Schema 3: I meccanismo di interconversione dellgilCone bicarbonato ipotizzato per le CA
4.4.3 1l modello utilizzato per la CDCA1
La recentecaratterizzazione della CDCAL ha evidenziato la capacita di questo enzima di

utilizzare per la catalisi sia ioni Zhche ioni Cd*, a differenza di altre forme di CA che

sono fortemente inibite da questodéultimo [112].
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Questa scoperta ha costituito la spinta per intraprendere uno studio computazionale (vedi
articolol)con | 6i nt e n tachiadré le ltas ditquestdocomporamento. Inoltre,
sono state vagliate entrambe le ipotesi del meccanismo di intercomestsa CQ@e ione
bicarbonato.

A tal fine, utilizzando come punto di partenza le strutture cristallografiche della CDCA1
recentemente ottenuta (PDB code: 3BOB, 3BOC), e stato costruito un modello del sito

catalitico dell denzima (Fig. 14).

Arg-267
H\o\ (+) ,H ’*

,Z) H H \V/N\H\

Ho 0
O

H<

o)
4 OH
C .
4 s/
0 L Cys-325
/ N7"NH
S =

Cys-263 *
His-315

Asp-265

2+

Fig. 14: Modello del sito catalitico della CDCAL. Il simbdfd & utilizzato per indicare genericamente gli ionf'Cd

ez Glit G2YA O2y (N} aasSaytriaar RIFEffQFAGSNRaO2 az2yz2 |jdsSt .
I modello, costruito sulle basi delle indicazioni sperimentali disponibili [104], si compone di
54 atomj ha una carica elettrica totale parilaed una moéplicita di 1.
In particolare, oltre lo ione metallico, fanno parte del modellgandi proteici dello ione
stesso, costituiti da unanolecoh di 4-metilimidazolo e da duedi metantiossidoe
rappresentanti, rispettivamente, le catene laterali dei residui é313i®e delle Cy263 e
Cys325; uno ione acetato ed uno ioneniétilguanidinio, rappresentanti la diadep-265 e
Arg-267; lo ione idrossido legato al centro metallico; il substratg; @@ molecole di acqua
presentinelle immediate vicinanze del sito catalitico.
Inoltre, di atomi di C dei gruppi metilici delle molecole e degli ioni considerati nel modello
e contrassegnat. con | 6asteri scolormpedizom Fi g.
cristallografiche

4.4.4 | risultati ottenuti per la CDCA1
| risultati ottenuti nel modello contenente lo ione?Cthostrano lo stesso andamento di

quelli ottenuti nel modello con lo ione Znsia 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 presentat.i nel | éar
In entrambi i casi, la prima cosa cheesvi denzia =~ | dassenza di un ¢
Waals: la formazione dello ione bicarbonato & praticamente un processo che non richiede

alcuna attivazioneDa complesso enzimaubstrato(ES), in cui lo ione bicarbonato risulta

coordinato allo ione metéto attraverso il gruppo OHattraverso una rotazione (TS$)

arriva alléintermedio di Lindskog (I NT1), i n
uno degli atomi di ossigeno della €QNel caso dél 6 e n zontenante lo ione CGtla

struttura delTS1 presenta una pentacoordinazione per lo ione metallico con lo ione
bicarbonato che funge da ligando bidentato. Al contragita forma enzimatica contenente

lo ione Zrf* & presentena tetracoordinazione peitti gli intermedi dépathway di reazioe.

Questa diversita di comportamento puo essere ascritta alle differenti dimensioni dei due ioni
metallici. Dal punto di vista energetico, tutt
favorito nel caso dello ione Zh(Fig. 15b) rispetto quello deCd®* (fig. 15a) essendo le

barriere energetiche in fase proteica 2.6 kcal/mol e 3.4 kcal/mol, rispettivamente.

Anche 161 NT1 risulta esser e?thepgeyoasonicdd(t e pi % st

5.1 kcal/mol vs4.1 kcal/mol).

Dall 61 NT1 = possibile arri wnaloSchemad3) d&traverdo (i nt er n
uno stato di transizione (B¥yche consisten unasemplice rotazionaterna(meccanismo di

Lindskog).

Nel caso del Cd il TS3 si collocal.8 kcal/mol al di sopraedl | 6 ES, me reior e nel C

Zn””* = 2.0 kcal/ mol -carispordiénte.Daltpantm didvistd stratiErale le
geometrie sono simili in entramble forme enzimatiche considerage richiamano la
geometria del precedente INT1

Nel caso dello ione Gd la reazione risulta leggermente esotermica, essendo il Prod pitl
stabile di 2.8 kcal/mol rispetto il corrispondente ES, mentre nel caso délldaZreazione
risulta pit esotermia essendo questa volta il Prod statatito di 6.6 kcal/mol rispetta a
relativo ES. Ancora una volta, dal punto di vista strutturale ieh@mirisultano simili, con

lo ione bicarbonato coordinato in maniera monodentata e leggermente piu distante dal centro
metal lico ri s plpetCd vad.08MoperNZi?, cog Quedlabehe dovrebbe
favorire la sua sostituzione con una molecola di acqua

Nel meccanismo di Lindskog lo shift protonico appare mediato dalla diadé&yse da una
delle molecole di acqua presenti. In particolare, passando per uno stato di trar{3i3@ne

il residuo di Asp265 accetta uno ione*Hlallo ione bicarbonato, mentre, nello stesso tempo,

il residuo di Arg267 cede uno ione ‘Halla molecola di acqua con cui interagisce. Questa, a
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sua volta, cede uno dei suoi'ld | | 6 at omo di ne bicibanam situato | | o
posizione distale rispetto al centro metallico. Si ottiene cosi un intermedio (INT2) in cui

| 6 A26p5 =~ prot-d2datdepr dtOAm @t a: |l a cessione de
Arg (TS3) conduce al Prod, ripristinando ilostatalitico.

a) —m— Channel A b) —e— Channel A
—oO— Channel B —O— Channel B

e=4
188 175 177 . 12.2 133
O—0O—0—I &= ° —0,
TSZ \\T2 Ts3 £ Ts2 \ 7.9 /T53
0—0

E 26 INT2
s < R
£ g 1 2% Ts1 20
© 3.4 i) ES —
£ _u 1.8 5 5.1
= 0.0 /;51 - 2 — T4 66
0 — Tsa : INT1 .
3 ES 4.1 28 2 PROD
S o 2
2 -— z
5 INTL PROD e
=
£
[7)
['4

Reaction coordinate Coordinate reaction

Fi

g. 15: Patways energeticin solvente (CPCM=4)della CDCAIelativi al meccanismo di Lindskog (Channel A) e
al meccanismali Lipscomb (Channel:Bj)il modello contenente Cde b) per il modello contenente Zn

Anche per quanto concerne questa seconda ipotesi, le strutture ottimizzate dei punti
stazionari presentano geometrie sirpdiri due ioni metallici considerati, diversamente da
guanto accade invece dal punto di vista energetico. Nel caso del modelloectat® ione

Cd?, infatti, il TS2 si colloca oltre le 18 kcal/mol rispetith 6 ,FEE@h una barriera energetica

rispetto al precedente INTalta circa23 kcal/mol; INT2 e TSS3, nvece, sono quasi
isoenergeticcon il TS2.

Nel caso della ZCDCAL, il TS2 sicolloca a poco piu di 12 kcatblr i spett o al | &E
una barriera energetica riferighprecedente INT1 di poco piu di 17 kcal/mb\T2, invece,

€ piu stabile del precedente TS2 di poco piu di 4 kcal/mol mentre TS3 & 5.5 kcal/mol al di
sopra dell 61 NT2

In conclusione, per quanto riguarda sia la@aACA1 che la ZRCDCAL il meccanismo di
Lipscomb (shift protonico) risulta sfavorito rispetto quello di Lindskog (rotazione interna).

Nel caso della G&CDCA1 lo stadio lentcsi verifica in corrispondenza d&lS4 con una

barriera di circa 6 kcal/mol, mentre nel caso dellaCICA1 lo stadio cineticamente lento é
rappresentatdal TS1 che presenta una barriera di appena 2.6 kcalilmealore assoluto,

per la ZRCDCAL la barriera energetica pit grande sarebledlaehe conduce al TS4, ma
poichéin questocasb ut t i i punti stazionari 6aspat bitioe

reagentijl TS4 costituisce in realta un ostacolo fittizio.
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Dal canfronto dei pathways energetigp o s si bi | e n ot siarabbastanzenattivd 6 e nz i ma
con entrambi gli ioni metallici, anche se risulta essere leggermente piu performante nel caso

in cui conterya lo ionezn?*, riproducendo cosi anche questo dato sperimentale [104].

Nel tentativodicompmed er e s e | 06 au me rROD@AL aispedtd altre foime di del | a ¢
CA contenenti Ctf fosse dovuta ad una aumentata nucleofilicita dello ione idrossido dovuta

ai ligandi cisten i c i dell o ione metal]in tewnini di carisat at o v al
atomicg della progressiva sostituzione dei ligandi istidinici con ligandi cisteinici su un

modello rappresentato dal solo ione metallico e dai suoi ligandi (Fig. 16).

Loeffetto del | a sostituzione risulta essere

| @raentata reattivita dello ione €chon pud essere ascritta né alla differente polarizzabilita

del centro metallico, né ad una maggiore nucledfilicita dello ione idrossido.

Un spiegazione, tuttavia, pud essere fornita in termini di teoria-Bard t : | 6at omo di é
nelle istidine =~ classificabile come base inte

una base soft, risultando quindi capacédinare legami covalengiiti forti con lo ione CH,

che ~ anchoéesso una specie soft. “ledoim®nseguenz
idrossido, una base har d, labileepemtdallanmregzones endend o
1.299 —®—Zn
1,30 —e—Cd
OH(Zn)
1204 1.253 —&— OH(Cd)
» 1.087
£ 1,10
=]
© 1.087
B 100 0.983
& L
a T 0.965
51184 -1.187
-1,19 -1.196
1204 -1.190
-1.214
1214 -1.207
-1,22 4 -1.217

- -

0
Charge of the system

M*™=zi* cd”

21%9)
2395
2.582 3

Fig. 16: Effetto dellaprogressivasostituzioneRSA f A3+ yYRA AAGARAYAOA O2y fA3FyRA OAa
ossigeno del gruppo OH e dello ione metalliboparentesi lalistante di legame dei ligandi con lo ione
cd”
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Abstract: The possible mechanism by which the insulin-degrading enzyme (IDE) zinc-binding protease
carmies out its catalytic function toward two peptides of differant length, simulating a portion of B chain of
insulin, was investigated on an enzymatic model consisting of 130 /159 atoms, using the density functional
theory method and the hybrid exchange—cormelation functional B3LYP in gas phase and in the protein
environmeant. Based on the geomatry and relative stabilities of minima and transition states on the potential
anergy profiles, we determined that proteolysis reaction is exothermic and proceeds quickly as the barner
in the rate-limiting step falls widely within the range of values expected for an enzymatic catalysis, both in

vacuum and in protein medium.

Introduction

Insulin-degrading enzyme (IDE), also known as insulysin, is
a highly conserved MI16A Zn“-rltmlk)ptm:ase found in
bacteria, fungi, plants, and animals." IDE is unusual in its high
affinity for substrates that can h: Iughly diverse i m s:qucncc
and It also c ins an i d zinc
core motif (HXXEH) located within 200 residues of the
N-terminal. This is the reason IDE can be numbered among
the “inverzincins™ family.

IDE was first identified by its ability to degrade the A and B
chains of the hormone insulin, mainly at the sites Leul3-Tyrl4
and Tyrl4-Ginl5 (A chain) and Ser9-Hisl0, HislO-Leull,
Glul3-Alal4, Tyr15-Leul6, and Phe25-Tyr26 (B chain).” This
discovery suggested IDE shares a high degree of homology to
pitrilysin, a bacterial protease, and a probable similar proteolytic

Some rescarchers studied mice that were missing insulysin
gene activity.'"! They found that the insulysin enzyme degrades
not only insulin but also amyloid # peptides. In addition, cven
a partial decrease in insulysin activity was found to increase
amyloid 8 peptide levels in the brain.'”

By examining individuals affected by inherited forms of
Alzheimer’s, a reduction in both IDE expression and catalytic
activity was discovered.'*"® Today the role of IDE in this
discase is quite clear; however, the biological functions of IDE
as well as many M16A enzymes remain largely uncharacterized.
Thc fact that IDE is localized in the cy(oaol peroxisomes,

! and in the surface of
ccncbmuscular endothelial cclls suggests these functions may
be varied 41

mechanism.? In fact, the enzymes of the M16A subfamily are
highly related in primary sequence. Human IDE and pitrilysin
have, for example, about 30% identity.” This similarity gencrally
extends throughout the entire length of these proteins but is often
higher in the N-terminal half.

Interest in IDE was stimulated by the discovery that it can
degrade amyloid # (Af), a peptide involved in the pathogenesis
of Alzheimer's discase, which is the Icadmg cause ofdemcnun
nﬁ'ecungalxgcr portion of theclderly p worldwide *~
In fact, a hypoth d hanism of lhls
prominent role as causative agent to the hydmphoblc pepodc
Af, which forms quaternary structures that in turn, by an

unknown h cause | death. N in vitro
and in vivo studies showed correlati b IDE, A8
degradation, and Alzhcimer's di 9
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From studies add d to the deter of IDE crystal
structure,'® it was ascertained that the zinc-binding active site
stays within a proteolytic cavity formed by defined N- and
C-terminal units joined by a loop involving 28 amino acid
residues.

The catalytic chamber is large enough to selectively bind and
degrade substrates such as insulin and amyloid 8 (AgB),
composed of 51 and 39—43 amino acid residues, respectively.
In these cases the enzyme uses an exosite that lies about 30 A
away from the catalytic center to anchor the N—lemunus of
peptides. This serves to locate sulubly the sub facili

intermediates, transition states, and products were fully optimized
via diverse treatment for atoms bdongmg to the first and second
coordination shells of catalytic zinc ion. The BJLYPI6»3I+G(d.p)
and B3LYP/6-31G(d.p) levels were used, n:specuvcly " The
S(mgm/l'msdm (SDD) ptmdopo(cnna.l was npphcd to d:scnbc
the metal center. ™ Dunng g some d
of freedom of the molecular system wcn: constrained to maintain
a reasonable approximation to the active-site crystal geometry. This
is realized by fixing the atoms to their crystallographic positions
where truncation is done. With this procedure the risk exists that
the model can become too rigid with significant effects on the
ics. However, it was that these effects usually

the cleavage at the catalytic site. However, for substrates less
than 12 amino acids long, the anchoring and degrading
mechanism is not known since it is impossible for shorter
peptides to bind the exosite and the catalytic center at the same
time. In any case, recent studies,'™* showed that the rate of
catalysis of IDE is higher toward short substrates (>2000 s™')
than toward long substrates such as insulin (about 0.56 min~").

IDE can exist in two conformations. The first one is an open
conformation that allows entry of substrates and exit of products.
The other one is a closed conformation, in which the active
site, contained within the chamber formed by the two concave
domains, is harder to access. The switch from the closed to
the open conformation favors the entry of the sub into

do not alter any conclusion concerning the working mechanism of
the enzyme.

For cach species, vibration analyses were performed to obtain
the zero-point encrgies (ZPE) and verify whether each is a minimum
or a transition state on the potential energy surfaces (PES) Intrinsic
reaction coordi (IRC) C were d to confirm
that a given transi state a couple of
consecutive minima. ¥

To coasider solvent effects, the single-point energies of all
structures were calculated with the self-consistent reaction ficld
(SCRF) conductorlike polarizable continuum model (CPCM)
method*** using a dielectric constant value £ = 4 that takes into
nocomlulccapled cffect of the protein itself and the water medium

P

the wllyuc c-vny ln fact, if mutations prevent the closed
c a i (about 40-fold) in catalytic
efficiency of the enzyme is revealed.'® This observmon sug-
gested a possible therapy for Alzheimer's
the conformational pn:fcrencc of IDE to d':c open state. This
should increase Af d d. pre g aggreg and
neuronal death.

However, this problem should be addressed carefully since
mutation of the active-site residues of IDE can not only reduce
catalytic activity but also cause local conformation ch

sur g the protein, according to our previous experience and
literature suggestions.” %" United atom topological model (UAO)
mphedonlonncmdnofu:cUFF{mﬁddwaswdtohmld
the cavity, in the gas-phase equilibrium

rmnnunl cutting of the crystal structure [PDB:od:"GS-‘]of

DE'® in complex with a portion of insulin B chain, two models
for the active site were built up, which consist of 130 and 159
atoms; both models have a total charge equal to zero.

A quite complete identification of zinc ion ligands was done by

alter the allosteric properties of the enzyme.'”

Studies present in literature explored many aspects concerning
IDE,' > but nonc of them deals with the mechanistic details
of the proteolysis performed by this enzyme.

In this work, we used density functional theory to explore
the catalytic mechanism of IDE in the breaking of two peptides
of different lengths, representing a portion of the B chain of
insulin hormone. Wc hoped our work would provide some

luable fund; insights into the beh of this enzyme.
Computational Details

Density fmcuonu.l theory (DFI’) calcullnom were camried out
with the G ies of reactants,
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Scheme 1. Active-Site Model of IDE
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mutagenesis of some p | zinc-bindi idu it was

established that metal center in human IDE is chelated by His108,
His112, and Glul89. The more external residues Tyr831, Glul 11,
Thr220, Gly221, Glul82, and Arg824 were also determined. Among
these last residues, mainly Glul82, although not directly involved
lsmﬂalllgmd.physl d | role in infl ing metal
recogn and binding by zinc p *7 Glul11 was recognized
nmemadlxmudcptmmmmlh:wambculcmn I

by the hydroxide linked to the zinc ion. This orientation is
allowed by the hydrogen bonds that ArgB24. Tyr831, and
Glu189 residues establish with two carbonyl oxygens and one
amide hydrogen of substrate. This agrees with the role assigned
to these amino acids in previous experimental works. 6%
The other two hydrogen bonds, formed by Glul82 with
His112 and by the pair Thr220-Gly221 with Hisl18, have a
stabilizing effect on the whole structure of enzyme—substrate
plex. The di b the nucleophilke and the carbony!
attack site, in ES, is still quite long (C—0; = 2.894 A) but in
any case of the same order of those computed for other
enzymes™*'*! in which the nuclephilic attack is performed by
a zinc-bound hydroxide. In fact, zinc(Il) is an intermediate acid
in Pearson’s hard and soft acid and bases (HSAB), which usually
imparts to the hydroxyl oxygen a moderate nucleophilicity that
prevents the immediate activation of the substrate.
The first step of the hanism that we prop ists of
the mentioned nuclephilic attack that mn:mhms in the

the coordination sphere of zinc. In fact. in active sites of enzymes.
zin is typically bound to a water molecule involved in nucleophilic
attack on the peptide carbonyl. Zinc ion seems to play a double
role. It is not only the catalytic center but also contributes to the
stabilization of tertiary structure of the proteins by bridging groups
into a correct reciprocal on on. This is firmed by the fact
that its removal, p d by chelation or is, entails
conformational changes and catalytic activity loss.

In the active-site model we used, illustrated in Scheme 1,
imidazole ring. acctate gmup guamdmlum moxcly and p—mcth
ylph:nol i for and ty
amino acid residucs, respectively. A CH,CONHCH, pcpu& bond
was used to simulate the linking between threonine and glycine.
Substrate CH;NH-Leu-Tyr-Leu-CONHCH; present in the PDB was
modeled by a CH;NH-Ala-Ala-Ala-CONHCH; peptide in the first
model (130 atoms), while it was considered as such in the second
one (159 atoms).

Results and Discussion

As mentioned before, in spite of the enormous attention that
has been dedicated to the study of IDE over the past decade,
several crucial aspects in the catalytic mechanism of this enzyme
remain unexplained. IDE cleaves insulin B chain as well as
amyloid 8 at several sites;'® however, our study secks to
determine not the particular cleavage site but rather how this
cleavage occurs. The steps involved in the whole process and
determined through our calculations are collected in Scheme 2.
Structural details of cach intermediate and transition state along
the reaction path in the presence of CH;NH-Ala-Ala-Ala-
CONHCH: peptide substrate are given in Figures 1—3. Energetic
profiles in gas phase and in protein environment can be found
in Figure 4a.

The optimized structure of enzyme—substrate complex (B)

intermediate INT1 through the state TSI, whose
optimized u, mFlguleZTSluchmx:mmd
byar dinated zinc ion b of the incips
ofabondmlhth:mmurbonyloxyg:noflhcmbstrm
(Zn**—0, = 2225 A). Simul ly, the pi
Zn**—OyH bond lengthens by 0.237 A with respccl to its value
in ES complex. A lengthening by about 0.08 and 0.07 A can
be observed also for Ci— Oz carbonyl and the C,—N,; dutanoe
in the sub pectively. TS1 ition state was confi
to be a first-order saddle pomt with an imaginary frequency of
107i cm " that is iated with the hing vibrational mode
of the incoming Zn**-0, bond Hydrogcn-bond interactions
in the enzyme are all ined
nhhough with values different fmm those obtained in the
previous step (see Figures | and 2). TSI lies at 17.2 keal/mol
above ES, as can be observed from Figure 4a. The barrier for
nucleophilic attack in the gas phase is thus quite in line with
those encountered in enzymatic catalysis. Upon addition of
protein environment effects, the barrier becomes slightly lower
(15.9 kcal/mol), suggesting a slight stabilization due to the low
polarity of solvent.
lnth:ncxlsl:pth: ----- diate INTI is f d (see Figure
2). In this species, we can note that the zinc-bound hydroxide
is completely transferred on the carbonyl carbon of substrate
(Cr—OH = 1540 A) as a consequence of the Zn*—O,H (2.405
A) bond breaking. From the energetic point of view, INT1 is
found at about 0.1 and 0.2 kcal/mol below TSI in gas phase
and in solvent, respectively. This light difference in the cnergy
values can be due to the great bl of two stationary
points. In fact, the change of geometrical parameters in going
from TSI to INTI is on the whole very small.
Moving along the gas-phase potential energy profile, a new
ition state TS2 is enc d that lies at 4.2 kcal/mol above

|smpomdegum l Comparison of some B3LYP i
with | values (given in parentheses in

Figure l)cmﬁtmsdmt}:conwmamalappmd\medlsqunc
reliable. We can note, for example, the similanty between
theoretical and expenimental values of the coordination distances
of His108 (2.060 vs 2.003 A), Hisl12 (1.974 vs 1.998 A),
Glul89 (2,033 vs 2.047 A), and deprotonated water (1.963 vs
2.090 A) to zinc ion.'®*? Furthermore, as expected. the role of
Glul 11 as g | base is highlighted by the p of its
hydroxyl hydrogm atom placed almost hnlfwny between this
residue and the zinc-bound hydroxide (OsH—0,H = 1 483 A).
Substrate, in ES, is kept in an orientation suitable so that a
carbonyl group of the peptide can undergo nucleophilic attack

14806 J. AM. CHEM. SOC. = VOL 131, NO. 41, 2008

INTI1 (see Figure 4a). In TS2, the imaginary frequency of 181.i
cm " describes the rotation of Glul 11 residue that assumes the
right disposition to form two hydrogen bonds with the amide
nitogen (HN,—HO; = 2238 A) and the —OH group
(C,0,—HO, = 2.120 A) linked to the carbon atom of substrate,
thus behaving as hydrogen donor and acceptor, simultancously.
The formation of the second cited bond favors the re-establish-

m)mnhmq iny, Messerschmidt. A., Dode,
W_, Cygler. M., Eds.; Joha Wiley & Sons: New York, 2004: pp 190

198.
(51) Bottoni. A; Lanza, C. Z.; Miscione, G. P.; Spinelli, D. J. Am. Chem.
Soc. 2004, 120, 1542
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Scheme 2, Chemical Steps in the Pr
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ment of the Zn**—OH bond (2.285 A) broken previously at
the INTI level. The peptide N,—C, bond of the substrate
continues gradually | ing in all the stationary points along
the reaction puth The hydmgm bonds between the Argsz-l
residue and the terminal CO group of the substrate assume in
TS2 values quite different from those observed in the other
structures. The same occurs for the hydrogen bond between the
hydrogen of Hisl08 and the carbonyl oxygen of the simple
moiety used to simulate Thr220 and Gly221 amino acids (see
Fgure 2).

Solvation effects do not significantly change the energetics
of the step that leads from INTI to TS2. The barrier of 4.2
kcal/mol calculated in gas phase is only 0.7 kcal/mol lower in
a protein environment.

The intermediate INT2 (see Figure 3) that originates from
TS2 shows the strengthening of the hydrogen bonds between
Glul11 and the substrate. HNy—HO; and C,0—HO, distances
are now 1.756 and 1.722 A loag. respectively. The peptide
N,—C, bond that must be broken in the substrate further
lengthens by 0.05 A. All other hydrogen bonds are retained with
values that in some casc are slightly different from those present
in TS2 because of the reorganization of amino acid residues.

In gas phase, INT2 is found to be more stable than TS2 by
about 2.0 kcal/mol. On the contrary, in a protein medium, it
becomes 4.4 kcal/fmol more stable than TS2. A look at the
pm.mus part of the path, in which the relnnve differences in
energy b the various minima and transi states appear
to be quite small, indicates now a moderately larger solvent

J. AM. CHEM. SOC. = VOL. 131, NO. 41, 2000 14807
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Figure 1. Optimized structare of the enzyme ammmmmmmm kaanmnmSm

ndicate the atoms kept fixed to their crystallographic positions during

d in the

Atoms derectly & reaction are namberad in orange (in

the other figures this numeration is not reportad but it the same). Distances are in angstroms. Values in parentheses come from refs 16 and 48,

effect. Large solvent effects usually occur when charges are
created or quenched in the proximity of the edge of the quantum
active-sitc model. So, in the preseat case, we could attribute
them to the major negative charge distributed on the Glul 1]
residuc oxygens in INT2 rather than in INT1 and duc to the
incipient hydroxyl proton transfer on N, atom of substrate.
The following point on the reaction path is the transition state
TS3 (see Figure 3). The most significant peculiarities in this
species are the definitive shift of the proton from Glul | I to lhc
amide nitrogen of the sub and the consi

present in the protein environment should snatch the proton of
Glul 11 before the entry of a new water molecule in order to allow
this amino acid to carry out its base function. However, this aspect
is not thus important in our investigation, since our aim was to
describe in detail the peptide hydrolysis phase.

PROD lies 7.0 kcal/mol below the enzyme—substrate com-
plex so that the reaction is exothermic. The exothermicity
increases in solvent by 5.8 kecal/mol (see Figure 4a).

A look at the whoke reaction path indicates that the rate-

(about 0.2 A) of peptide Ny—C; bond. Besides, both |hmc
arc acc ied by the breaking of the Zn?*-0,C,

the tetrahedral envi around the

bond that
caulytic ion.

y v program shows that tl::
three chcmlcal events mentioned above occur |

3 ining step in this process is the nuckophilic addition and
that after this point the catalytic event should proceed without
particular obstacles. Considering the particular location of TS3,
that is, the moment in which the protonation of amide nitrogen of
pepndcmbsum:occum.mdd’:m\n!laﬂmccxpanclocm
TS2, we could hypoth after TSI a d d

at 158i cm™'. All other stabilizing interactions are always ptmcnl
and the values orf distances can be found in Figure 3.

As in other catalytic cycles**** described by flat energetic
profiles involving species of comparable energy, we have found
that TS3 lies 1.4 kcal/mol below INT2, in gas phase. When the
solvent effect is added, the difference in energy becomes 2.2
kcal/mol, with TS3 again more stable than INT2. Usually, on
the basis of similar results, conclusions were drawn that
hypothesize that nucleophilic addition and the p ion of
peptide amide nitrogen may occur as a single step in the catalytic
process. In other words, we could say that the protonation of
amide nitrogen is a very fast process.

The final species on the path is the product PROD (see Figure
3). As a consequence of transfer of the proton of Glul 11 onto
the amide nitrogen of substrate that occurred in TS3, the peptide
N;—C, bond is broken, as is evident from the distance value of
4200 A

One of the peptide frag (C inus) neutral and
anchored to the Arg824 residue, while the other one (N inus)

Results just described concern our first rnod:l in wl'uch the
CH:NH-Leu-Tyr-Leu-CONHCH; substrate present in the PDB
was simulated by a CH;NH-Ala-Ala-Ala-CONHCH; peptide,
having replaced all side chains by methyl groups. In order to
verify that such a simplification does not affect the specificity
of the substrate recognized by the enzyme, all calculations were
redone removing this simplification and rei jucing all the
side chains of substrate amino acids residues.

Results indicate that reaction occurs following the same steps
and the same mechanism as in the previous case. All stationary
points of the new energetic path (reported in Figure 4b) show
gcomcmcal parameters that, ahhough similar to those of the
b d in the case of the smaller
pcpudc substra.!: present some slight differences due essentially
to the higher steric hindrance. The optimized structure of the
enzyrnc—CH;NH Leu-Tyr-Leu-CONHCH; substrate complex
and g fe of its stationary points can be found
in Fgures Si- 53 in Supporting Information.

As can bc noted, the energetic paths of Figure 4a,b for the
two exami ptides substrates are evidently comparable. TSl

o str

is still linked to the zinc ion. In PROD, Glul 11 is in the protonated
state. To restore the active form of the enzyme, some residue

14808 J. AM. CHEM. SOC. = VOL. 131, NO. 41, 2008

which also in .dus second case rep the rate-d
step of the reaction, is lower by only 1.5 kcal/mol (in gas phusc)
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Figure 2 Stationary points (TS1. INT1. and TS2) on the IDE energetic profile for CH;NH-Ala-Ala-Ala-CONHCH, substrate.

and 0.3 kcal/mol (in proteinlike medium) with respect to the
corresponding TS| obtained with the substrate model. The
vibrational frequency of 120i cm™! appears to be associated to
the stretching mode of the Zn**—0, bond as before.

The similarity between the relative energy values of TS| and
the following INTI found in the path of Figure 4a is proposed

again in the path of Figure 4b and can be explained still by
their structural resemblance.
The rotation of Glul 11 residue occurs at a frequency value

of 153i cm ™' and requires an expense of 6.3 and 5 kcal/mol in
gas and in protein phase, respectively. These values are slightly

J. AM. CHEM. SOC. = vOL. 131, NO. 41,2009 14909
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Figure 3 Stationary points (INT2, TS3, and PROD) oa the IDE energetic profile for CH,NH-Ala-Ala-Ala-CONHCH, substrate.

higher than those obtained with the smaller substrate but it scems nitrogen and the —OH group linked to the carbon atom of
quite reasonable that the side chains present in the larger substrate. This in turn, as mentioned before, allows re-formation
substrate can to some extent block Glul 11 to realize the proper of the Zn**—O;H bond and the lengthening of the peptid

orientation to form the two hydrogen bonds with the amide N;—C, boad of the substrate.

14810 J. AM. CHEM. SOC. = VOL 131, NO. 41, 2008

98



Mechanism of Human Insuiin-Degrading Enzyme

ARTICLES

a) ¥
» 172 474
¥ 159 187 T3
% 10]
2 59
£} f
0{ m-=
54 \
[ B ]
+104 |-12.8
[
Reaction coordimate
26
b) 2
» ’ﬁ‘. 194 —8— g
157 187/ a5 R e ® sohvem
151 T | e
[I%)
} 10+ /
f
£ 84
- /
o{ = ®
A4
-10- e
-11.8
ES TSI INTI INTZ S8
Iuﬁnnulh‘
Figure 4. E ic profile of i hanism of IDE toward (2)

CH;NH—AI:—M:-AI}CONHCH; and (b) CH,NH-Leu-Tyr-Leu-CONHCH,
substrates.

The energy difference between TS2 and the next INT2 in
gas phase is practically the same as found in the previous case
(2.0 vs 2.1 kcal/mol), but now it is more restrained in solvent
(3.2 vs 4.4 kcal/mol).

TS3 lies below INT2 as before, but the presence of the larger
substrate reduces the energy difference between them from 1.1
to 04 kullmol in gas phasc and from 3.3 to 0.2 kcal/mol in

env The lated fi y of 88 cm™!
describes the proton shift from Glul11 mﬂdue lo the nrmdc
muogennomofﬂlc b and the simul! th
of peptide N;,—C, bond

Finally, the product is obtained exothermically with an energy
gain of 11.0 and 10.8 kcal/mol in the two phases, respectively.
These two values are much more similar than those obtained
in the path of Figure 4a, probably b in the p of
the bulky aliphatic side chains of substrate the active site is
less accessible to the solvent.

The concordance of the results in the two examined cases,
especially as far as the evaluation of the energetic barrier in
the rate-limiting step of the reaction is concerned, suggests that
reliable information can be obtained also by using a model for
the substrate. In fact, at least in the present case, the removal
of the side chains from substrate preseat in the PDB does not
entail significant variations in the catalytic behavior of the
enzyme. However, we think that this is no accident but depends
on the manner in which the model of substrate is realized. If

this is made in the righl way, apart from the reliability of the
results that is th: mosl important goal, the additional advantage

of a comp | cost reduction can be reached.
Conclusions
In this work, we have reported a BILYP investigation of the
ible reaction hanism of hydrolysis of two short peptides

by insulin-degrading zinc enzyme, whose active-site model was
constructed on the basis of crystal structure. The model, which
consists of 130 or 159 atoms depending on the peptide length
and has a total charge equal to zero, was built up large enough
to allow reliable results. All staty y points along the reaction
path were localized and characterized in gas phase and in protein
environment. Results common to both examined cases can be
summarized as follows:

The enzyme carries out its catalytic function through three
fundamental steps that involve first a nucleophilic attack by a
zinc-bound hydroxide to a substrate carbon. After a structural
rearrangement of the key Glul 11 residue that works as a shuttle,
a proton is transferred onto an amide nitrogen of substrate and
the peptide C—N is broken.

The role of amino acid residues suggested by previous
experimental studies was fully confirmed by our results, from
which can be deduced their active participation in the catalytic
p or their p as anchorage points for substrate and/
or stabilization factors.

The ral:-dctcrmmlng step of the reaction is the nucleophilic

ddition that i an exp of 17.2 (15.7) kcal/mol, which
is reduced to 15.9 (15.6) keal/mol in protein medium when the
shorter (longer) peptide substrates are considered. Calculations
indicate that the next chemical events along the path are fast
and lead to a product more stable than the starting enzyme—sub-
strate complex by about 7.0 (11.0) kcal/mol in gas phase and
12.8 (10.8) in solvent for the first and second substrate,
respectively.

The reliability of the model used to simulate the substrate

was ined by calculati taking into account the real
substrate as in the PDB structure. The similanty of the obtained
results indi that ap imation of side chains with m:thyl
groupsu\alldmdnllawsn ignifi duction of p
tional time.

The agreement with the unfortunately scarce experimental
information concerning the working mechanism of this enzyme
can be considered a sufficient validation for the theoretical
approach used here, together with the fact that it was widely
used previously for studying enzymatic reactions.

To our knowledge. this is the first investigation providing
details on the mechanistic working of these types of enzymes.
Thus, we hopc thnl it will be used to stimulate future theoretical

and exper pr
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Supporting Information Available: Three figures showing
optimized structure of the enzyme—CH;NH-Leu-Tyr-Leu-
CONHCH3 substrate complex and its stationary points (TSI,
INT1, TS2, INT2, TS3, and PROD) on the IDE energetic profile.
This material is available free of charge via the Internet at http://
pubs.acs.org.
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Figure S1: Optimized structure of the enzyme-CH3NH-Leu-Tyr-Leun-CONHCH3 substrate
complex. Only the most significant hydrogen atoms are reported. Stars indicate the atoms kept fixed
to their crystallographic positions duning optimizations. Atoms directly involved in the catalytic
reaction are numbered in orange (in the other figures this numeration is not reported but it the
same). Distances are in A.
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Figure S2: Stationary points (TS1, INT1 and TS2) on the IDE energetic profile.
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Figure S3: Stationary points (INT2. TS3 and PROD) on the IDE energetic profile
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The carbonic anhydrase is the enzyme that catalyzes the reversible hydration of carbon dioxide and
represents one of the most ancient protems to which a plethora of works was devoted. The three main
classes rely on zinc fon for activity. Most recently a new class of CA was discovered in marine
w diatoms to use naturally cadmnim ion as catalyfic metal In the mvestigation we focused our
aftention on a carbonic anhydrase cambialisfic enzyme (CDCA1) belonging to this new class. The
study was mspired by the discovery that the replacement of zine 1on with cadmmum does not entail
significant differences i the catalytic performance of enzyme. Our aim was to give further msights on
enzymatic work mechanism Different possible reaction paths were considered for both metallic forms
«» of enzyme and comparison with previous studies concerning other carbonic anhydrases was made. The
effects of solvent on the energetic of catalytic process, was also taken mto account by means of
polanizable contimmm model Results obtained from density functional calculations, using a well
consohidated moxing of exchange-comelation potential and basis set. and performed with a model of
the active site designed on the basis of the X-ray erystal structure, proposed for both metal lons similar
» Teaction pathways consisting i the micleophilic attack by the metal bound hydroxide to the carbon
dioxide with bicarbonate formation. in a next mternal rotation of this last fragment, and then in the
formation of a species ready for the product removal. Similar activation barriers were found in the rate

determiming steps that confirm the experimental indication concerning the comparable efficiency of
enzyme in the presence of zinc or cadmium metal ion.

The f-dass, prevalent in plants, algpe, bacteria and archaea

1L Introduction

Carbomic anhydrase (CA) is a matalloenryme firsily identified, in
1933, in red blood cells of cows. Since then, it has been found to
be abundant in all mammalian tissues, plants, algae and bacteria,*

w  CA assists rapid inter-conversion of carbon diewide and water
into carbonic acid, protons and bicarbonate jons:

+ -

CO,+HO0 === H + HCO,

The chamctenzation of CAs from different beings showed
us Sruchoral vamances between these enzymes so they can be
allocated m three classes: o-, - and K 5

The p-class is common mainly betwesn mammalian where it is
presemt in 11 isoforms, some of thar implicated i several
diseases”. Up to now, these enzymes, which are mooomeric, are
« the more extensively stadied among the three cdlasses as far as the
cafalytic mechanizm is concemed They present an active site
mvelving thres histidine lipands.

dmamsdlﬁsﬁlmﬂnmmsmmﬂnmmmdmp
as of two cysteine and one histidme li and in the fact that
thesa are polymeric’, ie they exist like dimer, tetramer.
hexamer and 50 an

The y-class is composed, actually. of only one omaetrimeric
enzyme found in the archaeon Merhmozorcing Thermophila. The
= adtive site of this enzyme is similar to the active site of a-dass
enrymes, being formed by three histidine ligands, but coming
from different manamer.

Deqn(zﬂummnldlﬁum:ﬁ,a]lﬂrec&smmmah"
ion for the catalytic activiry: the replacement of thiz metal ion
15 With other divalent metal ions usually entails a lowenng of the
adivity. Alse, the o-class enzymes present an affinity towards
Zn™ jon at subpicomalar level

Mmﬂnh}!hahmmﬁdimmﬂ]maﬂn‘eem;
single general schems.
w In the first step a water molscule bound to the metal center is
deprotonated o form a bydroxide oo that in the second step
yields a mucleophilic attack on the CO, with formation of the
HCO, ion In the last step a new waiter malecile approaches the

This journal Is & The Royal Sockety of Chemistry [year]



metal ion and displaces the product. According to this scheme the
metal ion acts as a Lewis acid lowening the pE, of water from
abmt 15.7 to about 7.

Themlglcmdmmmnnd'mmﬂnmqaun\fm
s experimental™™ and theorstical™"" investigations, peinfing eut
that the rate limiting step is the deprotonation of metal bound
mnmlemhxlmsthdmsemthwmgwhnmd’k_b
10" The catalytic efficiency, instead, reflects mainly the
MMMBMMMMMM
w Aftemipts were made even to ehicidate the details of the reaction
of formation of the HOO,™ jon.

Presemtly, there are fwo bypotheses illusirated m Scheme 1.
Both indicate cycle o begin with a mucleophilic attack by the
mmmamrmmmmmmwamm
ws intermediate (Lindskog i diare)*?. This i diate can
evolve toward another mare stable infermediate (Lipscomb
intermedixte}™ by an internal rotation (Lindskog mechamism) or
Ty a profon transfer from the OH" o another oxygen atom of the
HCOy™ jon (Lipscomb mechamism)*

» The affempts done to determme the lowest path wers
‘unsuccessHil: both these merhanisms have comparable energetics
5o there is no consensus about that prefemed by the enzyme.

To give new insights in the CA, other enzymatic forms were
characterized from several orpanisms. However, some of these
+s new forms fimmd bad o reference to any of the classes pamed

) - f\rﬂ
'-IQE‘-L {ﬂ:"-n.
'
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Lindais; riwrrscdes 11
moTerizadion
A el
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Lipazami interasinis st
Scheme 1.

w I 1997 Morel et al related the purification of a new form of
CA from the diatom Thalmrsivzira Weisgflogi (TWCAL) with an

active site fike that of o-class enzymes, buf with a genes sequence
mﬁmmmmmtm%mp@mﬁ
the inroduction of a fourth class: the §-class
w  This distom, further, in event of low conrentration of Zn™
mhhmﬂnsmwﬁ.mdmmd’ﬂd“ahrcm
pressume, produces apether form of CA (CDCALY 4™
MMMEWWM[MMMES%DE
sequence similarity, each of them contamning a Cd*" ion and able
.umcml)ncammy In addition, the active site of CDCAI
resembles that of the f-class enzymes, but there are no stmoctural
and

and commeon in the anthient™, Thsmwd.asnsmd Z-class.
«s  The discovery of this last enzyme explains the behaviour like
malglmmmnhmmufﬂdmmdﬁpmmmy
for all the living organisms™*

The oystallographic mnm aof CDCAL was momﬂ]r
determined™ showing its wmique ability to exchange C&™ with
w Zn™ keeping with beth these metal jons a high cafalytic
efficiency, while the other known enzymes are severely inhibited
by the Cd™ jons, perhaps doe to lower acidity of this last metal
species and fo the different coordination chemistry with respact to
T

h Ammmglmmmmﬂu,m&mnﬁ—
enrymes comaining Cd”, the maction path was
chmmmd by deep intermediates and very high emerpy
InﬂnCDCAlase mstead, the sruchual md ligands
w differences should justify the different behaviour suggesting the
poszibiliry that another camlytic mechanism can opemte.
m&zmmmﬁm.lhsmumnﬂﬁming" we have
tims performed a density finctional shady of the mechaniztc
aspects of the enzyme catalytic pathway in the presence of the
4 2 and cadmyium metal ions.

1 Computational Details

Functional Theary (DFT) with the BILYP fmctional which
s inchades the Becke's bybrid" exchange and comelation fimctional
of Lee, Yang and Par™"” as implemented i Gaussin 03

package™. Equilibrium structures were obtained utilizing the §-
311+G{d.p) basis set for heavy elements and bpdrogen’s, while
transition metals (Zo amd Cﬂmm described by StuttEar-
s Diresden ECP psendopotentials’ Minima and transifion states
on potential energy surfaces (FES) were confirmed by vibrational
amalysizs. Belative energies were all comected by zere point
vibrational conimbutions (ZPE).

Aml]‘slsnﬂhnnlnmﬁngmmﬂof was performed
s 10 estimane et charpes within all smtenary peints oo the PES.

Salvent effects were computed as single points determination
on previously eptimized geometries applying the Self Consistent
Rmmmmcmmmmmm
nsing different dielecimic constant vales (i =4 recommended by
+s Iy works ““** to simulate the bulk of protein emvironment and
=80 simce the active site is solvent exposed). Furthermors,
limited to the first two stationary points of the energstic profiles
(ES ad TS1) of both enzymes, other two sets of calmlations
uzing the dielecric constants of 2 and § very close to :: =} wer
= performed in order to evalmte the effects denving fom small
chamges in the disleciric constmt vahes.
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