UNIVERSITA DEGLI STUDI DELLA CALABRIA

Facolta di Scienze Matematiche Fisiche e Naturali
Dipartimento di Chimica

Dottorato di ricerca in Metodologie Chimiche Inorganiche
XXIII ciclo

AREA 03 —Scienze Chimiche, SSD-CHIMO03/Chimica generale ed inorganica

MECHANISM DETERMINATION OF
REACTIONS CATALYZED
BY METALLO-ENZYMES

Supervisore
Profssa Marirosa Toscano

Coordinatore Candidato
Ch.mo Prof Nino Russo Orazio Amata

A.A. 2009-2010







A wmio figlio.
SCI6N3x ¢ conosoensa sono effimere
senaa una speransa per il futuro












Gli enzimi portano a termine una gran quantita di funzioni all’interno degli organismi
viventi: € proprio grazie a questi potenti catalizzatori biologici che le cellule riescono a
compiere e a controllare le reazioni chimiche loro necessarie per ricavare energia e quindi
perpetuarsi.

Gli aspetti piu significativi riguardanti gli enzimi, che li rendono cosi indispensabili per la
vita, risiedono nella loro capacita di funzionare in condizioni blande di pH e temperatura, di
operare selettivamente su un substrato discriminando tra molecole molto simili tra loro e di
essere regio- e stereo-specifici.

Il presente lavoro di tesi ha come oggetto di studio proprio gli enzimi e, pill in particolare, la
determinazione per via computazionale dei meccanismi di alcune reazioni catalizzate da
metalloenzimi. Lo sviluppo de//’hardware, contemporaneo a quello di software sempre piu
potenti e performanti, ha infatti reso possibile la trattazione quantomeccanica di sistemi di
dimensione notevole come quella che caratterizza in genere le molecole biologiche.

Il lavoro si prefigge di contribuire a chiarire i dettagli meccanicistici di processi catalitici
per i quali non esistono certezze sperimentali a riguardo. Nello stesso tempo, si propone
come scopo quello di fornire ulteriori esempi utili a dimostrare la validita e /’affidabilita
della metodica utilizzata per gli studi rivolti a sistemi enzimatici.

La presente esposizione si compone di quattro capitoli.

I primi due hanno valore introduttivo e trattano delle caratteristiche generali degli enzimi e
della teoria alla base della metodica utilizzata, rispettivamente.

Il capitolo 3 espone a grandi linee la necessita di dover impiegare dei modelli di sito
catalitico dell’enzima ed il protocollo seguito nella lovo costruzione, per concludersi con
una breve trattazione sulla necessita di operare i calcoli in fase proteica.

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

che hanno riguardato in particolare:

e L’Insulin-Degrading Enzyme (IDE) correlato a gravi patologie quali il Diabete
Mellito e il Morbo di Alzheimer.

e La Mitochondrial Processing Peptidase (MPP), appartenente anch’essa come
UIDE alla famiglia delle inverzincine, é implicato nel corretto funzionamento dei
mitocondri, le centrali energetiche delle cellule.

e Una Anidrasi Carbonica di recente scoperta, presente in organismi marini quali le
diatomee, in grado di utilizzare al posto del consueto ione Zn®" lo ione Cd** finora

considerato tossico per ogni forma di vita.



ELENCO DELLE PUBBLICAZIONI

Human insulin-degrading enzyme working mechanism.
Orazio Amata, Tiziana Marino, Nino Russo, Marirosa Toscano
J. Am. Chem. Soc 2009, 131, 14804-14811

. Catalytic activity of a ¢-class zinc and cadmium containing carbonic

anhydrase. Compared work mechanisms.
Orazio Amata, Tiziana Marino, Nino Russo, Marirosa Toscano
Phys. Chem. Chem. Phys., DOI:10.1039/COCP01053G



INDICE

[ =Y = 7 4 To Y = i
(21 =Y Tolo U1 o] o] (o= 4T 3 1 1Y ii
1 Lol iii
Capitolo I: La Catalisi Cellulare .......cccceueerrereciirenecerrenecerreeneereenneeeseennsesennnssnens 1

T 1 L= 042 0 2

i O] o T=) (ot W =T FAT 1 =) A o= [ 7
Capitolo Il: Aspetti TEOIICi..cuueiiieeereiiireeceiirreererrreererreeeneseeennesrennnsessennssessennnnnns 13

2.1.Ll’equazione di Schrbddinger nell’approssimazione di Born-Hoppenheimer ... 14
B [ o1 YUY o 1= o £ ol PSPPSR 17

2.3.Risolvere I'equazione di Schrddinger elettronica: il determinante di Slater.. 20

2.4. 11 MEtOdO HartrE@-FOCK......ccuvuteeeeieeiiieeeeee ettt ettt e e e e eeaae s s e eeaees 23
2.5.'equazione di ROOTh@an ........cccuueiiiiiiieicceee e e 25
2.6.La Teoria del funzionale della densita .....coooeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
2.7.Lo schema di KONN-Sham.... ..o 30
Capitolo lll: L'implementazione pratica .....ccccccciireiiiiirnieiiinnieniienieniienneniennenen 39
3.1.La nNecessita di MOl .. ... 40
3.2.11 ProtoCollo SEEUITO .....eceeiieieeeiiee ettt e e e e eabae e e e 41
3.3.1 CalCOli iN SOIVENTO. ... s 43
Capitolo IV: Gli studi effettuati.......cccceeueiiiieiiiiiiiiirreccr e eeenne s eennnaens 53
o I WS 1 \VZ=] 4 [ Lol o TR 54
4.2.L'Insulin-Degrading ENZYME.......cueeiiiiieeeieiiee e ceiiee e eeteee e eeeee e svee e e savaee s 55
4.2.1. 1l meccanismMO CatalitiCO . ......uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e eeeaaeeeaees 56
00 2y 2 I 4 1 Vo Yo =Y | F IRy A Lo L= | o PP PPPPRPPRPRPR 58
4.2.3. | risultati ottenuti Per IDE..........ueveeiiiieeeiee et e 60
4.3.La Mitochondrial Processing Peptidase: il suo ruolo nei mitocondri ............. 63
4.3.1. Le caratteristiche strutturali della MPP .......ueiiiiiia, 65
4.3.2. Il meccanismo iPotizzato.....ccccccuiiiieee e 66
/G T T | W 0 o Yo 11 Lo TRV ] 11:4= | o TN 67
4.3.4. | risultati dello studio SUHA MPP.......ueeeei e 70



4.4.Le ANidrasi CarbONiCRE. ........ueiiiiiieieee et e e eeeaae 73

o S I 1 B 107t PSPPI 76
4.4.2. Il meccanismo cataliticodelle CA ........cccovriiiiiieiiecee e 77
4.4.3. Il modello utilizzato per 1a CDCAL .......ccccveieeeiieeeeeeee e e 78
4.4.4. lrisultati ottenuti per la CDCAL........vvviiiiiiieeeee et 79

1Y o] o1<] o Yo 1ol RPN 89
1N [l ] Lo T PR 91

F N Tl ] Lo 2 | P S 103



CAPITOLO I: LA CATALISI CELLULARE




1.1 Gli enzimi

Ogni cellula vivente, a prescindere dalla sua origine, per poter espletare le sue funzioni e
riprodursi necessita di un costante rifornimento di energia [1].

La fonte di questa energia puo essere la radiazione solare o una fonte luminosa o, ancora, una
qualche molecola ad alto contenuto energetico.

In ogni caso, questa energia deve essere trasformata per poter essere resa fruibile e questo
avviene grazie ad una serie di reazioni chimiche, le quali, tuttavia, nelle condizioni di
reazione compatibili con la vita delle cellule, quantanche favorite dal punto di visto
termodinamico, possono non esserlo da quello cinetico.

E necessario, pertanto, che qualcosa renda tali reazioni fattibili nelle condizioni suddette ed
in tempi compatibili con la stabilita chimica delle molecole coinvolte [2].

Questo compito € assolto, appunto, dagli enzimi. Tecnicamente gli enzimi possono essere
definiti come proteine® ad attivita catalitica [3].

L’importanza degli enzimi ¢ tanto maggiore se si considera come da essi dipendano tutti i
percorsi metabolici all’interno di una cellula come pure 1’accrescimento e la duplicazione
cellulare e funzioni come la motilita, la digestione o la trasduzione di segnali.

Ogni cellula contiene qualche migliaio di enzimi, ognuno dei quali catalizza uno specifico
tipo di reazione di uno o pit composti (substrati) aventi qualche caratteristica comune. La
reazione risulta essere sia regiospecifica che stereospecifica: di tutti i possibili siti di
reazione presenti sul substrato solo uno & quello chiamato in causa nella formazione di
prodotti aventi una ben precisa configurazione stereochimica [2].

Detto in altri termini, perché la funzione degli enzimi abbia un senso e sia compatibile con le
esigenze della cellula, ognuno di essi deve essere altamente efficiente e specifico.

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

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

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

! Nella realtd 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

A Lissi Addizioni di gruppi a doppi legami o rimozioni di
gruppi con formazione di doppi legami

5 Isomerasi Isomerizzazione

6 Ligasi Condensazione

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

Il secondo ed il terzo numero, invece, specificano, rispettivamente, il tipo di substrato e il
tipo di gruppo accettore o di gruppo rimosso, mentre ’ultimo ¢ un numero progressivo
indicante 1’ordine di inclusione dell’enzima nella specifica sotto-sottoclasse.

In quanto proteine, gli enzimi [5] sono costituiti da un numero variabile (da qualche a diverse
centinaia) di amminoacidi legati tra loro attraverso un legame ammidico (peptidico) ed in
una ben precisa sequenza (struttura primaria), specifica di ognuno di essi.

La natura poliammidica degli enzimi riveste una grande importanza poiché consente loro di
avere una struttura tridimensionale con il giusto compromesso tra rigidita e flessibilita.
Dipendentemente dalla sequenza primaria e dalla natura degli amminoacidi, ovvero se
idrofilici o idrofobici, ogni catena polipeptidica origina delle strutture tridimensionali locali
(struttura secondaria) come le eliche « o i foglietti B. Queste a loro volta interagiscono tra
loro originando della strutture via via pit complesse (strutture supersecondarie) fino a
determinare la struttura dell’intero polipeptide (struttura terziaria).

Le diverse catene polipeptidiche, infine, possono interagire tra loro formando il
complesso enzimatico? vero e proprio (struttura quaternaria). In questo caso ogni
singola catena polipeptidica costituisce una sub-unita enzimatica.

Talvolta, per esplicare la loro azione, gli enzimi richiedono anche la presenza di
cofattori e/o gruppi prostetici, ovvero di molecole non proteiche o piccoli ioni metallici
(ad esempio nel caso dei metallo-enzimi).

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

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

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



realizzare che l'alterazione della struttura dell’enzima nativo, provocata da agenti
esterni o anche per modifica di uno solo degli amminoacidi che lo costituiscono, puo
comportare la perdita completa della sua funzionalita [7].

In quanto catalizzatori gli enzimi agiscono sulla cinetica della reazione abbassandone
I’energia di attivazione o promuovendo un differente meccanismo ad energia minore rispetto
la reazione non catalizzata (Fig. 1), senza tuttavia partecipare formalmente ad essa.

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

accelerata, mentre non si ha alcun effetto sull’equilibrio termodinamico.

in assenza dellenzima

energia di
attivazione
in assenza

energia di .
9 dell'enzima

attivazione
in presenza
dell'enzirma

energia

reagenti energia complessiva
rilasciata durante

la reazione

prodotti

o
-~

coordinate di reazione

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

Questo & reso possibile in quanto I’azione enzimatica si esplica principalmente a livello di
entropia di reazione [5]: tutti i gruppi chimici necessari e responsabili della reazione,
appartenenti tanto all’enzima quanto al substrato, sono posizionati al punto giusto, nella
corretta orientazione e alle giuste distanze perché essa abbia luogo.

Si ha, inoltre, un effetto anche sulla entalpia della reazione. L’interazione tra I’enzima ed il
suo substrato, infatti, rende quest’ultimo piu attivo e puo distorcerne la conformazione.

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 pil stadi del meccanismo sarebbero stabilizzati troppo e

I’enzima perderebbe di efficacia.

* Anche se questo & un esempio di legame covalente, il ponte disolfuro & piuttosto labile a causa della facilita con
cui & possibile ridurre lo zolfo; anche shock termici possono provocare la rottura di tale legame.
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La catalisi ha luogo in una specifica regione dell’enzima denominata cavita catalitica o
centro attivo, mentre gli amminoacidi specificatamente coinvolti nell’interazione con il
substrato e nel processo catalitico costituiscono il sito attivo.

Gli enzimi, infatti, risultano in genere molto pit grandi dei loro substrati per poter soddisfare
la grande richiesta entropica legata alla costituzione del centro attivo e la sua conservazione
[2,8,9]. Inoltre, essi necessitano di regioni di riconoscimento per il substrato e per
I’interazione con altre biomolecole presenti nella cellula [10].

In particolare, I’attivita enzimatica [5] puo essere modulata dall’interazione con tali
biomolecole (effettori allosterici) che possono fungere anche da promotori o da inibitori. Il
meccanismo piu semplice con cui queste biomolecole agiscono consiste in un semplice
cambiamento conformazionale che comporta una riorientazione di residui coinvolti nella
catalisi.

Sono possibili, tuttavia, specie per quel che concerne 1’inibizione, anche altri meccanismi
come la competizione per il sito di legame del substrato (inibizione competitiva) oppure la
formazione di una supramolecola con il complesso enzima-substrato (inibizione
acompetitiva) che risulta inattivo. Pud anche accadere che il prodotto finale di una via
metabolica inibisca un qualche enzima a monte (inibizione da feedback negativo) mentre un
eccesso di reagente la promuova.

La catalisi puo avvenire attraverso diversi meccanismi [2]: se promossa da ioni H" 0 OH"
prende il nome, rispettivamente, di catalisi acida specifica e catalisi basica specifica, mentre
se promossa da un acido generico 0 una base generica prende il nome di catalisi acida
generale o catalisi basica generale; quando invece € operata da un nucleofilo con
formazione di un intermedio transiente in cui ’enzima ¢ legato in maniera covalente al
substrato o con cessione di densita elettronica ci si riferisce ad essa con il termine di catalisi
nucleofilica o covalente; se, infine, il meccanismo prevede la sottrazione di densita
elettronica, come ad esempio in presenza di metalli che stabilizzino cariche elettriche
negative o acquistino elettroni, si parla di catalisi elettrofilica.

Naturalmente nel caso degli enzimi possono benissimo operare piu meccanismi in sinergia
tra loro durante il ciclo catalitico.

Per stabilire come opera un enzima € dunque necessario non solo conoscere la struttura
nativa dell’enzima, ma anche se esso si avvale di cofattori e di quali.

Nel caso dei metalloenzimi, poi, anche altre questioni come la localizzazione del sito
catalitico, I’identita del metallo e il suo stato di ossidazione, la stechiometria, la natura dei

leganti e la loro identita assumono particolare rilievo.



Inoltre, risulta ugualmente determinante conoscere le strutture degli enzimi con i suoi
substrati e tutti gli intermedi della reazione e i prodotti.

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

La determinazione della struttura dell’enzima nativo ed i suoi particolari strutturali, ad
esempio, possono essere ricavati da esperimenti di diffrattometria ai raggi x [11], dopo pero
che questo sia stato isolato, purificarlo al 100 % in quantita apprezzabile, precipitato in
modo da ottenere i cristalli per I’esperimento curando di non denaturare 1’enzima!!!

Alcuni dettagli del meccanismo possono essere dedotti da misure della cinetica di reazione in
differenti condizioni: ad esempio variando il pH o la forza ionica del solvente o impiegando
tecniche isotopiche o, ancora, ricorrendo all’impiego di inibitori.

Spesso i substrati delle reazioni enzimatiche sono altre proteine o biomolecole prive di una
qualche caratteristica chimico-fisica facilmente misurabile.

Questo comporta una duplice difficolta nel condurre esperimenti di cinetica enzimatica
giacché il substrato naturale, se molto complesso, é difficile da sintetizzare in laboratorio. Per
poter essere impiegato, quindi, sono richiesti il suo isolamento e la sua purificazione da fonti
naturali con conseguente aumento dei costi economici dell’esperimento. In secondo luogo, €
necessario poter seguire nel tempo il decorso della reazione e questo pud essere fatto solo
monitorando una qualche proprieta chimico-fisica, ad esempio spettroscopica, correlata alla
reazione. In aggiunta, 1’alta efficienza degli enzimi costringe a dover ricorrere a tecniche
analitiche che siano in grado di fornire una risposta in tempi adeguati.

Queste difficoltd possono essere aggirate ricorrendo substrati modello per effettuare le
misure cinetiche. Questi presentano anche un vantaggio aggiuntivo perché permettono di
variare i parametri chimico-strutturali del substrato, traendone importanti indizi sul
meccanismo enzimatico.

Anche I’utilizzo di forme enzimatiche mutate risulta di grande aiuto nella determinazione del
meccanismo in quanto consente di individuare gli amminoacidi importanti per 1’azione
catalitica attraverso, ad esempio, la conduzione di esperimenti di cinetica enzimatica. In piu,
grazie a questa metodica, si pud sperare di determinare la struttura del complesso enzima-
substrato naturale o di qualche altro intermedio del ciclo catalitico.

Anche in questi casi, tuttavia, ¢ facile ottenere falsi indizi in quanto I’importanza di un
particolare amminoacido pud dipendere da un suo ruolo strutturale e non da un diretto
coinvolgimento nel meccanismo. Inoltre, anche se la mutazione interessasse realmente un
amminoacido importante per la catalisi, pu0d darsi che questa si ripercuoti in maniera
massiccia sull’intera geometria del sito catalitico: la struttura cosi ottenuta puo risultare non

piu conforme all’originale.
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In ogni caso, i dati ottenuti sperimentalmente con le varie metodiche, combinati insieme,
conducono all’elaborazione di un’ipotesi per il meccanismo di reazione seguito dall’enzima.
Spesso, tuttavia, non ¢’¢ modo di verificare tale ipotesi.

A tal proposito, perd, 1'utilizzo di tecniche informatiche e piu specificatamente di codici di
calcolo basati sulla teoria quantomeccanica consente di superare questo ostacolo [12-21].

La simulazione al computer permette, infatti, contrariamente all’esperimento, non solo la
determinazione degli intermedi stabili di reazione ma anche quella degli stati di transizione
consentendo cosi la definizione dell’intero meccanismo catalitico.

La conoscenza del meccanismo catalitico degli enzimi riveste particolare importanza per le
possibili ricadute non solo limitate alle applicazioni industriali ma anche in campo
farmacologico, medico, ambientale, economico e sociologico.

Infatti, sta assumendo un'importanza sempre crescente la possibilita di produrre catalizzatori
con le proprieta volute attraverso la modifica di enzimi gia esistenti o creando sistemi
chimici che li imitino. In tal senso 1’applicazione di modelli teorici puo risultare determinante
soprattutto nella fase predittiva indirizzando la ricerca ad opportuni esperimenti e limitando,

di conseguenza, le spese per apparecchiature costose.

1.2 Cinetica enzimatica

La cinetica enzimatica [5] si basa sulla ipotesi di L. Michaelis e M. Menten ed é valida per
enzimi non allosterici (enzimi la cui attivita non dipende da regolatori) operanti su un singolo
substrato.

In pratica, secondo tale ipotesi, la reazione catalizzata procede attraverso due semitappe, la
prima delle quali, veloce, consiste nella formazione del complesso enzima-substrato ( ES ),
mentre la seconda, lenta e cineticamente limitante, nella conversione di ES nei prodotti
(E+P):

kiw k2
E+S2 ES 2E+P

Nell’equazione k., & la costante per la formazione di ES , k_; la costante di dissociazione
di ES, k,, la costante per la conversione di ES nei prodotti e k_, la costante per la

riconversione dei prodotti in ES . Spesso, k., € indicata anche come k., 0 numero di turn-



over, rappresentando il numero di molecole di substrato convertite nell’unita di tempo per
molecola di enzima.

La velocita della reazione € cosi determinata dalla velocita di scomparsa del complesso ES :

d ES

dt

Inoltre, poiché la concentrazione del substrato varia con il procedere della reazione, si
effettuano misure della velocita iniziale ;.
Questo consente anche di trascurare k_,, in quanto la concentrazione dei prodotti € piccola, e

di esprimere V, come:

VO = k+2 ES

Introducendo I’ipotesi di stato stazionario per ES , Si ottiene

k+1 E S = k—l ES + k+2 ES

Posto che E = E ., — ES, dove E ., € la quantita totale di enzima e risolvendo in

funzione di ES , siricava

go = FeotS
dove

kv =

M kyq

¢ la costante di Michaelis-Menten ed ¢ una misura dell’affinita dell’enzima per il substrato:
piu basso € il suo valore maggiore ¢ I’affinita.

La velocita della reazione puo cosi riscriversi

E tor S

Vo= kg



Per bassi valori di S, I’enzima libero E € in eccesso e la sua concentrazione puo
considerarsi costante: la velocita di reazione mostra cosi un andamento lineare (Fig. 2).
Tuttavia, all’aumentare della concentrazione del substrato, la velocita di reazione aumenta
fino ad un valore massimo V., a cui tende asintoticamente, perdendo di linearita.

Questo dipende dal fatto che, mano a mano che aumenta S , sempre pitu molecole di enzima
formano il complesso ES finché tutto 1’enzima libero € consumato e la velocita risulta
indipendente da S . L’enzima € cosi detto saturo.

I due pit importanti parametri cinetici di un enzima sono quanto rapidamente raggiunge la
saturazione (ovvero il valore di k) e quale & la V.., (legata invece al valore di k) che pud
raggiungere.

Il rapporto tra k., e k), definisce una nuova costante, la costante di specificita e rappresenta
una misura dell’efficienza catalitica di un enzima. Il massimo teorico di questa costante ¢
chiamato limite di diffusione e vale 108-10° M™ s™: in questo caso ogni collisione tra enzima
e substrato ha come effetto la formazione dei prodotti. Enzimi che possiedono una tale
efficienza sono detti cataliticamente perfetti.

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

ZVmaxS
07 S +ky

In particolare, quando k,, = S risulta

N -

Vo = 5 Vinax

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

I valori di ky e V., possono, quindi, essere ricavati sperimentalmente dal grafico della
velocita. Tuttavia, poiché la velocita tende asintoticamente al suo massimo (Fig. 2), la

determinazione di V,,,, € soggetta ad imprecisioni.



oy [5]

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

Questa difficolta puo essere eliminata linearizzando 1’equazione della velocita:

L’equazione cosi riscritta rappresenta una retta in un grafico in cui in ascisse sono riportati i
valori di 1/ S e in ordinate quelli di 1/V,,. Per tale motivo tale grafico & noto come grafico
dei doppi reciproci o di Lineawever-Burk.

L’intercetta delle ordinate fornisce il valore di V},,,, mentre quella delle ascisse il valore di
ky (Fig. 3).

I valori di V,,,, e ky, naturalmente, sono ottenuti per estrapolazione poiché 1/ S non pud

essere né nullo né tantomeno assumere valori negativi.

] AR

K, [S]

Fig. 3: Diagramma di Lineweaver-Burk o dei doppi reciproci
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CAPITOLO Il: ASPETTI TEORICI




2.1 L’equazione di Schridinger nell’approssimazione di Born-Oppenheimer

La descrizione di un sistema microscopico puo essere adeguatamente effettuata ricorrendo ad
equazioni quantomeccaniche agli autovalori [1-4].

Nel caso di una molecola contenente N elettroni ed M nuclei, ad esempio, per la descrizione
di fenomeni non relativistici ed indipendenti dal tempo, & possibile scrivere, facendo uso
delle unitd atomiche®, la seguente equazione per I’energia del sistema (equazione di
Schrodinger) [5]:

1 N 1 M 1 N M 7 N M 1 N M 7.7
A A“B
HY 1R = —> viz—E —Vs - —+ —+ ¥ 7R
i=1 A=1 A i=1a=1 4 j=1j=1Y  4=1B=1 4B
j>i B>A
=E¥Y R
dove: H ¢&I’operatore Hamiltoniano per 1’energia
mu la massa del nucleo A
2 9% [ 9% | 9% . . . .
V¢= — + — + — ¢, in coordinate cartesiane, 1’operatore derivata seconda
dx2 = dy% = 0z2

Za € Zg, rispettivamente, le cariche del nucleo A e del nucleo B
ria, Iij € Rag, rispettivamente, le distanza dell’elettrone i dal nucleo A, tra gli elettroni
iejetrainucleiAeB

E e autovalore dell’autofunzione, ovvero I’energia del sistema in esame

Il simbolo W r,R ¢ utilizzato per designare 1’autofunzione soluzione dell’equazione e
descrittiva del sistema; essa & funzione e delle coordinate degli elettroni r; e delle coordinate
nucleari Ra.

L’espressione dell’operatore Hamiltoniano risulta essere formata da pit termini i primi due
dei quali rappresentano, rispettivamente, 1’energia cinetica degli elettroni e 1’energia cinetica
dei nuclei, mentre i restanti tre termini energetici, rispettivamente, 1’attrazione nuclei-
elettroni, la repulsione interelettronica e la repulsione internucleare.

L’equazione di Schrodinger puo essere semplificata [6,7] se si considera che il rapporto tra la

massa del nucleo e dell’elettrone ¢ circa 1800: i nuclei, dunque, possono essere considerati

* Secondo queste unita ogni costante fisica & espressa come multiplo o combinazione di costanti fondamentali
quali me, h, 4mteo, || che assumono tutte il valore 1. L’energia, pertanto, risulta essere espressa in E, (Hartree; 1 Ej,
=27,211 eV 0 627,51 kcal/mol).
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fermi rispetto agli elettroni. 1l termine relativo all’energia cinetica dei nuclei
nell’Hamiltoniano ¢, pertanto, trascurabile, mentre il termine relativo alla repulsione
internucleare si traduce in un termine costante. Si ottiene, cosi, il cosiddetto Hamiltoniano

elettronico:
) 1
Ha¥ TR o= —5 Vi— =+ — WY7rR,4=ER ¥R,

L’autofunzione e 1’autovalore di questa equazione dipendono entrambe in maniera
parametrica dalle coordinate nucleari: cambiando queste cambiano sia 1’espressione di
Y 1,R 4 cheil valoredi E R ;.

Nella realta, la soluzione di questo problema agli autovalori, cosi come quello coinvolgente
I’Hamiltoniano esatto, non produce un’unica soluzione bensi un insieme non limitato di
autofunzioni, tutte ortogonali tra loro e linearmente indipendenti.

Le autofunzioni W,(r, R) dell’Hamiltoniano esatto H possono essere espresse, quindi, come

combinazione lineare delle ¥; 7, R :

P. I",R = l'pi r,R eld)ij R

dove ¢j; R sono i coefficienti dell’espansione dipendenti dalle coordinate nucleari.
Introducendo 1’ipotesi che il moto nucleare non accoppi differenti stati elettronici

(approssimazione adiabatica)® ¢ possibile limitare I’espansione al solo primo termine:
Y. 1,R =% R 4¢; R

Detto in altri termini, introdurre 1’approssimazione adiabatica equivale ad affermare che i
moti elettronici e nucleari possono essere separati e le autofunzioni dell’Hamiltoniano esatto
espresse come prodotto di autofunzioni elettroniche e nucleari.

L’equazione esatta del sistema puo, pertanto, essere riscritta come:

> Tale ipotesi & tanto pili valida quanto piti 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 = - = _Vf} +Hel + lIJi r!R eld)i R
2 my Ryp
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 € posto
N M 7.7
A4B
E; R + R~ EiR o
A=1 B=1 AB
B>A

Moltiplicando la precedente espressione per ¥;" r,R ., ed integrando rispetto alle coordinate

elettroniche, si ottiene:
1 *
- — Y rR Vi¥ 1,R qdr+E R, $; R =~E; R

che ¢ un’equazione agli autovalori con autofunzioni ¢; R .

Questa equazione contiene un operatore differenziale la cui espressione cambia al variare di
R a causa della dipendenza di ¥ r,R ,; dalle coordinate nucleari.

Tuttavia, poiché i nuclei sono molto piu pesanti degli elettroni, € ragionevole assumere che
¥’ r,R ., cambi molto poco in funzione di R (approssimazione di Born-Oppenheimer) 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’equazione di Schrodinger per il sistema completo pud cosi essere espressa come:

1 1
—3 m—AVf;+EiRtot ¢ R =E¢; R

A=1
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Questa equazione equivale a dire che le ¢p; R possono essere interpretate come funzioni
d’onda descriventi i moti molecolari che avvengono su una superficie di energia potenziale
E; R ;. I nuclei, pertanto, nell’approssimazione di Born-Oppenheimer si muovono lungo
una superficie di energia potenziale ottenuta risolvendo I’Hamiltoniano elettronico.

Le soluzioni dell’equazione di Schrddinger nucleare descrivono vibrazioni, traslazioni e
rotazioni di una molecola che si trova nel particolare stato elettronico (solitamente lo stato

fondamentale) considerato.
2.2 Ipersuperfici

La rappresentazione grafica della variazione di E; R ., in funzione delle coordinate nucleari
genera una cosiddetta ipersuperficie, in virtu della dipendenza dai numerosi parametri
geometrici®.

Ad ogni stato elettronico pud essere associata una differente ipersuperficie [7], ognuna delle
quali presentera punti di massimo e minimo relativi in corrispondenza di particolari valori
dei parametri geometrici che rappresentano i valori di equilibrio [4].

. . . . . JE; R -
In corrispondenza di tali punti deve risultare Tf"‘z 0, per ognuna delle coordinate
L

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

Ora, la derivata prima dell’energia potenziale ¢ pari alla forza applicata cambiata di segno:
dire, cioe, che la derivata prima é nulla in quel punto significa dire che anche le forze che li
agiscono sono nulle. Il punto & detto cosi stazionario.

Tuttavia, per poter distinguere tra punti di minimo e di massimo non ¢ sufficiente considerare
solo il vettore gradiente ma ¢ necessario ricorrere alle derivate seconde dell’energia
potenziale [8]: se tali derivate sono tutte positive allora il punto in questione & un minimo,
viceversa se qualcuna di queste derivate & negativa, allora si avra un punto di massimo.

Le derivate seconde possono essere organizzate in una matrice nota come matrice Hessiana.
L’espressione analitica esatta di E; R ., non € per0 nota: essa pud essere, tuttavia,
approssimata mediante un’espansione in serie di Taylor intorno ad un punto stazionario [4].

Limitandosi al termine quadratico (approssimazione armonica):

6 N . o . N \ . . .
L'ipersuperficie per una generica molecola contenente M nuclei pud essere costruita riferendosi alle 3M

coordinate cartesiane. Tuttavia, risulta pil conveniente utilizzare un sistema di 3M-6 coordinate interne,

separando i moti vibrazionali da quelli traslazionali e rotazionali (nell’approssimazione di rotore rigido) [9].
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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’equazione di Schrédinger nucleare diventa allora

M
1" 1 1 LO%E; R o
—EA_lm—AVA R +E; Ry tot +5 R—Ry TlR:RG R—Ry ¢: R =E¢; R
1" 1 L 0%Ei R tor
—3 m_AAR +5 R—Ry TlR:ROR_RO ¢i R = E;—E; Ry tor ¢ R
A=1
1" 1 L 0%Ei R tor ,
_EA_lm_A i R ts R =R, TlR:RO R—Ry ¢:R =E'¢; R

Introducendo le coordinate pesate sulla massa Y; = m;AR; definite in termini di

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

M 2
20Y?
A=1

1
+EYTHY ¢, Y =E'¢; Y

dove H & la matrice Hessiana e la sommatoria al primo termine si estende ora su tutte le 3M
coordinate cartesiani nucleari.

Se a questo punto si opera una trasformazione unitaria che diagonalizzi H, trasformando gli
spostamenti nucleari in coordinate normali Q

UTHU =k vtu =uut =1

_ _ t
0=U'Ye Q= Uy
si ottiene
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YtHY = YtuUutHUUtY = QTkQ
che sostituiti nell’equazione di Schrédinger nucleare danno

3M 1 62

1 2 !
_Ea—Q[zl+§kAQA ¢ Q =E'¢; Q

Quest’ultima equazione mostra come 1’Hamiltoniano possa essere espresso come somma di
3M Hamiltoniani indipendenti, ognuno dei quali conduce a un’equazione agli autovalori
indipendente’.

Nel contempo la funzione d’onda puo essere espressa come prodotto di funzioni d’onda,

ognuna dipendente da una singola coordinata normale.

19® 1, ~
—5@4'5 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
minimo nell’ipersuperficie passando per un punto di massima energia o stato di transizione.
(Fig. 3)

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

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

positivi eccetto uno.

7 Ciascuna di queste 3M equazioni & in realta un’equazione di Schroedinger per un oscillatore armonico (una molla)

. . - ) . 1k
con costante di forza k (ovvero gli autovalori della matrice Hessiana) e frequenza v = o
LA
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Ma, poiché tali  autovalori
corrispondono alle costanti di forza
dei modi normali di vibrazione della

molecola, dire che un autovalore

. . oy
assume segno negativo equivale a ST
h | | ; Fry o :‘%\;\
. - . ‘1"_
dire che quel modo normale di L ‘ﬁ'

vibrazione ha una frequenza
immaginaria.

Lo stato di transizione, dunque, pud

essere identificato da una frequenza

Fig. 3: Rappresentazione grafica di una ipersuperficie con
di vibrazione immaginaria. evidenziati i punti di massimo, di minimo e di sella.

Visualizzare il profilo energetico di una reazione, o pit esattamente del meccanismo preso in
considerazione, risulta pressoché impossibile utilizzando 1’ipersuperficie a causa della sua
elevata dimensionalita; tuttavia, ritagliandola lungo il cammino di reazione ed appiattendola
in un piano é possibile ottenere la canonica rappresentazione bidimensionale della variazione
di energia in funzione della coordinata di reazione, definendo quest’ultima come 1’insieme

dei parametri geometrici che variano nel corso della reazione.
2.3 Risolvere I’equazione di Schrodinger elettronica: il determinante di Slater

L’importanza di risolvere 1’equazione di Schrodinger per gli elettroni ¢ argomento che
discende direttamente da quanto finora esposto.

Risolvere tale equazione, perd, non & cosa né semplice né banale, poiché richiede la
formulazione esplicita sia dell’Hamiltoniano corrispondente che delle sue autofunzioni.

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

esatta del problema, giacché 1I’Hamiltoniano risulta essere semplificato dall’assenza di

interazioni tra elettroni, ovvero il termine contenente 1’operatore — e assente.
ij

Nel caso piu frequente di sistemi a piu elettroni, perd, I’'impossibilita di determinare le
posizioni relative degli elettroni e la loro evoluzione nel tempo rende impossibile valutare
esattamente tale termine: € necessario, dunque, introdurre delle approssimazioni.

La piu semplice delle approssimazioni consiste nel considerare il sistema plurielettronico

come costituito da elettroni non-interagenti [2].
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Una prima conseguenza di tale approssimazione e quella che si riflette nell’espressione delle
autofunzioni che possono cosi essere fattorizzate come prodotto di funzioni, ognuna delle
quali dipendenti da un singolo elettrone (prodotto di Hartree) [10-12]

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

Ognuna di delle @i(r;) € in realtd formata dal prodotto di una funzione dipendente dalle
coordinate spaziali dell’elettrone (spatial orbitals®) e di una funzione dello spin®. Tale

prodotto & indicato come spin orbitals™.

i i =X XY, Za Wy

Qi =X XYz W
Per comodita di calcolo gli spin orbitals sono assunti essere ortonormali, ovvero

lsei=j
Osei#j

@i 1@ ndr=25;=
Il prodotto di Hartree, pero, soffre di un problema di fondo: viola I’indistinguibilita degli
elettroni poiché assegna uno specifico elettrone ad una specifica funzione. Inoltre, per gli
elettroni vale il principio di antisimmetria per cui la funzione d’onda deve cambiare di segno

per effetto dell’interscambio delle coordinate di una qualsiasi coppia di elettroni [13].

Il prodotto di Hartree viola anche tale principio. Esso, pertanto, risulta non essere una buona
funzione d’onda per il sistema. Scegliendo perd un’opportuna combinazione lineare dei
prodotti di Hartree ottenuti tramite tutti i possibili interscambi delle r;, € possibile ottenere

una nuova funzione d’onda che rispetti il principio di antisimmetria [14].

& Un Orbitale spaziale & una funzione che descrive la distribuzione spaziale di un elettrone tale che X %,y,z %dt
rappresenta la probabilita di trovare I’elettrone nel volume di spazio drt.

° Nella trattazione non-relativistica I’'Hamiltoniano non dipende dalle coordinate di spin, cosa questa che consente
di separare le variabili spaziali da quelle di spin.

0 per sistemi plurielettronici monoatomici gli spin orbitals sono approssimati con gli orbitali atomici idrogenoidi,
mentre per sistemi plurielettronici pluriatomici sono generalmente formati da combinazioni lineari di orbitali
atomici idrogenoidi centrati sui diversi atomi. Gli spin orbitals che differiscono solo per la funzione di spin sono
indicati come restricted, mentre se differiscono anche per la funzione spaziale sono indicati come unrestricted.
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La funzione d’onda cosi ottenuta pud essere rappresentata in termini di un determinante noto

come determinante di Slater [15,16]

P11 P21 - - - PN T
P12 P72 N
1
Y1 T Tj Ty =3 i
1" P2 - . - PN TN

. . 1 . . . .
dove il termine B ¢ un fattore di normalizzazione.

Il determinante di Slater pud essere rappresentato anche con una notazione pitu compatta,

come

Y1y .. TpTj oty =011 @2 15 e On v = 0105 ... ... On

In questo caso il fattore di normalizzazione é sottointeso, mentre il ket contiene gli elementi
diagonali del determinante. Poiché lo scambio di due colonne nel determinante provoca un
cambio di segno della funzione, I’ordine in cui compaiono le funzioni riveste grande
importanza.

La bonta della scelta fatta utilizzando una particolare funzione d’onda, approssimazione
dell’esatta funzione d’onda dello stato fondamentale del sistema, pud essere testata attraverso
il principio variazionale per il quale il valore di aspettazione dell’Hamiltoniano ¢ un limite
superiore dell’energia esatta del sistema, purché la funzione di prova sia normalizzata ed

obbedisca alle appropriate condizioni al contorno.

E<e = Yo Hy

La migliore funzione d’onda possibile per la descrizione dello stato fondamentale di un
sistema, dunque, € quella che minimizza 1’energia.

Nel caso di un determinante di Slater la flessibilita variazionale & data solo dalla scelta degli
spin orbitals.
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2.4 1l metodo Hartree-Fock

I risultati ottenuti con I’approssimazione di elettroni non-interagenti sono piuttosto distanti
dal ragionevole errore (1-2 kcal): se valutare esattamente il termine di repulsione
interelettronica risulta impossibile, trascurarlo del tutto non conduce a risultati migliori
[1,3,17,18].

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

Ricordando ’espressione dell’Hamiltoniano completo

M
1 Zy 1 1 1 1
fi=mg Vin-— ot 5T Mty
i i a=1 " i Y i i e Y
Zpg s - . . . . . .
dove h; = —%Viz r — %zlr—“‘ ¢ il cosiddetto Hamiltoniano di core e descrive 1’energia
iA

cinetica e l’energia potenziale dell’ i-esimo elettrone nel campo dei nuclei (il “core”
appunto): esso € pertanto un operatore monoelettronico.

Il valore di aspettazione E, per ’energia dello stato fondamentale risulta essere

1
Ey= Yo HYy = ®; h; ; +§

i i,j#i

* * -1
dridry@; 1, @; 1 159 1 @5 17+

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

La minimizzazione di E, sotto il vincolo che le ¢; r; siano ortonormali conduce alle ben

note equazioni di Hartree-Forck
hio; 1y + de ;1 T QT — de(P}f s ®; T Qi =EQ;T

J#i Jj#i

dove
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¢ il termine di Coulomb, ovvero il potenziale monoelettronico ottenuto mediando sulle
coordinate spaziali e di spin le repulsioni tra gli elettroni i e j, pesato sulla probabilita che
Ielettrone j occupi ’elemento di volume dr; intorno a r;. Sommando su i = j si ottiene il
potenziale medio che agisce su un elettrone in ¢, r; derivante dagli altri N-1 elettroni'’.
Poiché il risultato dell’applicazione di tale potenziale sullo spin orbital ¢@; r; dipende
solamente dal valore che assume ¢; nel punto r;, /; r; € detto locale.

Il secondo termine di sommatoria non ha, invece, un corrispettivo “classico” e pud essere

definito solo dall’effetto che opera sulla ¢; 7; .

— * -1
Krigin = dnejnrg e @

Esso € indicato come operatore di scambio in quanto porta allo scambio delle variabili negli
spin orbitals ¢; e ¢; e deriva dalla natura antisimmetrica del determinante e dal fatto che il
moto di elettroni con spin uguale risulta essere correlato. Poiché il risultato dell’applicazione
di K; r; su ¢; ; dipende dal valore di ¢; 7; nello spazio, tale termine ¢ indicato anche
come potenziale non-locale.

Definendo I’operatore di Fock come somma dell’operatore Hamiltoniano di core h 1; e di

un effettivo potenziale monoelettronico (potenziale di Hartree-Fock) v'F r; , ovvero

fri Zhri +UHFri =hri+ ]jri_ Kjri
J J
essendo
HF _
vt o= in - Kn
Jj J

¢ possibile riscrivere 1’equazione di Hartree-Fock come un’equazione agli autovalori

frioiny =&

! Considerare nella sommatoria anche il termine i=j sembrerebbe un non senso dal punto di vista fisico poiché tale
termine rappresenterebbe la repulsione di un elettrone per sé stesso. Tuttavia questo stesso termine risulta essere
uguale, a meno del segno, a quello derivante dalla sommatoria su K; con il risultato finale che I'introduzione di tali
termini non altera la definizione del potenziale di Fock.
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con gli autovalori &; rappresentanti le energie degli spin orbitals™.

Nella realtd ’equazione di Hartree-Fock € una pseudo-equazione agli autovalori in quanto
loperatore di Fock, attraverso ’espressione di v*F, dipende dalle sue soluzioni ¢; r; .

Detto in altri termini, 1’equazione di Hartree-fock non ¢ un’equazione lineare e per essere
risolta richiede una procedura iterativa nota come Self-consistent field (SCF). Ciononostante,
il metodo Hartree-Fock ha il merito di sostituire il complicato problema a piu elettroni con
un problema monoelettronico in cui si tiene conto della repulsione interelettronica in maniera
mediata.

L’impiego di un determinante di Slater come approssimazione della funzione d’onda esatta,
infatti, consente di catturare molta parte della fisica dei sistemi plurielettronici, risultando
tuttavia in un’energia calcolata per il sistema in esame sempre superiore alla vera energia.

La differenza tra 1’esatto valore di energia e quello calcolato rappresenta la cosiddetta
energia di correlazione, la quale risulta essere sempre negativa.

Questa differenza tra valore calcolato e valore reale puo essere attribuita principalmente alla
repulsione istantanea degli elettroni, non considerata nell’espressione del vF r; . In pratica
nello schema HF gli elettroni sono spesso troppo vicini I’un ’altro con conseguente
repulsione troppo elevata e sovrastima dell’energia cinetica, mentre 1’attrazione nucleo
elettrone risulta o troppo piccola o troppo grande.

Questo tipo di effetto va sotto il nome di correlazione dinamica ed é un effetto a corto raggio.
Un’altra possibile fonte di errore puo essere ricondotta alla presenza di altri determinanti di
Slater ad energia paragonabile a quella del determinante considerato. Questo tipo di errore &
indicato come correlazione non-dinamica o statica ed é 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
perturbativi come I’'MP2 o I’'MP4 (Mgller-Plesset al 2 e al 4 ordine) oppure su una migliore
approssimazione della funzione d’onda come i metodi CI (interazione di configurazione),

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

2.5 L’equazione di Roothaan

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

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

2 ’energia dello stato fondamentale, tuttavia, non & pari alla somma delle energie di singoli spin orbital giacché

ogni spin orbital considera le interazioni dell’i-esimo elettrone con i restanti N-1 elettroni e sommando su tutti gli
N elettroni tali interazioni sarebbero contate due volte.
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matriciale [1,17], semplicemente esprimendo gli orbitali spaziali come combinazione lineare

di un set noto di k funzioni di base I, 13

Risolvere le equazioni di Hartree-Fock, pertanto, significa determinare i coefficienti C,; di
tali combinazioni lineari.
Riscrivendo ’equazione di Hartree-Fock in termini di orbitali spaziali e nell’ipotesi di

molecole a guscio chiuso descritte da un singolo determinante di Slater, si ottiene
ffroxin =axn
dove

N 2 N 2

f’ o= h T +UHF o= h 143 + 2]] o - K] 143
Moltiplicando a sinistra per I, ed integrando si ottiene la cosiddetta equazione di Roothaan:
Cvi driFJ Iy f’ 4] FV ry =¢& Cvi drif'f[ Iy FV Iy

la quale, posto

B Come funzioni di base si possono usare qualunque tipo di funzioni anche se generalmente si preferiscono
funzioni di Slater che riproducono meglio gli orbitali atomici. Inoltre, ogni loro combinazione lineare richiede un
minore numero di termini per riprodurre I'orbitale molecolare spaziale. Dal punto di vista del calcolo, tuttavia, le
funzioni gaussiane risultano piu vantaggiose, pur riproducendo peggio gli orbitali atomici e richiedendo un maggior
numero di termini nell’espansione. In pratica si cerca di coniugare i pregi di questi due tipi di funzioni espandendo
le funzioni di Slater in termini di una combinazione lineare fissa (contrazione) di funzioni (primitive) gaussiane (ad
es. il set STO-NG: una funzione di Slater & 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 leggermente pil piccolo o leggermente pil grande del valore utilizzato per il set STO-NG (set doppia
zeta). Ad es. il set 6-31G utilizza una singola funzione di base combinazione lineare di 6 gaussiane per descrivere gli
orbitali interni dell’atomo considerato, mentre gli orbitali di valenza sono descritti da due differenti funzioni, una
combinazione lineare di 3 gaussiane e I'altra da una singola gaussiana. Ulteriori miglioramenti al set di base
possono essere raggiunti includendo funzioni di polarizzazione ovvero orbitali d per gli elementi della prima riga
(ad es. 6-31G*) e orbitali di tipo p per 'atomo di idrogeno (ad es. 6-31G**). Per gli atomi piu pesanti, invece, per la
descrizione degli elettroni interni si utilizza un potenziale di core effettivo o pseudopotenziale [19].
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driF[{ ry f’ i F\, Iy =F/:tv

dTiFII Iy FV ry = SI'W

puo essere riscritta come

F;H/C'Vi =& Syvcvi

o in forma matriciale come
FC = SCe

La matrice F di elementi F,,, ¢ la matrice di Fock, rappresentazione dell’operatore di Fock nel
set di funzioni di base adoperato. Come tale essa € una matrice Hermitiana di ordine k x k.

Dall’espressione dell’operatore di Fock ¢ possibile notare come la sua matrice di
rappresentazione F si componga in realta di due parti, una monoelettronica invariante Hgp™®
contenente i termini di energia cinetica elettronica e del potenziale attrattivo elettrone —
nuclei, I’altra G,, dipendente dalla matrice densita™* P, di elementi P, = [ 226;;C;;, e

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

dove

G, = 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
densitadicarica:p=2 Yy, 1 2= wv 2 ayz CuaCoa TIY = W BuT Iy
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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
espansione C,;. L’equazione di Roothaan, pertanto, ¢ un’equazione non lineare che richiede
una procedura iterativa per poter essere risolta.

La matrice S, di elementi S,,,, invece, & la matrice di sovrapposizione delle funzioni del set di
base. E anch’essa una matrice k x k Hermitiana ed i suoi elementi fuori diagonale
costituiscono un’indicazione della dipendenza lineare delle funzioni di base: se uno di essi
tende al valore di 1 (in valore assoluto) vuol dire che le funzioni di base ad esso associato
tendono ad essere linearmente dipendenti ed i corrispondenti autovalori nulli. Se invece il set
di funzioni di base e reso ortonormalels, ovvero se S & una matrice diagonale di elementi
diagonali uguali ad 1, I’equazione di Roothaan puod essere riscritta come FC=Ce e gli
autovettori C; e gli autovalori & possono essere trovati per diagonalizzazione della
matrice F.

La matrice C, di elementi C,;, infatti, & una matrice k x k formata dai coefficienti delle
combinazioni lineari (autovettori), correlata, tramite la matrice densita P,,, alla densita di
carica, al potenziale v"F r; eaG,,.

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

Fock (autovalori).
2.6 La teoria del funzionale della densita

Le limitazioni dei metodi HF e post HF, soprattutto in termini di complessita e tempi di
calcolo all’aumentare delle dimensioni del sistema considerato, possono essere
ridimensionate adottando un differente approccio rispetto quello basato sulla funzione
d’onda.

> Operare direttamente sulle I, 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 coefficienti C’ correlata alla matrice C tramite una
matrice di trasformazione (non unitaria) X tale che XtSX = 1; I'equazione di Roothaan si riscrive cosi come
FXC' = SXC's. Ora, moltiplicando a sinistra per Xt si ottiene: XTFXC' = XtSXC'e owvero F'C'=C'e.
Diagonalizzando F'si ricava C' e da questa la matrice C.
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In altre parole, come gia intuito nel 1927 da Thomas [20] e Fermi [21-23] e confermato dal
primo teorema di Hohenber e Kohn (1964) [24], € possibile utilizzare la densita elettronica
dello stato fondamentale p, per descrivere correttamente e completamente il sistema di
interesse [3,18,25].

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
sperimentalmente a differenza della funzione d’onda.

L’utilizzo della densita elettronica in luogo della funzione d’onda, in particolare, consente di
passare dalla dipendenza dei calcoli dalle 4N coordinate delle ¢; r; alle sole 3 coordinate
spaziali della pg.

Secondo questo nuovo approccio, denominato appunto teoria del funzionale della densita o
DFT, ¢ possibile esprimere I’energia dello stato fondamentale’® E, del sistema come

- 17 -
funzionale™ di p,.

Eopo =T po + Eee Po + Ene Do

dove

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

L’integrale ¢ su tutte le coordinate di spin e su tutte le coordinate spaziali tranne una.

L’ultimo dei tre termini che compongono ’espressione di E, p, rappresenta I’interazione
tra nuclei ed elettroni ed € I’unico termine che dipende dal sistema in esame, mentre i primi
due rappresentano rispettivamente 1’energia cinetica elettronica e le interazioni
interelettroniche e risultano indipendenti dal particole sistema considerato, andando a

formare il cosiddetto funzionale di Hohemberg-Kohn o funzionale universale F p, .

Fpo =T py +Eee po

' La p, contiene anche le informazioni sugli stati elettronici eccitati del sistema ma in pratica non & nota
I'espressione dei funzionali richiesti per ottenere queste informazioni.

7 Un funzionale & una regola matematica che assegna ad ogni funzione un numero: ad esempio I'integrale che
definisce il perimetro o I'area di una curva chiusa. La sua dipendenza dalla funzione & indicata generalmente con le
parentesi quadre.
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Se tale funzionale fosse conosciuto esattamente allora 1’equazione di Schrédinger sarebbe
risolta esattamente. Purtroppo le forme esplicite di T p, e di E,. p, sono completamente
sconosciute.

L’unica parte di F p, nota ¢ il contributo di Coulomb J p, al funzionale E,, p, .
Eee po = ] Do + Enci Po
dove

1 TP
] po = wdndrj
rij

N

Il termine E, . po rappresenta tutte le interazioni non classiche tra gli elettroni, incluse la
correzione per l’autointerazione'®, I’effetto di scambio dovuto alla correlazione tra gli
elettroni di uguale spin e I’effetto di correlazione elettronica legata alla carica degli elettroni
e all’impossibilita di avvicinarsi troppo 1’uno all’altro.

Per poter effettuare calcoli DFT, dunque, occorre fornire una qualche espressione
approssimata per il funzionale F p,. Tale richiesta equivale ad utilizzare un
Hamiltoniano approssimato, facendo si che il principio variazionale non sia piu valido.

In altre parole I'energia calcolata puo stare benissimo al di sotto dell’energia reale.

2.7 Lo schema di Kohn-Sham

Il principale ostacolo da superare per ottenere accurati calcoli DFT é costituito dal modo in
cui si determina 1’energia cinetica elettronica. Tutti i tentativi di determinare tale quantita
direttamente, infatti, si sono rivelati senza successo presentando errori ben superiori a quelli
ottenuti con il metodo HF.

Basandosi su cid, Kohn e Sham escogitarono uno schema indiretto basato su orbitali per il
calcolo di tale energia [3,18,26].

In pratica, essi considerarono un sistema di riferimento costituito da elettroni non interagenti
e, quindi, descrivibile tramite un determinante di Slater. Tale sistema sperimenta un
potenziale locale v, r tale che la sua densita elettronica dello stato fondamentale p; risulta

uguale a quella del sistema reale p,.

81| contributo di Coulomb contiene anche un’interazione della densita elettronica con sé stessa, fisicamente priva
di senso. Nel modello HF questo effetto era perfettamente corretto dall’integrale di scambio.
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Po = Ps = Q; 1

Gli orbitali del sistema non-interagente ;, noti come orbitali di Kohn-sham, non hanno un
reale significato fisico (come invece e per gli orbitali HF): semplicemente la somma dei loro
quadrati € uguale alla densita elettronica.

Essi possono essere determinati in maniera analoga agli orbitali HF:
KS 1 2
2 = _EV TV T Q= @y

dove fXS ¢ I’operatore monoelettronico di Kohn-Sham.

Giova ricordare che, a dispetto della somiglianza, le equazioni di Kohn-Sham contengono un
potenziale che & locale®, mentre nelle equazioni HF il potenziale & non-locale. Questo
assicura anche un costo computazionale minore per lo schema KS.

L’energia cinetica degli elettroni non-interagenti T puo essere calcolata come

1 2
Ti==5 @V ¢

Essa naturalmente, 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 calcolato T, & trattata separatamente e concorre a

formare la cosiddetta energia di scambio e correlazione E,. p, 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 quello per I’energia come

19 . . . v .

Esso dipende solo dal valore che assume in un punto r dello spazio, mentre e 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 orbitali ¢; e quindi 1’energia cinetica Ts, pero, & necessario fornire
un’espressione per il potenziale v, v . Ci0 pud essere fatto minimizzando il funzionale

dell’energia per il sistema reale sotto il vincolo che gli orbitali ¢; rimangano ortonormali. Si

ottiene cosi:
"z
p T A
Ve T = }drj+l/;ccrl— —
Tij 4 A
8Exc 5 : . . : . ) )
dove V. 1; = 6;“ e il potenziale di scambio e correlazione ovvero la derivata dell’energia

di scambio e correlazione rispetto la densita.

Anche in questo caso, come per HF, il potenziale dipende dalla densita e dunque dagli
orbitali: anche le equazioni di Kohn-Sham, pertanto, devono essere risolte in maniera
iterativa.

L’espressione del potenziale, inoltre, non contiene alcun riferimento allo spin elettronico®: le
soluzioni delle equazioni di Kohn-Sham sono cosi doppiamente degeneri ovvero per ogni &
ci sono due soluzioni indipendenti che condividono la stessa parte spaziale?.

Nella trattazione fin qui svolta non & stata introdotta alcuna approssimazione: lo schema di
Kohn-Sham e dunque esatto in linea di principio. Tuttavia, non si conosce la forma esplicita
per il funzionale E,. p, né per il corrispondente potenziale V.. 7; ed € a questo punto che
bisogna ricorrere a delle espressioni approssimate [27,28].

La bonta dell’approccio DFT, dunque, dipende solo dall’accuratezza scelta
nell’approssimazione del funzionale di scambio e correlazione [29]. La ricerca di funzionali
migliori si basa molto su intuizioni matematiche e fisiche, e si determinano procedendo di
fatto per tentativi. Infatti, non & detto che approssimazioni che rispettino le condizioni fisiche

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

|1 linea di principio il formalismo KS & adatto per la descrizione di ogni tipo di molecola. Tuttavia, i funzionali
approssimati utilizzati non offrono la flessibilita necessaria per la corretta descrizione della situazione open-shell: si
preferisce, quindi, I'impiego di funzionali che dipendono esplicitamente dallo spin elettronico, capaci di fornire
energie corrette qualitativamente ma densita errate. Tali funzionali sono indicati come local spin-density functional
(LSDA).

% |a risoluzione delle equazioni KS parallela quella HF con la sola differenza consistente nel calcolo dell’integrale di
scambio e correlazione. Nella pratica, dunque, si utilizza la stessa procedura e gli stessi set di base anche se questi
sono stati concepiti ed ottimizzati per i metodi basati sulla funzione d’onda. | risultati dei calcoli DFT, infatti, specie
per quanto concerne energie e geometrie di equilibrio, sono piuttosto insensibili riguardo al modo in cui i
coefficienti e gli esponenti delle contrazioni sono state determinati; anche I'utilizzo degli pseudopotenziali
comporta errori dello stesso ordine di grandezza di quelli introdotti nei calcoli HF.
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il test pit stringente per un nuovo funzionale si basa sull’accordo con accurati dati di
riferimento sperimentali (energie di atomizzazione, di ionizzazione, di reazione, parametri
strutturali, e cosi via).

La piu semplice delle approssimazioni, nota come local density approximation (LDA),
consiste nell’assumere che il funzionale di scambio e correlazione sia la somma integrale di
contributi derivanti da ciascun punto nello spazio e che la densita di energia di scambio e
correlazione ¢, dipenda solo dalla densita elettronica® e 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 funzionale EXP4 con grandissima accuratezza
poiché il gas uniforme di elettroni ¢ 1’unico sistema per cui sia nota la formulazione di tale
funzionale.

In particolare la densita di energia di scambio e correlazione g, pud essere scomposta in un
contributo legato allo scambio €, di cui si conosce 1’esatta formula ed un contributo dovuto
alla correlazione ¢, per la quale sono state proposte diverse espressioni analitiche.

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

Il grande successo della LDA, legato principalmente al rispetto dei vincoli fisici richiesti
dalla forma del potenziale reale, non é sufficiente per la maggior parte delle applicazioni in
chimica. La LDA, infatti, sottostima il potenziale di scambio e sovrastima quello di
correlazione portando a valori per le energie di legame che sono sovrastimati per di piu di 30
kcal/mol.

E necessario, pertanto, ricorrere a delle approssimazioni pill accurate, ammettendo una
dipendenza della densita dell’energia di scambio &, e della densita di energia di correlazione
non solo dalla densita elettronica ma anche dal suo gradiente [30-38]. Si ottiene cosi la

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

2 Se i fa dipendere g, non dalla densita elettronica totale ma dalle densita di spin si ottiene la cosiddetta local
spin-density approximation o LSD.
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I’accuratezza non ¢ sufficiente per la corretta descrizione della chimica delle molecole,
essendo ’errore medio di 5-7 kcal/mol.

La principale fonte di errore residua ¢ legata all’espressione del funzionale di scambio e, in
particolar modo, alla mancata correzione dell’autointerazione.

Nello schema HF questo problema é corretto dal termine di scambio che puo essere calcolato
esattamente. L’utilizzo del termine di scambio HF in luogo del funzionale di scambio DFT,
tuttavia, non porta ai risultati sperati principalmente perché il funzionale di scambio DFT
tiene conto anche della correlazione non-dinamica® che & invece trascurata nello schema HF.
In altre parole, I’approssimazione usata nell’espressione del funzionale & locale, mentre lo
scambio HF é non-locale e E,. p, ¢ relativamente localizzato.

Diventa naturale quindi mischiare EZ%4 p, con una certa quantita, espressa per mezzo di un
parametro empirico, di scambio HF al fine di ottenere una migliore approssimazione al
funzionale esatto [39-41]: si ottengono cosi i cosiddetti funzionale ibridi che consentono di
ottenere misure accurate per la maggior parte delle applicazioni chimiche (2 kcal/mol).

La ricerca di nuove e sempre pil adeguate approssimazioni ha portato, infine, alla
formulazione di espressioni per i funzionali di scambio e di correlazione che tengano conto
anche della densita di energia cinetica e del Laplaciano della densita. Questi costituiscono i
cosiddetti funzionali meta-GGA [42-47] o meta-ibridi GGA (nel caso in cui contengono
anche una certa quantita di scambio HF) [48].

Negli studi riportati nel presente lavoro di tesi, sono stati impiegati un funzionale ibrido, il
B3LYP [41], ed un funzionale meta-ibrido, "TMPWBI1K [48].

L’espressione analitica per il funzionale B3LYP ¢:

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

dove: Egjlater=Dirac & j| funzionale di scambio per il gas elettronico uniforme [49,50]
EHF ¢& il termine di scambio cosiddetto “esatto”, cioé calcolato con I’espressione HF
utilizzando gli orbitali KS
EB88 ¢ la correzione al gradiente per il funzionale di scambio [30]
ELYP ¢ il termine relativo al funzionale di correlazione derivato da Lee, Yang e Parr
[51] a partire dall’espressione dell’energia di correlazione di Colle e Salvetti [52]
EYWN ¢ il funzionale di Vosko, Wilk e Nusair [53]. Poiché il funzionale di

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

23 . . . . . . . .
La correlazione dinamica o a corto raggio €, invece, descritta da funzionale di correlazione.
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separazione, il funzionale VWN é impiegato al solo fine di modificare il peso della
componente locale

a, b e c sono tre parametri empirici fittati per riprodurre le energie di atomizzazione
e ionizzazione e le affinita elettroniche del database G1 [54,55] e valgono,
rispettivamente, 0.20, 0.72 e 0.81 [39].

Il B3LYP ¢é uno dei funzionali piu diffusi grazie all’accuratezza dimostrata con diversi
database per quanto riguarda sia la termochimica che le geometrie molecolari [29,56].
Tuttavia, tale funzionale spesso tende a sottostimare le barriere energetiche per reazioni che
presentano trasferimenti protonici o di atomi di idrogeno e a sovrastimare tutte le altre. In
aggiunta, nel caso di complessi di metalli di transizione anche 1’energetica ¢ meno buona,
presentando errori dell’ordine delle 3-5 kcal/mol [57,58].

Il funzionale MPWBI1K &, invece, un funzionale piuttosto recente esplicitamente progettato
per la cinetica di reazione [48].

La sua forma analitica é:

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

dove: Egjlater-Dirac o PHF a55ymono lo stesso significato dato loro in precedenza
EMPW ¢ |a correzione al gradiente per il funzionale di scambio PW91 modificato da
Adamo e Barone [59]
EB9 ¢ il funzionale di correlazione completo, includente ciog il termine locale, la
correzione al gradiente e la dipendenza dalla densita di energia cinetica [47]
a e, infine, un parametro empirico che esprime la percentuale di scambio HF e
fittato per riprodurre 1’altezza delle barriere energetiche [48]; il suo valore ¢ pari a
0.44

Il funzionale MPWBLK, in aggiunta alla capacita di determinare le barriere energetiche con
maggiore precisione, sembra particolarmente adatto per la trattazione delle interazioni deboli
[45], laddove il funzionale B3LYP mostra un’accuratezza molto minore [29,58].

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

proprieta.
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CAPITOLO III: L’ IMPLEMENTAZIONE PRATICA




3.1 La necessita di modelli

Il grande sviluppo dei sistemi informatici, sia in termini di potenza che di incremento di
nuovi e piu veloci algoritmi per il calcolo, ha consentito di trattare in maniera
quantomeccanica sistemi molecolari sempre piu grandi e complessi con crescente affidabilita
e precisione [1-12].

| sistemi biologici, tuttavia, risultano ancora non ancora pienamente trattabili a livello
quantomeccanico a causa della loro elevata dimensionalita.

Le proteine, e quindi anche gli enzimi, ad esempio, sono composti da un numero di atomi
che varia da qualche migliaio a qualche decina di migliaia: decisamente troppi anche per il
pitl potente calcolatore fino ad oggi costruito®. Pertanto, per poter trattare questi sistemi &
necessario ricorrere a modelli approssimati.

Una scelta bilanciata tra il livello di teoria e le dimensioni del modello & una condizione
imprescindibile per poter ottenere una riproduzione accurata dei dati sperimentali e validare
cosi i risultati ottenuti [4].

Diversi riscontri indicano che non sempre la scelta di un modello molto grande (come quelli
usati ad esempio in una trattazione QM/MM?®), risulta strategicamente migliore rispetto alla
scelta di un modello ridotto (gas phase cluster o approccio supramolecolare) che rappresenti
il piu significativamente possibile, in relazione alle risorse di calcolo disponibili, il sistema di
interesse [10]. Spesso, infatti, i risultati ottenuti nei due casi, nel limite di incertezza del
metodo, sono paragonabili tra loro. L’utilizzo di modelli ridotti, tuttavia, consente di
effettuare calcoli in tempi pit contenuti e quindi di testare con maggiore attenzione differenti
meccanismi. In aggiunta, i modelli ridotti permettono 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 ad artefatti [10-12].

La trattazione quantomeccanica di modelli ridotti, d’altra parte, presenta il limite di
trascurare le interazioni a medio e lungo raggio tra i residui amminoacidici che compongono

il modello ed il resto dell’enzima e tra questi ed il solvente. Bisogna perd sottolineare che,

2 Basti ricordare che la DFT scala come N3, HF come N* e i metodi post-HF anche come NG, dove N indica la
dimensionalita del sistema. Bisogna, peraltro, registrare che molti sforzi sono stati fatti e si continuano a fare per
raggiungere la linearita.

| a trattazione QM/MM consente di trattare il processo catalitico a livello guantomeccanico tenendo conto anche
dell'influenza che l'intera struttura enzimatica (trattata invece a livello di meccanica molecolare) ha su questo.
Questa, tuttavia, presenta alcuni problemi irrisolti relativi soprattutto alla trattazione dell’interfaccia QM-MM con
conseguente possibilita di artefatti [4]. Un possibile stratagemma per ovviare a queste difficolta consiste nel creare
una regione intermedia tra quella QM e quella MM da trattare in maniera quantomeccanica ma ad un livello di
teoria pili basso [5].
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eccettuati alcuni casi particolari come ad esempio reazioni con trasferimento di cariche, le
maggiori variazioni energetiche sono associate alla rottura e alla formazione di legami
chimici, solitamente confinati a livello di sito attivo dell’enzima.

La scelta di un modello piuttosto che un altro deve avere una sua giustificazione fondata su
basi razionali [10]. Nella simulazione dei sistemi enzimatici in generale, le catene peptidiche
e le connessioni tra queste ed i gruppi funzionali coinvolti nella catalisi possono essere
eliminati; nel caso di metalloenzimi la prima sfera di coordinazione dello ione metallico deve
essere naturalmente mantenuta ma anche i residui della seconda sfera di coordinazione, nel
caso formino forti legami idrogeno con qualche gruppo coinvolto nella reazione o siano
elettricamente carichi, devono essere considerati.

In ogni caso, la linea guida che detta la scelta di quali gruppi funzionali debbano essere
compresi nel modello é costituita, laddove esistano, dai dati sperimentali biochimici, cinetici

e strutturali o, comunque, dall’intuizione chimica.

3.2 Il protocollo seguito

Il punto di partenza di ogni procedura computazione é rappresentato dalla definizione del
modello da utilizzare nel protocollo di calcolo.

Tipicamente, la costituzione del modello si basa sulla struttura NMR o0, molto piu
frequentemente, sulla struttura cristallografica®® dell’enzima in esame [1,3,7-10,12].

In genere, tali strutture sono depositate nel protein data bank (PDB), una banca dati che
raccoglie, appunto, le strutture tridimensionali di proteine, acidi nucleici e complessi di
interesse biochimico determinati principalmente per cristallografia o spettroscopia NMR.
Esse possono essere scaricate liberamente dal sito web del Research Collaboratory for

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

Le strutture scaricate possono essere visualizzate con numerosi software di interfaccia
grafica, fra cui VMD (Visual Molecular Dinamics) [15] e GaussView [16].

Il modello da utilizzare per i calcoli pud essere ottenuto modificando il file contenente le
coordinate cristallografiche attraverso una procedura in due step.

11 file & prima aperto con 1’applicazione WordPad di Windows che lo visualizza come file di

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

% partire dalle coordinate cristallografiche significa assumere implicitamente che la conformazione dell’enzima non
risulti alterata dal processo di ottenimento dei cristalli o che sia comunque molto simile a quella in soluzione, cosa
generalmente vera ma non vera in assoluto [9]. In alcuni casi, ad esempio, la simulazione quantomeccanica ha
portato a reinterpretare i dati cristallografici [13,14].
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coinvolti nella reazione sono semplicemente cancellate dal file: si ottiene, cosi, un file molto
pil leggero, piu facile da visualizzare e da modificare.

1l file “leggero” ottenuto puo essere visualizzato con GaussView che consente di raffinare il
modello eliminando gli atomi superstiti non necessari e di saturare con atomi di idrogeno
quelli che sono rimasti a valenza aperta ovvero che erano legati agli atomi eliminati.
Gaussview, infatti, consente di costruire strutture ex novo e di modificare i parametri
geometrici quali distanze e angoli fra gli atomi o gruppi di atomi.

Questa possibilita di modifica della geometria della struttura del modello e di fondamentale
importanza non solo nell’ottenimento del modello stesso da sottoporre ad ottimizzazione,
quanto soprattutto perché consente di predisporre delle ipotesi di lavoro da ottimizzare
riguardanti tutti gli step che costituiscono il meccanismo di reazione che si vuole investigare.
In generale, infatti, intermedi e stati di transizione differiscono solo per il posizionamento di
gruppi funzionali, di protoni, di molecole di acqua, per ’ambiente di coordinazione o lo stato
di ossidazione di ioni metallici [9].

Tutte le geometrie delle strutture ottimizzate riportate in questa tesi e i relativi calcoli di
frequenza sono state ottenuti con il codice di calcolo Gaussian03 [17] utilizzando,
nell’ambito della teoria del funzionale della densita, il funzionale B3LYP descritto nel
capitolo precedente.

Per i calcoli relativi all” Insulyn-degrading Enzyme (IDE) e alla Mithocondrial Processing
Peptidase (MPP) ¢ stato utilizzato il set di base 6-31G(d,p) di qualita doppia { per gli atomi
non direttamente coinvolti nella reazione. Invece, gli atomi appartenenti alla prima shell di
coordinazione dello ione metallico sono stati descritti dal set di base 6-31+G(d,p).

Per la Cadmium Carbonic Anhydrase (CDCAL) grazie al ridotto numeri di atomi che
compongono il modello studiato, é stato usato il set di base 6-311G(d,p) di qualita tripla C.
Tutti e tre gli enzimi studiati contengono uno ione metallico. Per il trattamento di questi ioni,
in tutti e tre i casi, si e fatto ricorso all’effective core potential (ECP) di Stuttgart-Dresden
(SDD) [18-19].

Nella costruzione dei modelli di partenza sono solitmante conservate solo le catene laterali
dei residui amminoacidici simulate con frammenti di molecole o ioni che conservano le
funzionalita in esse presenti. | dettagli di queste simulazioni verranno forniti in seguito caso
per caso.

Seguendo una procedura molto comune in tale tipi di studi, gli atomi al livello dei quali
avviene il taglio, in origine direttamente legati alla catena polipeptidica, vengono mantenuti
fissi nelle loro posizioni cristallografiche durante le ottimizzazioni. Questo accorgimento

consente di riprodurre in una certa misura la rigidita posseduta dall’enzima (stato entatico) e
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di evitare espansioni irrealistiche del modello. In altre parole, la struttura completa del sito
catalitico esercita delle restrizioni steriche sul moto dei residui che la compongono e di cui si
tiene in questo modo conto [12].

Tuttavia, se il numero di atomi bloccati € elevato o se essi sono troppo vicini al sito di
reazione, il modello puo risultare eccessivamente irrigidito, portando a valori errati per le
energie calcolate. In questi casi allontanare dal centro reattivo il punto di taglio del residuo
dalla catena polipeptidica, ovvero aumentare le dimensioni del modello in modo da
mantenere piu distante 1’atomo bloccato, puo alleviare questa fonte di errore [12].

In ogni caso, le conseguenze del mantenere bloccati questi atomi durante le ottimizzazioni
hanno un impatto generalmente trascurabile sulla termodinamica della reazione, purché il
modello utilizzato non sia eccessivamente piccolo.

| risultati delle ottimizzazioni, comunque, possono essere visualizzati, ad esempio, con
GaussView: si possono cosi misurare con buona precisione i parametri geometrici delle
strutture e visualizzare i relativi moti vibrazionali, avendo avuto cura di effettuare il
corrispondente calcolo delle frequenze.

In aggiunta, risulta molto utile, specialmente per la preparazione di figure e di presentazioni
power point, anche il software XYZ-Viewer®’ che, oltre a consentire di salvare le immagini
con specificati i parametri geometrici, consente di salvare anche delle animazioni in formato
gif dei moti vibrazionali di interesse.

Nella stessa linea si collocano altri software come I’ISIS Draw che consente di creare
formule di struttura ex novo o a partire da strutture gia presenti nelle librerie del programma
ed utilizzato per la creazione delle ipotesi degli schemi di reazione.

Infine, software come Origin [20] o Excel possono essere impiegati per la creazione dei
grafici relativi ai pathways energetici dei meccanismi vagliati o alla variazione di grandezze

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

3.3 I calcoli in solvente

I risultati ottenuti dalle ottimizzazioni delle strutture basate sul modello dell’enzima
costituiscono solo un’indicazione dell’andamento reale del pathway energetico relativo al
meccanismo preso in esame poiché 1'uso stesso di un modello rappresenta
un’approssimazione. Nella realta I’enzima € presente in toto e il processo catalitico avviene

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

%7 XYZ-viewer & un’applicazione basata sulla piattaforma indipendente JAVA e sviluppato da Sven de Marothy per la
manipolazione e la visualizzazione di modelli molecolari.
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Il solvente pud influenzare le strutture degli intermedi di reazione, 1’energia di attivazione,
I’energia di legame e di conseguenza gli spettri rotazionali, vibrazionali ed elettronici.

Il solvente, in una reazione chimica simulata, pud essere preso in considerazione in maniera
esplicita o implicita [21-25].

Gli approcci piu comuni per la sua trattazione in chimica computazionale sono quelli della
supermolecola, i modelli del continuo, la meccanica molecolare (MM) e varie costruzioni
ibride (supermolecola + modello del continuo, QM (quantomeccanica) + MM, QM + MM +
modello del continuo).

Nell’approccio della supermolecola, attorno al soluto vengono esplicitamente considerate un
certo numero di molecole di solvente ed il sistema cosi ottenuto viene trattato a livello
quantomeccanico. | risultati migliorano via via che il numero di molecole di solvente
considerato cresce con conseguente aumento del costo computazionale.

Nei metodi basati sulla MM, semplici campi di forza ottenuti classicamente permettono di
includere nel calcolo un numero elevato di molecole di solvente. Tuttavia, la semplicita di
questo approccio non da una descrizione adeguata di molti processi come ad esempio la
rottura dei legami nelle reazioni chimiche.

I modelli del continuo rappresentano un vero successo. Il campo di applicabilita & pero
limitato. Comunque, laddove questi metodi possono essere applicati, danno una stima degli
effetti del solvente abbastanza buona 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 é facile
applicarli e sono computazionalmente costosi.

Nel presente lavoro di tesi, il ruolo del solvente é stato investigato utilizzando i metodi del
continuo noti come polarizable continuum model 0 PCM [26-29], e la sua variante conductor
polarizable continuum model o CPCM [30-33], come implementati nei codici di calcolo
Gaussian03 [17] e Gaussian09 [34].

Secondo tali modelli, il solvente € trattato come un continuo polarizzabile avente una data
costante dielettrica [25] ed il soluto € posto dentro una cavita all’interno del solvente.

Molti sono i parametri che influenzano questo modello ma il pit importante & senza dubbio €
la definizione della superficie della cavita che ospita il soluto [21-22].

Esistono diverse modalita di costruzione di questa superficie: per i modelli presi in esame,
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 I’impostazione di default ¢ quella che utilizza il modello topologico UAO
basato sui raggi ricavati dal campo di forza UFF. Secondo tale modello gli atomi di idrogeno
sono inglobati negli atomi pesanti a cui sono legati.

Nel Gaussian09, invece, ’impostazione di default ¢ quella basata sui raggi ricavati dal
campo di forza UFF con sfere esplicitate per ogni atomo presente, idrogeni compresi.
Esistono, tuttavia, anche altre opzioni disponibili che consentono di utilizzare valori
differenti per i raggi delle sfere”® o di modificarne il posizionamento.

Il valore dei raggi utilizzati per la costruzione delle sfere € in realta ottenuto moltiplicando il
valore dei raggi del modello topologico utilizzato per un fattore di scala o, settato a 1.0 per
Gaussian03 e a 1.1 per Gaussian09. Questo offre un’ulteriore possibilita di intervento
per la modifica della superficie dalla cavita.

Esistono anche diverse modalita per la costruzione della cavita: nel Gaussian03 il
default la superficie e ottenuta secondo lo schema SES (solvent excluding surface)
secondo il quale il solvente e impossibilitato a penetrare nella cavita la cui superficie e
resa piu regolare grazie all’aggiunta di sfere supplementari (Fig. 4); nel Gaussian09,
invece, il default € costituito dalla Van der Waals surface che impiega i raggi di Van der
Waals scalati e senza 'aggiunta delle sfere supplementari.

E possibile, inoltre, costruire superfici anche secondo altri schemi, ad esempio
aggiungendo il raggio del solvente?® ai raggi non scalati di atomi e gruppi (SAS: solvent
accesible surface; Fig. 4) o costruire superfici di isodensita in maniera statica (IPCM) o
autoconsistente (SCIPCM).

Ad ogni modo, una volta che & stata definita la cavita, la sua superficie &€ mappata in
maniera piu dettagliata attraverso piccole regioni denominate tessere, ognuna delle
quali & caratterizzata dalla propria area e dall’avere un vettore elettrostatico normale
alla superficie passante per il suo centro [32].

Tali tessere sono ottenute proiettando sulla superficie di ogni sfera le facce di un
poliedro, il pentakisdodecaedro (avente 60 facce), inscritto in essa. Le tessere derivanti
da sfere differenti e che si sovrappongono completamente sono scartate, mentre quelle

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

2 Ad esempio si puo utilizzare il modello topologico UAHF che fa uso di raggi ottimizzati per il livello di teoria HF
con basi 6-31G(d) o il modello topologico UAKS che fa uso, invece, di raggi ottimizzati il funzionale di scambio e
correlazione PBEO con basi 6-31G(d) o scegliere tra i raggi di Van der Waals o i raggi di Bondi o, ancora, i raggi di
Pauling, ecc.

¥ 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 la quale esso non puo andare.
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Solvent molecule
(Probe)

Solvent Excluded Surface (SES)

Fig. 4: Rappresentazione della superficie della 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 continuum in risposta alla polarizzazione (reaction field) & uguale
ad una distribuzione continua di carica fittizia, distribuita sulla superficie della cavita
molecolare [24]. Nella realta, la distribuzione continua € approssimata da una
distribuzione discreta di cariche puntuali poste sulla superficie della cavita: ad ogni
tessera e associata una carica e, quindi, un vettore elettrostatico.

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

totale si cancelli sulla superficie.

L’energia di solvatazione pud essere approssimata come somma di contributi [22,24]:

AGgoyy = AGgp + AGegy + AGgs + AG‘rep

Il primo termine, AG,;, € la componente elettrostatica dovuta all’interazione soluto-solvente
calcolata usando il metodo self-consistent reaction field o SCRF.

Il campo elettrico indotto nel solvente, infatti, interagisce con la densita elettronica del
solvente che cosi cambia. Cio equivale ad introdurre un termine perturbativo che tenga conto
delle interazioni elettrostatiche con il solvente nell’Hamiltoniano che descrive lo stato
elettronico del soluto

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

indotto del solvente, il calcolo di AG,; pud avvenire solo attraverso una procedura iterativa.
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In breve, le cariche indotte dalla densita elettronica del soluto sono calcolate in maniera
autoconsistente ed il potenziale ad esse associato utilizzato per la risoluzione
dell’Hamiltoniano perturbato: si ottiene cosi un nuovo valore per la densita elettronica da
utilizzare per ricalcolare le cariche indotte ed il potenziale ad esse associato e cosi via fino
all’ottenimento della piena convergenza [24,25].

Gli altri termini dell’equazione relativa a AGg,;,, rappresentano i contributi non-elettrostatici.
In particolare: AG,,,, € il termine di cavitazione, ovvero il lavoro che bisogna compiere per
creare la cavita nel solvente; AGy;, € il termine di dispersione dovuto alle forze di dispersione
di London tra soluto e sovente; AG,,, € il termine di repulsione quantomeccanica tra soluto e
solvente [24].

Se i calcoli in solvente forniscono energie piuttosto differenti rispetto a quelle ottenute da
calcoli in fase gassosa oppure se tali energie dipendessero significativamente dal valore di €
scelto, allora i calcoli effettuati in fase gassosa risultano poco attendibili [11,12].

In questo caso bisognerebbe testare un modello piu grande: 1’inaccuratezza insita nel modello
PCM diminuisce all’aumentare delle dimensioni del modello [12].

Inoltre, se i siti di taglio del modello sono lontani dal centro reattivo, I’effetto della
polarizzazione su di esso € in gran parte gia considerato nella trattazione quantomeccanica
[12].

La bontd dei calcoli teorici effettuati ¢ fornita dalla loro capacita di riprodurre i dati
sperimentali, in particolare della costante cinetica k. per quel che riguarda le reazioni
enzimatiche.

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

le costanti cinetiche della reazione attraverso la relazione

K KT _ac*
= ——e RT
h

dove: ke la costante cinetica
Kz € la costante di Boltzmann
h ¢ la costante di Planck
T ¢ 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 prime si traducono in grandi errori
nei valori delle seconde (per un errore di 1.4 kcal/mol sulla barriera energetica si compie un
errore di un ordine di grandezza nella k).

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

qualitativa.
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CAPITOLO IV: GLI STUDI EFFETTUATI




4.1 Le Inverzincine

Molti e importanti processi biologici, fra tutti il metabolismo, che hanno luogo all’interno
degli organismi viventi coinvolgono I’idrolisi di legami peptidici [1].

Rivestono, pertanto, grande importanza le peptidasi ovvero gli enzimi che catalizzano tale
reazione. In quanto promotori di una reazione di idrolisi, tali enzimi costituiscono una
sottoclasse delle idrolasi. Inoltre, a seconda se idrolizzano legami peptidici terminali o
interni sono denominati, rispettivamente, esopeptidasi o endopeptidasi.

La reazione di idrolisi di un legame peptidico presenta degli ostacoli, dovuti alla stabilita del
legame ammidico e alla scarsa nucleofilicita dell’acqua: entrambi questi ostacoli possono
essere superati dagli enzimi grazie ad una catalisi elettrofilica, ricorrendo, ciog, all’ausilio di
uno ione metallico.

Lo zinco, in particolare, dopo il ferro risulta essere il metallo di transizione piu abbondante
negli organismi viventi [2]. Una spiegazione di cio puo risiedere nella grande flessibilita che
i suoi ioni mostrano nell’adottare alcune geometrie di coordinazione e nella stabilita chimica
rispetto alle reazioni di ossidazione.

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

In particolare, un ampio numero di enzimi contenenti ioni Zn** sono accomunati dal
condividere per il sito di coordinazione dello ione metallico la sequenza HExxH, dove H &
I’amminoacido istidina, E ¢ I’amminoacido acido glutammico e x indica un amminoacido
generico. Questi enzimi vengono indicati con il nome di zincine.

Circa 30 anni fa, tuttavia, fu isolata e descritta [3-5] una metalloendopeptidasi di E. coli
contenente ioni zinco, la pitrilisina, che presentava, per il sito di coordinazione del metallo,
un motivo perfettamente speculare rispetto quello gia noto delle zincine: HxXEH anziché
HExxH.

Successivamente molte altre metalloendopeptidasi che presentavano questa caratteristica
furono isolate in piante, animali, lieviti e batteri e caratterizzate. A tali enzimi fu attribuito il
nome di inverzincine [6,7].

Sia nelle zincine che nelle inverzincine il sito di coordinazione del metallo & localizzato in
una oa-elica destrorsa e di lunghezza simile, ma nelle inverzincine tale struttura ha
un’orientazione opposta rispetto alla struttura delle zincine.

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

disposizione spaziale simile attorno al sito catalitico. Le zincine, tuttavia, mostrano una certa
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variabilita per quanto concerne il terzo ligando dello ione Zn?* che pud essere un residuo di
acido glutammico, di acido aspartico, di istidina o di cisteina, mentre per le inverzincine
questo & costituito esclusivamente da un residuo di acido glutammico [8].

Inoltre, zincine e inverzincine mostrano specificita e risposte agli inibitori differenti; in
particolare le zincine mostrano la caratteristica unica di essere inibiti dagli inibitori delle
cisteinoproteasi [9].

Le inverzincine costituisco la superfamiglia M16 che conta tre distinte sottofamiglie: la
M16A, la M16B e la M16C. L’insulin-degrading Enzyme (IDE) e la Mitochondrial
Processing Peptidase (MPP), oggetto di studio della presente tesi, sono rappresentanti,
rispettivamente, delle famiglie M16A e M16B.

4.2 L’Insulin-degrading enzyme

L’insulin-degrading enzyme o IDE (EC 3.4.24.56) & un omodimero di circa 220 kDa di
massa [7,10,11] espresso principalmente nel citosol cellulare, anche se é stato ritrovato in
molti organuli e strutture subcellulari, nei comparti extracellulari e anche in cellule che
risultano non sensibili all’insulina®, uno dei suoi substrati naturali [12-16]. Piu
specificatamente I’IDE ¢ stato trovato sulla superficie delle cellule endoteliali vascolari del
cervello umano [17]. | suoi substrati mostrano poca similarita tra loro in quanto a struttura
primaria. L’IDE, tuttavia, non risulta essere una peptidasi generale poiché processa numerosi
substrati, ma discrimina tra substrati simili: ad esempio processa I’insulina [18-20] ma non il
suo precursore pro-insulina [7,8,21-23].

L’idrolisi dei substrati operata dall’IDE avviene in maniera casuale, anche se con una
preferenza per siti idrofobici ingombrati. Sembra plausibile, quindi, ’ipotesi che I’IDE
riconosca elementi delle strutture secondaria e terziaria dei substrati [16].

Dettagliate analisi della struttura dell’IDE, culminate con la determinazione cristallografica
della struttura dell’enzima umano libero [11] e di suoi complessi con alcuni substrati [24],
hanno evidenziato la presenza di due distinti domini, uno C-terminale ed uno N-terminale,
legati tra loro da un loop di 28 aa. e da interazioni come legami ad idrogeno
[10,11,22,24,25].

Entrambi i domini sono necessari per la catalisi. In particolare, il dominio C-terminale &
responsabile della oligomerizzazione dell’IDE, della sua regolazione allosterica [10,26-30]

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

% Questo ha fatto ipotizzare che IDE sia coinvolto anche in processi differenti dall’idrolisi peptidica, come ad
esempio la differenzazione cellulare.
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ospita il sito di coordinazione dello ione Zn?*, costituito dalla catene laterali dei residui di
His-108, His-112 e Glu-189 [8,21,31], oltre al residuo di Glu-111, fondamentale per la
catalisi [22]. I due domini dell’IDE formano una cavita piuttosto ampia (~16.000 A®) capace
di ospitare substrati lunghi fino a circa 70 amminoacidi [23,24].

La parete formata dal dominio C-terminale risulta essere largamente positiva mentre quella
del dominio N-terminale per lo pil neutra o di carica negativa. Le dimensioni e la
distribuzione di carica, dunque, possono costituire due discriminanti per la specificita dei
substrati mostrata dall’IDE.

Il dominio N-terminale contiene, sempre all’interno della camera catalitica, un exosito per
I’ancoraggio del substrato: questo non richiede sequenze specifiche nel substrato poiché
avviene tramite interazioni tra il foglietto B dell’estremita N-terminale del substrato ed un
foglietto B presente all’interno della camera catalitica.

Le strutture cristallografiche dei complessi enzima-substrato hanno evidenziato come il
substrato legato all’enzima effettui una transizione da una struttura ad a-elica o a random coil
ad una struttura a foglietto . La flessibilita dei substrati sembra, quindi, costituire un’altra
discriminante per la specificita. In effetti, ¢ stato proposto che I'IDE riconosca ed idrolizzi i
suoi substrati in base alla loro capacita di formare depositi amiloidi®* [16].

Substrati per I'IDE sono, oltre all’insulina, anche 1’amilina [32], il peptide natriuretico atriale
[33], il glucagone [34], i peptidi ABri e ADan [35], i peptidi -amiloidi 1-40 e 1-42
[16,23,36-45]: tutti composti in grado di formare depositi amiloidi®.

4.2.1 1l meccanismo catalitico

Le strutture cristallografiche dell’enzima ottenute in assenza [11] ed in presenza [24] di
substrato hanno rivelato da un lato come I’IDE prediliga assumere una conformazione chiusa
(IDE®) e dall’altro I’assenza di una qualsiasi apertura che garantisca al substrato I’accesso
nella cavita catalitica.

Nella conformazione chiusa I'IDE ¢ in grado di condurre la sua azione catalitica ma non di
rilasciare i prodotti della reazione né di garantire 1’accesso del substrato al sito di reazione.

Di conseguenza, perché possa svolgere il suo compito, I’'IDE deve subire un cambiamento

3 peptidi amiloidi si caratterizzano per la lenta formazione di depositi insolubili formatisi per aggregazione degli
stessi peptidi in seguito ad una transizione della struttura a foglietto {3 [16].

%2 Depositi amiloidi sono stati riscontrati in pazienti diabetici nei punti dove si iniettavano I'insulina; I'amilina &
responsabile della formazione delle isole amiloidi pancreatiche in soggetti malati di diabete mellito di tipo Il o
insulino-resistente; ABri e ADan sono responsabili di alcune forme di demenza ereditaria; i peptidi B-amiloidi 1-40
e 1-42 sono invece associati con il Morbo di Alzheimer. Esistono, inoltre, numerose evidenze, anche di tipo
genetico, per una correlazione tra diabete mellito di tipo Il, Morbo di Alzheimer e IDE.
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conformazionale in modo da trovarsi nello stato aperto (IDE®) che garantisca 1’accesso alla
cavita interna [11] (Fig. 5).

Il meccanismo con cui avviene questo cambiamento conformazionale e cosa lo inneschi
sono a tutt’oggi sconosciuti. Questo comportamento, perd, ha suggerito per I’'IDE il
soprannome di enzima pac-man.

In ultima analisi, il ciclo puo cosi riassumersi: inizialmente I’IDE ¢ in una conformazione
chiusa; in seguito a perturbazioni termodinamiche o all’interazione con qualche effettore
I’IDE assume la conformazione aperta grazie alla quale puo inglobare il substrato, dopodiché
riassume la conformazione chiusa, nella quale il substrato subisce il cambio conformazionale
a foglietto B e, successivamente, 1’idrolisi; una seconda transizione dell’IDE verso la
conformazione aperta permette il rilascio dei prodotti: a questo punto 1’enzima € pronto a

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

closed-to-open
switch

IDE®
(PDB ID 2JG4)

S —
Ap proteolysis
and products S8

release

IDEC+AR IDEC+Ap

(PDB ID 2G47)

Fig. 5: Equilibrio conformazionale dell’IDE tra la forma chiusa IDE® e la forma aperta IDE°® [22]. Per i dettagli si veda
il testo

Il meccanismo esatto con cui avviene I’idrolisi ad opera dell’IDE non € noto, tuttavia sulla
base delle similarita con altre endopeptidasi contenenti ioni Zn®* ne & stato proposto uno
(Schema 1) secondo il quale il residuo di Glu-111 agisce da base generale deprotonando una
molecola di acqua coordinata allo ione Zn*": lo ione idrossido cosi generato conduce un

attacco nucleofilo sul carbonile producendo un intermedio tetraedrico.
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In un secondo tempo il Glu-111, attraverso un meccanismo concertato, trasferisce 1’idrogeno
acquisito dall’acqua al gruppo uscente, estraendo nel contempo I’altro atomo di idrogeno

dallo ione idrossido, provocando la rottura del legame peptidico.
4.2.2 1 modelli studiati

Il meccanismo di idrolisi ipotizzato per I’IDE € stato oggetto di uno studio computazionale
(vedi Articolo I).

Sulla base della struttura cristallografica dell’enzima con la catena  dell’insulina (PDB
code: 2G54) e delle indicazioni sperimentali sono stati costruiti 3 diversi modelli del sito
catalitico di dimensioni crescenti, denominati rispettivamente modello A, B e C.

Il modello A (Fig. 6), il piu piccolo dei tre con i suoi 111 atomi, € composto dai residui His-
108, His-112, Glu-189 ed una molecola di acqua come ligandi dello ione Zn*, dai residui
Arg-824 e Tyr-831, formanti legami ad idrogeno con il substrato costituito dai residui 15-17,
rispettivamente Leu, Tyr e Leu, della catena 8 dell’insulina.

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

17.
j\( 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 meccanismo catalitico dell’IDE. Gli atomi
contrassegnati con |'asterisco sono quelli mantenuti bloccati durante le ottimizzazioni

Nel modello A, che ha carica totale +1 e molteplicita 1, i residui amminoacidici di His sono
stati simulati con metil-imidazoli, i Glu con ioni acetato, ’Arg con lo ione N-
metilguanidinio, la Tyr con p-metilfenolo. Tutti gli atomi di carbonio dei gruppi metile di tali

residui sono stati tenuti fissi nelle loro posizioni cristallografiche durante le ottimizzazioni. I
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substrato & stato approssimato con il peptide trialanina la cui estremita C-terminale é sotto
forma di N-metilammide, mentre quella N-terminale & N-metil sostituta.

O\H
Products < ~ _H
H,0 ) ol OI/
y Zn
R TN
H / & \ N
R\,‘\l N, O N (Hisios
v H Glu189 )
.H His112
(e} (0]
/Q O\ / Enzyme
al 111O/H & n\N
! O N Hiso
Glulsd  yji1p
Prod
H R
[ e
R=NY “H
HY
o o9
/(\”\_.H' \Ln
o SO~
Glu111 N N
(6] N  His108
— Glulgd  yii1p —
TS3
H
| R
R-N N
H," H
- (0]
(0] o ‘
/(\ / \Zn
s O H ST SN — _
S H
O N Hislos \ N—R
G189  Hisl12 R\,N /
O—H- y
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\ /<\ H/ \Z/n
ot 07 \\\ N
O N Hisi08
GlUBY i1tz
TS2

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

Rispetto al modello A sono inclusi il Glu-182 e il legame peptidico compreso tra i residui di
Thr-220 e di Gly-221, appartenenti alla seconda sfera di coordinazione dello ione Zn®*. In
particolare, da dati di letteratura, il Glu-182 risulta essere un residuo conservato e appare
avere un ruolo di regolatore dell’attivita enzimatica; inoltre esso va ad interagire con legame
idrogeno con il residuo di Arg-824. L’interazione con la catena principale compresa tra Thr-
220 e Gly-221, invece, pare non essere mai stata evidenziata in precedenza. Anche in questo
caso i residui sono stati simulati da uno ione acetato e da N-metilacetammide,
rispettivamente. In aggiunta, oltre agli atomi gia bloccati nel modello A, anche gli atomi di

carbonio dei gruppi metili dei residui aggiunti sono stati mantenuti fermi.
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Fig.7: Rappresentazione del modello B utilizzato nello studio del meccanismo catalitico dell’IDE. Gli atomi
contrassegnati dall’asterisco sono quelli mantenuti bloccati durante le ottimizzazioni

Il modello C (Fig. 8), infine, conta 159 atomi e, come il modello B, ha carica nulla e
molteplicita 1. Tale modello si differenzia dal precedente in quanto sono state reintrodotte le
catene laterali del substrato reale.

4.2.3 I risultati ottenuti per ’'IDE

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

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

della barriera energetica® per I’attacco nucleofilico ad opera dello ione OH legato allo Zn**

sul carbonile (oltre 30 kcal/mol) ha infatti dimostrato 1’inadeguatezza del modello.
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Fig. 8: Rappresentazione del modello B utilizzato nello studio del meccanismo catalitico dell’IDE. Gli atomi
contrassegnati dall’asterisco sono quelli mantenuti bloccati durante le ottimizzazioni

L’inclusione nel modello della seconda sfera di coordinazione dello ione metallico (modello
B) ha condotto a risultati soddisfacenti: il rate limiting step presenta una barriera di poco
meno di 16 kcal/mol (Fig. 9).

In breve, lo ione OH legato allo Zn** conduce un attacco nucleofilico sul carbonile
generando un primo stato di transizione (TS1) che evolve in un primo intermedio (INT1) in
cui il residuo Glu-111 interagisce tramite un legame a ponte idrogeno con il gruppo OH. A
questo intermedio segue un secondo stato di transizione (TS2) in cui il suddetto Glu-111
compie un movimento di pseudo rotazione per andare a formare un nuovo legame idrogeno
con il gruppo uscente e ristabilire quello con il gruppo OH (INT2). Questo moto richiede
circa 3.5 kcal/mol. AI’INT2 fa seguito un terzo stato di transizione (TS3) nel quale si
osserva 1’avvenuta cessione del protone al gruppo uscente e uno shift del protone legato al
gruppo OH del sustrato al Glu-111 con contemporaneo stretching del legame C-N. Da un

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

3 Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli single-point effettuati in solvente utilizzando il modello
CPCM con €=4 su strutture ottimizzate in fase gassosa
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di 3 kcal/mol indicando come questa seconda parte del cammino energetico risulti piuttosto
piatta se non proprio discendente.

L’ultimo intermedio (PROD) presenta I’estremita C-terminale del substrato, ormai lontana da
quella N-terminale, ancora legata allo ione metallico. Il residuo Glu-111 rimane in uno stato
protonato. Il ripristino dell’enzima attivo richiede che qualche altro residuo presente acquisti
il protone da Glu-111. Questo aspetto, tuttavia, non € stato investigato poiché lo scopo dello
studio é stato quello di elucidare il meccanismo dell’idrolisi.

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

INSULIN-DEGRADING ENZYME
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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: Profilo energetico per la reazione di idrolisi effettuata utilizzando il modello B

La descrizione dettagliata del meccanismo catalitico e le figure relative alle geometrie di
equilibrio possono essere trovate nell’articolo 1.

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
di Arg-824 serve all’ancoraggio del substrato; 2) il residuo di Tyr-831 non solo ancora il
substrato ma concorre a stabilizzare la carica negativa che si genera in seguito all’attacco
nucleofilo; 3) il residuo di Glu-111 agisce non solo come base generale ma anche come
shuttle protonico risultando indispensabile per la catalisi; 4) I’effetto della seconda sfera di
coordinazione dello ione Zn** si esplica non solo in termini elettronici ma anche in termini di
carica del sistema che passa da +1 a 0; 5) ’approssimazione fatta per il substrato (modello B)

risulta valida ai fini dell’energetica di reazione e della determinazione strutturale dei punti
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stazionari: cid consente di operare un risparmio sui tempi di calcolo; 6) 1’enzima lavora
altrettanto bene con due tripeptidi differenti, pur simili per natura idrofobica, riproducendo il
dato sperimentale che vede I’IDE non richiedere specifiche sequenze di riconoscimento del
substrato; 7) la reazione €, in ogni caso esotermica e lo stadio che determina la cinetica di

reazione € 1’attacco nucleofilo.
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Fig. 10: Profilo energetico per la reazione di idrolisi effettuata utilizzando il modello C

4.3 La Mitochondrial Processing Peptidase: il suo ruolo nei mitocondri

I mitocondri [46,47] possono essere considerati, a tutti gli effetti, le centrali energetiche delle
cellule. Essi, infatti, sono 1'unico organulo cellulare che consuma ossigeno (nella cosiddetta
catena respiratoria) per formare molecole di ATP ad alta energia.

Il mitocondrio, inoltre, & la sede in cui avvengono altri importanti processi biochimici quali il
ciclo di Krebs, il ciclo dell’urea e il metabolismo degli acidi grassi, solo per citarne alcuni.

La loro diffusione & praticamente ubiquitaria: si ritrovano, infatti, anche se in misura
differente, in tutte le cellule, sia che appartengano al regno animale, sia che appartengano al
regno vegetale o a quello dei funghi o dei batteri.

I mitocondri sono costituiti da una membrana esterna, regolare e abbastanza porosa, e da una
membrana interna che presenta delle profonde increspature (le cosiddette creste) e altamente
selettiva. Si vengono cosi a determinare tre differenti ambienti: il citosol esternamente ad

essi, uno spazio intermembrana ed una soluzione acquosa interna nota come matrice.
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Sebbene dotati di codice genetico e degli apparati necessari per la sintesi proteica, la maggior
parte delle proteine necessarie per il funzionamento dei mitocondri sono codificate nel
nucleo della cellula e sintetizzate nel citoplasma.

Queste proteine, cosi come accade per quelle destinate ad altri organelli cellulari, sono
indirizzate ai mitocondri grazie ad un segnale peptidico, noto come presequenza, posto
all’estremita N-terminale della catena proteica e successivamente importati nella matrice

mitocondriale attraverso delle traslocasi di membrana (Fig. 11) [48].
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Fig. 11: Importazione e processo di proteine citoplasmatiche nei mitocondri. Le proteine sintetizzate nel
citoplasma sono condotte ai mitocondri da alcune chaperonine (CH) e, attraverso i recettori (R) della
membrana esterna (OM) e alle traslocasi della membrana esterna (TOM) e di quella interna (TIM),
introdotte nella matrice dove la MPP taglia via la presequenza. Le proteine ottenute possono essere
indirizzate attraverso la membrana interna (IM) verso lo spazio intermembrana (IMS), dove la peptidasi
della membrana interna (IMP) le porta a maturazione, oppure trovarsi nella forma attiva o in una forma
intermedia maturata poi dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIP). (adattato da rif. 47)

Giunte nella matrice, mentre iniziano a ripiegarsi [49], le proteine provenienti dal citoplasma
sono idrolizzate ad opera della Mitochondrial Processing Peptidase 0 MPP (EC 3.4.24.64)
che taglia via la presequenza [7,48,50].

Molte malattie dell’'uomo sono correlate a mancanza di proteine mitocondriali codificate dal
nucleo della cellula [48,51]. Un’alterazione della funzionalita della MPP porta ad un
accumulo dei peptidi precursori nella matrice che ha come conseguenza un rallentamento

della crescita cellulare e, infine, la morte [52-55].
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La necessita di eliminare la presequenza dalle catene peptidiche é richiesta per un corretto
folding della proteina: in caso contrario gli enzimi risultano meno attivi e meno stabili
termodinamicamente [48,52].

La MPP, dunque, svolge un ruolo fondamentale per la vita, idrolizzando praticamente tutte le

proteine mitocondriali provenienti dal citoplasma®.

4.3.1 Le caratteristiche strutturali della MPP

La MPP ¢ stata isolata e caratterizzata in numerosi organismi [53-65]. Essa risulta composta
da due differenti unita, indicate come o e (3, la cui localizzazione differisce a secondo
dell’organismo considerato: nelle piante fanno parte del complesso bcl della catena
respiratoria; nel lievito una subunita ¢ localizzata nella matrice mentre 1’altra continua a far
parte del suddetto complesso; negli animali e nei funghi entrambe le subunita sono presenti
nella matrice, mentre nel complesso bcl sono presenti delle subunita omologhe che hanno
perso la capacita di idrolisi®.

Ogni subunita é sintetizzata nel citoplasma come precursore piu grande ed importata nei
mitocondri dove in maniera autocatalitica o, piu probabilmente, grazie alla presenza di MPP
preesistente viene attivata [54-56,58,60].

Le subunita, in aggiunta, risultano essere altamente omologhe tra di loro [56,58,60] e con i
domini N-terminale e C-terminale dell’IDE [24].

Ognuna di essa, presa singolarmente, non possiede attivita di peptidasi: perché ’enzima sia
attivo sono, infatti, richieste entrambe le subunita [55,58,65-67].

La MPP, quindi, € un eterodimero avente una massa molare di circa 100-110 kDa.

La subunitd o, in particolare, ha una massa molare di circa 52-57 kDa. Il suo ruolo sembra
essere quello di riconoscere le presequenze, specie quelle piu lunghe, attraverso molteplici
siti di legame carichi negativamente presenti nel suo dominio C-terminale [56,68-72] e
tramite una regione altamente conservata ricca di residui di glicina e di istidina [7,48,50,71].
La subunita B, invece, ha una massa molare di circa 50-55 kDa e contiene la caratteristica
sequenza HXXEH tipica delle inverzincine [71].

Per svolgere la sua attivita catalitica la MPP richiede, infatti, uno ione Zn”* in mancanza del

quale I’enzima risulta inattivato. Tuttavia, altri metalli come Mn?*, Co®*, Mg**, Fe?*, Ni*

3. N . . . o .

* In realta, molte delle proteine destinate alla membrana esterna e le proteine carriers della membrana interna
non presentano presequenze da eliminare [48].

3! . Y . . e

> In 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 catalitico anche se per questo non c¢’¢ evidenza
diretta.

La subunita B, inoltre, contiene numerosi residui amminoacidici acidi conservati che
risultano importanti per il riconoscimento del substrato [72-75].

Nel complesso, quindi, le due subunita formano una cavita catalitica di carica negativa
[7,68,71]. In aggiunta, le pareti della cavita contengono delle strutture B-sheet che
costituiscono un’impalcatura per il legame del substrato tramite legami idrogeno [71,75].
Questo ben si accorda con il fatto che le presequenze presentano numerosi residui sia basici
(carichi positivamente) che idrossilati, ma molto raramente acidi (carichi negativamente).

Le sole interazioni elettrostatiche, tuttavia, non spiegano la specificita dell’azione catalitica
della MPP: si stima che nei mammiferi la MPP processi ad un singolo e ben definito sito
oltre 1000 presequenze che hanno poco in comune in termini di lunghezza (variano da 8 a
circa 69 amminoacidi) e di struttura primaria.

La MPP, pertanto, deve riconoscere elementi strutturali [56,57]. In particolare, risultano
importanti la presenza di residui basici distali e di uno prossimale al sito di taglio, collegati
da una regione di lunghezza variabile ma piuttosto flessibile [56,61,74-78].

Molte pre-proteine mostrano, per il sito di taglio, un motivo costituito dalla sequenza
Rx|®YY, dove | indica il legame idrolizzato, R un residuo di arginina, ® un residuo
idrofobico ingombrato e W un residuo idrofilico [61,62,76,77]; in alcuni casi il residuo di
arginina & localizzato tre amminoacidi prima del sito di taglio, mentre in altri casi &
posizionato ben dieci residui distante da questo®; in circa un terzo dei casi, infine, esso
manca del tutto, indicando come la presenza di tale amminoacido possa essere importante ma
non sufficiente a guidare I’azione della MPP [48,80].

Le estese interazioni tra substrato ed enzima, infatti, consentono di processare con alta
specificita anche quelle pre-proteine che non soddisfano appieno tutti i requisiti richiesti per
la catalisi [75].

4.3.2 1l meccanismo ipotizzato

La specificita ed il meccanismo di azione della MPP rimangono enigmatici, soprattutto alla

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

* In questi casi, in realtd, la MPP idrolizza la pre-proteina ad una forma intermedia che & successivamente
trasformata nella proteina matura dalla peptidasi mitocondriale intermedia (MIP) che taglia via un octapeptide
dall’estremita N-terminale [79].
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La determinazione delle strutture della MPP libera e della MPP legata ad un substrato [71] ha
permesso di effettuare un paragone con le strutture di altri metallo-enzimi afferenti sia alla
famiglia delle inverzincine che ad altre famiglie e di confrontarne le ipotesi di meccanismo.
In particolare, le strutture cristallografiche mostrano la presenza di una molecola di acqua
come quarto ligando dello ione Zn*".

Tale molecola, inoltre, si colloca alla giusta distanza per la formazione di un legame
idrogeno con il residuo di Glu-73 che cosi puo agire come base generale.

E cosi plausibile ipotizzare che il sito attivo contenga in realta uno ione idrossido coordinato
al sito metallico (Schema 2) o, quantomeno, una molecola di acqua fortemente attivata.

Il meccanismo ipotizzato, pertanto, richiama da vicino quello proposto in precedenza per
I’IDE: lo ione idrossido conduce un attacco nucleofilo sul carbonile del substrato formando
un intermedio tetraedrico che evolve poi in secondo intermedio in cui il residuo di Glu-73 ha
trasferito un protone al gruppo uscente; la deprotonazione del gruppo OH legato al carbonile
sempre ad opera del Glu-73 porta infine alla rottura del legame C-N ed alla formazione dei

prodotti.
4.3.3 1l modello utilizzato

L’ipotesi di meccanismo catalitico formulata per la Mithocondrial Processing Peptidase ¢
vagliata attraverso uno studio computazionale.

Nell’effettuare lo studio si & fatto ricorso ad un modello di sito catalitico ricavato dalla
struttura cristallografica del complesso enzima-substrato dove, piu specificatamente,
I’enzima ¢ quello del lievito e il substrato € costituito dal peptide 2-25 della subunita 1V della
citocromo ossidasi (COX IV; PDB code: 1HRS).

Nella costruzione del modello si & tenuto conto delle indicazioni sperimentali ricavate dalla
determinazione della suddetta struttura e dai numerosi studi anch’essi sperimentali che hanno
interessato la MPP.

Il modello in questione (Fig. 12) é stato ottenuto prendendo in considerazione la sola
subunita B in quanto & questa che contiene il sito di coordinazione dello ione Zn*, mentre la
subunita a non interagisce con la presequenza della COX V.

Nello specifico, nel modello sono stati inclusi: due residui di istidina (His-70 e His-74), uno
di glutammato (Glu-150) ed una molecola di acqua in quanto ligandi dello ione Zn?*, un

residuo di glutammato (Glu-73) che agisce come base generale, un altro (Glu-160) che forma

67



un ponte salino con il residuo di arginina del substrato ed un terzo glutammato®’ (Glu-143)
interagente con His-74. Completano il modello la porzione di un foglietto B posizionato

immediatamente sopra in sito catalitico ed interagente con il substrato nonché il substrato

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

% Dati di letteratura indicano come il Glu-143 eserciti un’influenza sulla capacita di His-74 di ritenere lo ione
metallico e di riflesso sulla catalisi [72].
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In particolare, i residui del foglietto B considerati sono quelli di una treonina (Thr-103), di
una tirosina (Tyr-102) e parte di una alanina (Ala-101). L’estremita C-terminale di Thr-103 &
in forma ammidica, cosi da simulare il legame peptidico, mentre la Tyr-102 ¢ modellata con
un residuo di alanina e 1’Ala-101 ¢ troncata al carbonio a. Durante le ottimizzazioni 1’atomo
di azoto legato all’estremita C-terminale della Thr-103 e il carbonio metilico rappresentante
il carbonio a di Ala-101 sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni di origine.

Il substrato, infine, € composto da un tetrapeptide formato dai residui di Thr-15, Arg-16, Thr-
17 e Leu-18, essendo il legame interessato dall’idrolisi quello tra la Thr-17 e la Leu-18.
L’estremita N-terminale del substrato € in forma amminica libera mentre quella C-terminale
e in forma metil-ammidica. Non sono state introdotte approssimazioni per quanto riguarda le
catene laterali del tetrapeptide.
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Fig. 12: Modello del sito catalitico della MPP. In rosso il substrato, in blu I'enzima. Gli atomi contrassegnati
dall’asterisco sono quelli mantenuti bloccati durante le ottimizzazioni.

Tutti i residui di glutammato considerati nel modello, e cioé Glu-73, Glu-143, Glu-150, Glu-
160, sono stati simulati con ioni acetato, mentre la His-70 e la His-74 con molecole di
imidazolo. Il carbonio metilico degli ioni acetato e gli atomi di idrogeno degli imidazoli in
posizione 4 dell’anello sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni cristallografiche.

In definitiva, il modello consta di 161 atomi per una carica totale pari a -1 e una molteplicita
pari ad 1.

Un attento confronto tra il modello utilizzato per lo studio della MPP ed i modelli impiegati
nello studio dell’IDE consente di porre in rilievo alcune differenze relativamente

all’organizzazione strutturale del sito catalitico.
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Nonostante la disposizione dei residui attorno allo ione metallico sia simile nei due enzimi,
nel caso della MPP si nota 1’assenza del residuo di tirosina o di qualche altro amminoacido
che ne svolga le funzioni: stabilizzare la carica negativa che si genera al carbonile in seguito

all’attacco nucleofilo operato dallo ione idrossido legato allo Zn**.

4.3.4 | risultati dello studio sulla MPP

L’ottimizzazione del complesso enzima-substrato della MPP ha permesso di metterne in
rilievo alcune peculiarita strutturali quali la breve distanza, circa 1.37 A, intercorrente 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 piu di 2,10 A, tra I’atomo di ossigeno del carbonile e 1’atomo di
idrogeno del legame ammidico formato dai residui di Leu-18 e Cys-19 del substrato.

La descrizione dettagliata del meccanismo catalitico, le figure relative alle strutture del
complesso enzima-substrato e dei successivi punti stazionari nonché i parametri geometrici
pit significativi relativi ad esse saranno presentati in un articolo che attualmente & in
preparazione.

Successivamente al complesso enzima-substrato si colloca il primo stato di transizione (TS1)
in cui lo ione idrossido conduce un attacco nucleofilo sul carbonile della Thr-17 del substrato
che risulta essere ora coordinato allo ione metallico. Lo ione idrossido si allontana
sensibilmente dallo ione Zn®* (circa 0,9 A) e dal Glu-73 (di circa 0,2 A). La distanza tra
I’ossigeno del carbonile e I’idrogeno ammidico si accorcia fino a 1.93 A, suggerendo un
possibile effetto stabilizzante dell’incipiente carica negativa che si forma e svolgendo un
ruolo simile a quello della Tyr-831 nell’IDE.

Da un punto di vista energetico® il TS1 si pone 20,37 kcal/mol al di sopra del complesso
enzima-substrato (Fig. 13).

Il TS1 evolve, quindi, nel primo intermedio (INT1) strutturalmente simile ad esso ma piu
stabile per circa 4 kcal/mol.

AIP'INTI fa seguito il secondo stato di transizione (TS2) in cui il legame a idrogeno tra il
Glu-73 ed il gruppo OH legato al carbonile si allenta mentre se ne cominciano a formare altri

due nuovi, uno tra il gruppo OH di Glu-73 e I’atomo di azoto del gruppo uscente ed uno tra il

% Tutti i valori energetici riportati si riferiscono a calcoli single-point effettuati in solvente utilizzando il modello
CPCM con €=4 su strutture ottimizzate in fase gassosa

70



gruppo OH legato al carbonile e I’atomo di ossigeno dello stesso Glu-73. Questa struttura
risulta essere circa 7.7 kcal/mol al di sopra del precedente INT1.

Nell’INT2 successivo al TS2 la rete di legami a idrogeno tra il Glu-73 ed il substrato viene
consolidata. L ossigeno del carbonile, tuttavia, non interagisce pit con 1’idrogeno ammidico
del legame tra Leu-18 e Cys-19 ma forma un nuovo legame a idrogeno con la catena laterale
di Thr-17. Energeticamente questa struttura risulta piu stabile del precedente TS2 di circa
13,9 kcal/mol.

Il successivo step del meccanismo prevede uno shift protonico dal Glu-73 all’atomo di azoto
del gruppo uscente per formare il corrispondente intermedio (INT3), passando attraverso un
terzo stato di transizione (TS3).

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

In particolare, operando una scansione sulla coordinata di reazione, ovvero lungo la distanza
di legame tra ’atomo di idrogeno e 1’atomo di ossigeno di Glu-73, si & trovata una struttura
con un massimo di energia di appena 0,3 kcal/mol rispetto il precedente INT2.

In aggiunta, il tentativo fatto utilizzando un livello di teoria piu basso (HF invece che DFT),
in modo da ricavare le costanti di forza del moto molecolare da utilizzare nella successiva
ottimizzazione DFT, ha consentito 1’individuazione del TS3 a livello HF ma non a livello
DFT .

E noto che il funzionale B3LYP, utilizzato nelle ottimizzazioni DFT, tende a sottostimare le
barriere energetiche relative a trasferimenti protonici: questa osservazione, unita alla piccola
barriera energetica ricavata dalla scansione, pud spiegare il perché della mancata
localizzazione del TS3.

In ogni caso, nel pattern di reazione, in luogo della struttura del TS3 pienamente ottimizzata,
e stata inserita la struttura corrispondente al massimo energetico della scansione.
Riprendendo la descrizione del meccanismo catalitico, il TS3 evolve nell’INT3 piu stabile di
questo di oltre 6.3 kcal/mol.

Dall’INT3 si arriva, infine ai prodotti, dove il legame peptidico & ormai idrolizzato, passando
attraverso il TS4 in cui il legame C-N & quasi completamente rotto (2,08 A), mentre il
protone & ceduto dal gruppo OH del carbonile al Glu-73. In aggiunta, nel TS4, il legame a
idrogeno tra la catena laterale della Thr-17 e ’ossigeno del carbonile si allenta, per rompersi
definitivamente nei prodotti.

Dal punto di vista energetico il TS4 risulta essere circa 3.3 kcal/mol al di sopra dell’INT3,
mentre i prodotti sono piu stabili del TS4 di circa 16.8 kcal/mol.

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

essere esotermica per poco meno di 10 kcal/mol; 2) lo stadio lento & rappresentato
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dall’attacco nucleofilo, anche se il valore energetico della barriera & al limite dell’evento
catalitico; 3) il Glu-73, cosi come accade nel caso dell’IDE, agisce sia da base generale
promuovendo la formazione di uno ione idrossido o quantomeno attivando la molecola di
H,0, sia da shuttle protonico favorendo I’allontanamento del gruppo uscente; 4) il ruolo
svolto nell’IDE dalla Tyr-831 pud essere svolto nella MPP dalla catena principale del
substrato o dalla catena laterale della Thr-17: si potrebbe speculare che la richiesta per un
amminoacido idrofilico in posizione P,” o P35’ del substrato, cio¢ distante due o tre
amminoacidi in direzione C-terminale rispetto al sito di taglio, sia dettata dalla necessita di
stabilizzare la carica negativa al carbonile.

Nel caso della COX IV tali amminoacidi sono, rispettivamente, cisteina e serina: nelle
coordinate cristallografiche del complesso enzima-substrato, tuttavia, la Cys-19 risulta
scarsamente visibile, mentre i residui 20-25 non sono determinati [71].

Lo sviluppo di nuovi funzionali esplicitamente progettati per la determinazione delle barriere
energetiche uniti ai limiti riconosciuti al funzionale B3LYP per questo e per altri aspetti,
come gia esposto nel capitolo 2, e all’ottenimento di una barriera energetica per lo stadio
lento del meccanismo della MPP al limite dell’evento catalitico, hanno suggerito nuovi
calcoli con il funzionale MPWB1K.

Il pattern energetico cosi ottenuto € riportato in grafico (Fig. 13): tutti i punti stazionari ad
eccezione del TS4 e dei prodotti risultano sistematicamente stabilizzati di circa 8-9 kcal/mol;
solo il TS4 ¢ stabilizzato di circa 4 kcal/mol mentre 1’esotermicita della reazione risulta
ridotta di meno di 1 kcal/mol.

Ad un’attenta analisi si pud osservare una piccola variazione rispetto al meccanismo
proposto per I’IDE.

Successivamente alla formazione dell’intermedio tetraedrico (INT1) e alla pseudo-rotazione
del Glu-73 per formare il secondo intermedio (INT2) in cui si ha la formazione di un legame
a idrogeno tra I’atomo di azoto del gruppo uscente ed il gruppo OH di Glu-73 e di un
secondo legame idrogeno tra il gruppo OH legato al carbonile e 1’atomo di O dello stesso
Glu-73, si situa un terzo intermedio (INT3) in cui il Glu-73 ha trasferito I’atomo di idrogeno:
si ha quindi I’aggiunta di un ulteriore intermedio e del relativo stato di transizione che
conduce ad esso (TS3).

Nel meccanismo ipotizzato per I'IDE, successivamente all’INT2 si collocava uno stato di
transizione che conduceva ai prodotti ed in cui la cessione dell’idrogeno al gruppo uscente
era contemporanea alla rottura del legame ammidico e alla deprotonazione del gruppo OH

legato al carbonile.
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Eccettuato questo passaggio supplementare, il resto del meccanismo ipotizzato € simile a

quello proposto per 'IDE.

MPP Solvent phase (CPCM;e=4)
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Fig. 13: Confronto tra i pattern energetici relativi al meccanismo catalitico della MPP ottenuti con in funzionali
B3LYP e MPWBI1K in solvente utilizzando il modello CPCM ed una valore di e=4

4.4 Le Anidrasi Carboniche

L’anidride carbonica (CO,) & una piccola molecola apolare presente come gas nell’atmosfera
in piccole quantita, appena lo 0.04 % in volume. Eppure, questa piccola molecola riveste una
grande importanza e non solo per il sempre attuale problema del surriscaldamento globale.

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

La sua disponibilita ed il suo trasporto, pertanto, risultano essere importanti per tutti gli
organismi viventi.

Come gas, la CO, diffonde piuttosto lentamente, mentre in soluzione tende a sommare una
molecola di acqua per produrre acido carbonico che, a seconda del pH, pud cedere uno o due
protoni per formare, rispettivamente, ioni bicarbonato e carbonato oppure restare in forma
neutra [81]. L’idratazione € una reazione di equilibrio lenta a differenza delle reazioni di

deprotonazioni che sono considerate istantanee [82].
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Le condizioni di pH dei mari fanno si che quasi tutta la CO, disciolta in essi sia presente
come ione bicarbonato e come tale non pud attraversare la membrana cellulare a meno che
non siano presenti dei sistemi di scambio.

In aggiunta, anche nei cloroplasti le condizioni ambientali sono tali da favorire la formazione
dello ione bicarbonato, mentre 1’enzima fotosintetico Rubisco ha come substrato la CO,: €
richiesta, pertanto, una “riconversione” dello ione bicarbonato in CO, [83].

Non sorprende, quindi, che praticamente tutti gli organismi viventi, sin dai primordi [84], per
poter effettuare il processo di fotosintesi [82] o il processo della respirazione [85] abbiano
dovuto sviluppare un sistema per la conversione, il trasporto e I’accumulo della CO,.
L’anidrasi carbonica (CA) (EC 4.2.1.1) sembra svolgere egregiamente questo compito. Esso

€ un metallo-enzima che catalizza I’idratazione reversibile della CO, in soluzione.

CO, + H,0 2 HCO3 + H*

Il ruolo dell’anidrasi carbonica negli organismi viventi non ¢ pero limitato al semplice
trasporto della CO,, ma coinvolge, tra le altre cose, anche funzioni di regolazione del pH, di
trasporto di ioni e di omeostasi della CO,. Nei mammiferi, ad esempio, la CA ¢ coinvolta in
numerosi altri processi quali la gluconeogenesi, I’ureagenesi, la lipogenesi, la calcificazione
ed il riassorbimento osseo, la riproduzione, la visione, la digestione e molti altri ancora
[83,85-87]. L’interesse per la CA, comunque, non ¢ dettato solo dal suo coinvolgimento in
cosi tanti processi biologici ma anche perché implicata in molte malattie umane, incluse
alcune forme tumorali. Inoltre, la sua presenza in organismi quali funghi e batteri la rendono
un possibile target nello sviluppo di farmaci contro le infezioni [84,86].

La diffusione ubiquitaria della CA tra gli organismi viventi e il suo diffuso coinvolgimento
nei loro cicli biologici hanno fatto si che questo enzima sia presente sotto molte isoforme e
con differenti strutture.

Dipendentemente dalla sua struttura e dalla diversita dei geni che codificano per essa, la CA
puo essere ripartita in almeno quattro differenti classi, denominate, rispettivamente, «, B, y e
5 [82-88].

Gli enzimi della classe a sono diffusi in quasi tutti gli organismi viventi, ma costituiscono
le uniche CA finora caratterizzate nei mammiferi e come tali sono anche le piu studiate: fino
ad ora sono state identificate sedici isoforme differenti, di cui tre prive di attivita catalitica,
ripartite tra forme citoplasmatiche, forme associate a membrane e forme secrete. Ogni

isoforma presenta differenti cinetiche di reazione e risposte agli inibitori [89-92].
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Gli enzimi appartenenti a questa classe sono presenti per lo pit come monomeri di circa 30
kDa e presentano tutti un sito attivo contenente tre residui di istidina quali ligandi dello ione
metallico.

Gli enzimi della classe 8 sono anche essi ampiamente espressi nei vari organismi viventi,
anche se meno ampiamente degli enzimi di classe a dai quali differiscono sia per il sito
attivo, il quale presenta due residui di cisteina ed uno di istidina come ligandi dello ione
metallico, sia per la tendenza a formare oligomeri a base di dimeri. Gli enzimi appartenenti a
questa classe sono anche gli unici, fra tutte la CA, a mostrare una regolazione allosterica
[93,94].

La classe y conta, in realta, un solo enzima, denominato Cam e presente come omotrimero
nell’archeobatterio Methanosarcina thermofila. Nonostante le differenze strutturali (contiene
ad esempio eliche B sinistrorse), il sito catalitico richiama quello degli enzimi di classe o:
delle tre istidine, perd, due provengono da un monomero mentre la terza e fornita da un
monomero adiacente. In aggiunta, lo ione metallico coordina due molecole di acqua e non
solo una come avviene invece per gli enzimi delle altri classi.

Anche la classe & si compone di un solo enzima, la TWCAL, isolato dalla diatomea
Thalassiosira weissflogii. Questo enzima presenta delle caratteristiche strutturali molto simili
a quelle degli enzimi di classe a, con un sito catalitico contenente i tre residui istidinici [95],
ma con una sequenza genica differente da tutte quelle riferibili agli enzimi della altre classi.
Tutte le CA, a prescindere dallo loro inclusione in una classe piuttosto che un’altra,
richiedono come cofattore lo ione Zn?*. L’enzima Cam, tuttavia, presenta delle velocita di
idratazione piu elevate nel caso in cui lo ione Zn?** & sostituito dallo ione Fe** o dallo ione
Co?" [88], mentre attivita degli enzimi della classe a [89] e dell’enzima TWCAL [96]
contenenti ioni Co?* risulta paragonabile a quella degli enzimi nativi.

L’effetto degli ioni dei metalli di transizione diversi dallo Zn®* sull’attivita delle CA varia a
seconda del metallo considerato e del suo stato di ossidazione: in generale gli ioni bivalenti
di tali metalli tendono ad inibire fortemente 1’azione catalitica [89,97]. Tale inibizione puo
derivare dalla competizione per il sito di coordinazione dello ione metallico o per
I’interazione con altri siti di coordinazione presenti nell’enzima.

In alcuni casi, inoltre, la presenza di un particolare ione metallico pud anche promuovere
I’espressione genica di enzimi altrimenti rimasti inespressi: ¢ il caso, ad esempio, della
Thalassiosira weissflogii che per esposizione a ioni Cd** promuove I’espressione di una
nuova forma di CA, la CDCA1 [98].
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44.1LaCDCA1l

Il Cadmio € un metallo pesante noto per la sua tossicita [99-101].

La sua concentrazione nei mari, tuttavia, varia come quella di altri nutrienti algali: bassa
concentrazione sulla superficie marina e rigenerazione sui fondali, comportamento questo
che puo essere, in parte, spiegato con 1’assunzione da parte di microorganismi.

In particolare, la Thalassiosira weissflogii in condizioni di bassa concentrazione di CO, e di
carenza di ioni Zn*, puo sostenere la sua crescita esprimendo un enzima dotato di attivita di
anidrasi carbonica contenente ioni Cd?* anziché ioni Zn*, la CDCAL, riflettendo la capacita
unica degli organismi marini all’adattamento di condizioni estreme [98].

Cio sorprende ancora di piu se si pensa come le CA, in esperimenti in vitro, abbiano mostrato
attivita significativamente ridotte in presenza di ioni Cd** [102].

Un’analisi genetica pil attenta, tuttavia, ha rivelato come 1’adattamento mostrato dalla T.
weissflogii non costituisca un fenomeno isolato, ma bensi cosi ampiamente diffuso tra le
diatomee da indurre ad inserire questi enzimi in una nuova classe di CA: la { [103].

L’unico enzima della classe { fino ad oggi caratterizzato rimane, tuttavia, la CDCA1 [104].
La CDCA1 ha una massa molare di poco meno di 68 kDa e si compone di tre unita, aventi
sequenze primarie identiche all’85 %. Ogni subunita, inoltre, ¢ dotata di attivita catalitica e
presenta un sito catalitico contenente uno ione Cd** coordinato a due residui di cisteina e ad
uno di istidina. La coordinazione dello ione metallico & completata da due molecole di acqua,
delle quali una é presumibilmente uno ione idrossido. Il sito catalitico & posizionato in fondo
ad una fenditura a forma di imbuto che attraversa I’enzima.

La fenditura divide I’enzima in due lobi, uno contenente il sito di coordinazione dello ione
metallico e ’altro recante il presunto sito di legame del substrato. Tali lobi, in aggiunta, sono
strutturalmente sovrapponibili alla B-CA del Pisum sativum che &, perd, un omodimero e
contiene ioni Zn®*. In piu, confrontando le strutture primarie degli enzimi delle classi { e p
sono state evidenziate ulteriori similitudini [103].

Le somiglianze strutturali con le B-CA sono ancora piu rafforzate dal fatto che la CDCA1 ¢
in grado di funzionare altrettanto bene utilizzando ioni Zn*" anziché Cd**: esso &, dunque, un
enzima “scambiatore” [104].

Questo comportamento ¢ reso possibile dalla flessibilita mostrata dall’octapeptide compreso
tra il residuo di istidina ed uno dei residui di cisteina coordinanti lo ione metallico. In tal
modo, infatti, la conformazione dell’apo-enzima, nella quale i ligandi dello ione risultano

dislocati dalla posizione normalmente occupata nell’enzima legato allo ione metallico, é
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stabilizzata: una qualsiasi mutazione che comporti un’alterazione della flessibilita di questo

peptide ha come conseguenza 1’abolizione di questa insolita caratteristica.

4.4.2 11 meccanismo catalitico delle CA

Il confronto tra le strutture dei siti attivi delle CA appartenenti alle varie classi fino ad oggi
riconosciute ha messo in luce come in tutti i casi esaminati la forma attiva dell’enzima®
presenti uno ione metallico coordinato ad uno ione idrossido, portando ad ipotizzare un
meccanismo d’azione simile per tutti gli enzimi [82,85,86,88,89,94,104,105].

Questa ipotesi & supportata dai dati ricavati dalla misura delle cinetiche di reazione, le quali
hanno evidenziato per tutti gli enzimi caratterizzati un meccanismo del tipo a “ping-pong”,
cosi detto in quanto la catalisi avviene in due stadi.

Nel primo stadio lo ione idrossido®® legato al centro metallico reagisce con la CO, formando
uno ione bicarbonato, successivamente spostato da una molecola di acqua che si lega allo
ione metallico generando una specie enzimatica inattiva.

Nel secondo stadio, invece, quello cineticamente lento, la molecola di acqua legato allo ione
metallico cede uno ione H* in modo da riformare la specie enzimatica attiva.

In questo caso, il valore di ke riflette maggiormente la velocita di trasferimento di H,
mentre il valore di k.,/Ky € un indice dell’efficienza catalitica connessa all’interconversione
tra CO, e ione bicarbonato.

Molta attenzione é stata spesa nella determinazione del meccanismo e dei residui coinvolti
nel secondo stadio del ciclo catalitico [89,93,94,107,108] senza, peraltro, giungere a delle
conclusioni definitive.

Anche per quanto riguarda I’interconversione tra CO, e ione bicarbonato sono stati effettuati
numerosi studi che hanno portato alla formulazione di due ipotesi (Schema 3).

Entrambe prevedono un iniziale attacco nucleofilo sulla CO, da parte dello ione idrossido
legato allo ione metallico con formazione di un primo intermedio, denominato intermedio di
Lindskog [109], che evolve poi in un intermedio piu stabile, I’intermedio di Lipscomb [110],

0 attraverso una rotazione interna (meccanismo di Lindskog; Channel A, Schema 3) o

39 . P . . .

Alcuni enzimi della classe B, quelli che mostrano regolazione allosterica, possono assumere anche una
conformazione inattiva in cui il quarto ligando dello ione metallico & costituito dalla catena laterale di un residuo di
acido aspartico [93,94].

“° Lo jone metallico agisce come acido di Lewis abbassando il pK, dell’acqua da circa 14 a circa 7 nell’enzima nel

. 2+ sy oy e . . . . . . . . .
caso di Zn“". Cio e in parte dovuto anche alle interazioni tra la molecola di acqua ed i residui presenti nel sito
catalitico [2,89].
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attraverso uno shift protonico dal gruppo OH dello ione bicarbonato a un altro atomo di
ossigeno del bicarbonato stesso (meccanismo di Lipscomb; Channel B, Schema 3) [111].
| tentativi fatti per determinare quale delle due ipotesi di meccanismo sia la meno

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

O

Il
Channel A: /C\ /H Channel B:

rotation proton shift

m_ec_canismo Lmdgk% meccanismo
di Lindskog intermediate di Lipscomb
o
H
=L/
(e} 0
M2
7 \"L
L

Lipscomb
intermediate

O‘O

Schema 3: Il meccanismo di interconversione della CO, in ione bicarbonato ipotizzato per le CA
4.4.3 11 modello utilizzato per la CDCA1
La recente caratterizzazione della CDCAL ha evidenziato la capacita di questo enzima di

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

sono fortemente inibite da quest’ultimo [112].
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Questa scoperta ha costituito la spinta per intraprendere uno studio computazionale (vedi
articolo Il) con I’intento di contribuire a chiarire le basi di questo comportamento. Inoltre,
sono state vagliate entrambe le ipotesi del meccanismo di interconversione tra CO, e ione
bicarbonato.

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

catalitico dell’enzima (Fig. 14).

Arg-267
H H\o\ (+),H ’*
e} H HTX N
; T
HN, o
0 -~ 0
y 07\«
e oH -, Asp-265
o 2+ .S Cys-325
/ N”*NH
S b
Cys-263 *
His-315

Fig. 14: Modello del sito catalitico della CDCAL. Il simbolo M** & utilizzato per indicare genericamente gli ioni Cd>*
e Zn”". Gli atomi contrassegnati dall’asterisco sono quelli mantenuti bloccati durante le ottimizzazioni.

Il modello, costruito sulle basi delle indicazioni sperimentali disponibili [104], si compone di
54 atomi, ha una carica elettrica totale pari a -1 ed una molteplicita di 1.

In particolare, oltre lo ione metallico, fanno parte del modello i ligandi proteici dello ione
stesso, costituiti da una molecola di 4-metilimidazolo e da due di metantiossido e
rappresentanti, rispettivamente, le catene laterali dei residui di His-315 e delle Cys-263 e
Cys-325; uno ione acetato ed uno ione N-metilguanidinio, rappresentanti la diade Asp-265 e
Arg-267; lo ione idrossido legato al centro metallico; il substrato CO,; due molecole di acqua
presenti nelle immediate vicinanze del sito catalitico.

Inoltre, gli atomi di C dei gruppi metilici delle molecole e degli ioni considerati nel modello
e contrassegnati con 1’asterisco nella Fig. 14, sono stati mantenuti fissi nelle loro posizioni

cristallografiche
4.4.4 1 risultati ottenuti per la CDCA1
| risultati ottenuti nel modello contenente lo ione Cd?* mostrano lo stesso andamento di

quelli ottenuti nel modello con lo ione Zn?* sia dal punto di vista strutturale che da quello

energetico.
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La descrizione dettagliata e le strutture contenenti i principali parametri geometrici dei punti
stazionari determinati sono presentati nell’articolo II.

In entrambi i casi, la prima cosa che si evidenzia ¢ ’assenza di un complesso di Van der
Waals: la formazione dello ione bicarbonato & praticamente un processo che non richiede
alcuna attivazione. Dal complesso enzima-substrato (ES), in cui lo ione bicarbonato risulta
coordinato allo ione metallico attraverso il gruppo OH, attraverso una rotazione (TS1) si
arriva all’intermedio di Lindskog (INT1), in cui ad essere coordinato al centro metallico ¢
uno degli atomi di ossigeno della CO,. Nel caso dell’enzima contenente lo ione Cd** la
struttura del TS1 presenta una pentacoordinazione per lo ione metallico con lo ione
bicarbonato che funge da ligando bidentato. Al contrario nella forma enzimatica contenente
lo ione Zn** & presente una tetracoordinazione per tutti gli intermedi del pathway di reazione.
Questa diversita di comportamento pu0 essere ascritta alle differenti dimensioni dei due ioni
metallici. Dal punto di vista energetico, tuttavia, il passaggio all’INT1 risulta leggermente
favorito nel caso dello ione Zn** (Fig. 15b) rispetto quello del Cd** (fig. 15a) essendo le
barriere energetiche in fase proteica 2.6 kcal/mol e 3.4 kcal/mol, rispettivamente.

Anche 'INT1 risulta essere leggermente piu stabile nel caso di Zn?* che nel caso di Cd?* (-
5.1 kcal/mol vs -4.1 kcal/mol).

Dall’INT1 ¢ possibile arrivare ai Prod (intermedio di Lipscomb nello Schema 3) attraverso
uno stato di transizione (TS4) che consiste in una semplice rotazione interna (meccanismo di
Lindskog).

Nel caso del Cd®" il TS3 si colloca 1.8 kcal/mol al di sopra dell’ES, mentre nel caso dello
Zn** & 2.0 keal/mol al di sotto dell’ES corrispondente. Dal punto di vista strutturale le
geometrie sono simili in entrambe le forme enzimatiche considerate e richiamano la
geometria del precedente INT1.

Nel caso dello ione Cd?* la reazione risulta leggermente esotermica, essendo il Prod pit
stabile di 2.8 kcal/mol rispetto il corrispondente ES, mentre nel caso dello Zn?" la reazione
risulta piu esotermica essendo questa volta il Prod stabilizzato di 6.6 kcal/mol rispetto al
relativo ES. Ancora una volta, dal punto di vista strutturale i due enzimi risultano simili, con
lo ione bicarbonato coordinato in maniera monodentata e leggermente piu distante dal centro
metallico rispetto al’'INT1 (0.06 A per Cd** vs 0.08 A per Zn*"), cosa questa che dovrebbe
favorire la sua sostituzione con una molecola di acqua.

Nel meccanismo di Lindskog lo shift protonico appare mediato dalla diade Asp-Arg e da una
delle molecole di acqua presenti. In particolare, passando per uno stato di transizione (TS2),
il residuo di Asp-265 accetta uno ione H* dallo ione bicarbonato, mentre, nello stesso tempo,

il residuo di Arg-267 cede uno ione H" alla molecola di acqua con cui interagisce. Questa, a
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sua volta, cede uno dei suoi H" all’atomo di ossigeno dello ione bicarbonato situato in
posizione distale rispetto al centro metallico. Si ottiene cosi un intermedio (INT2) in cui
I’ Asp-265 ¢ protonato e 1’Arg-267 deprotonata: la cessione dell’atomo di idrogeno da Asp a

Arg (TS3) conduce al Prod, ripristinando il sito catalitico.

a) —m— Channel A b) —e— Channel A
—0O— Channel B —O— Channel B

=4
lig 175 17.7 4 12.2 (3'3'3
~o—0—0—| &= S —0, .
TSZ \\T2 Ts3 £ Ts2 \ 7.9 /T53
E N2
5 < 2.6
= o—e
£ 3 | 2% Tst 20
§ 3.4 18 = ES 51 —
< 0.0 /A - 2 o TS4 6.6
- o Ts1 Toh 28 ° INTL PROD
5 ES 4.1 ) 2
5] S —u K
& INT1 PROD @
2
©
[]
['4

Reaction coordinate Coordinate reaction

Fig. 15: Patways energetici in solvente (CPCM, €=4) della CDCA1 relativi al meccanismo di Lindskog (Channel A) e
al meccanismo di Lipscomb (Channel B): a) il modello contenente Cd** e b) per il modello contenente Zn**.

Anche per quanto concerne questa seconda ipotesi, le strutture ottimizzate dei punti
stazionari presentano geometrie simili per i due ioni metallici considerati, diversamente da
quanto accade invece dal punto di vista energetico. Nel caso del modello contenente lo ione
Cd?, infatti, il TS2 si colloca oltre le 18 kcal/mol rispetto all’ES, con una barriera energetica
rispetto al precedente INTL1 alta circa 23 kcal/mol; INT2 e TS3, invece, sono quasi
isoenergetici con il TS2.

Nel caso della Zn-CDCAL, il TS2 si colloca a poco piu di 12 kcal/mol rispetto all’ES, con
una barriera energetica riferita al precedente INT1 di poco piu di 17 kcal/mol; INT2, invece,
€ piu stabile del precedente TS2 di poco piu di 4 kcal/mol mentre TS3 é 5.5 kcal/mol al di
sopra dell’INT2.

In conclusione, per quanto riguarda sia la Cd-CDCA1 che la Zn-CDCAL il meccanismo di
Lipscomb (shift protonico) risulta sfavorito rispetto quello di Lindskog (rotazione interna).
Nel caso della Cd-CDCAL1 lo stadio lento si verifica in corrispondenza del TS4 con una
barriera di circa 6 kcal/mol, mentre nel caso della Zn-CDCAL1 lo stadio cineticamente lento &
rappresentato dal TS1 che presenta una barriera di appena 2.6 kcal/mol. In valore assoluto,
per la Zn-CDCAL la barriera energetica piu grande sarebbe quella che conduce al TS4, ma
poiché in questo caso tutti i punti stazionari a partire dall’INT1 giacciono sotto 1’asintoto dei

reagenti, il TS4 costituisce in realta un ostacolo fittizio.
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Dal confronto dei pathways energetici & possibile notare come 1’enzima sia abbastanza attivo
con entrambi gli ioni metallici, anche se risulta essere leggermente pit performante nel caso
in cui contenga lo ione Zn*, riproducendo cosi anche questo dato sperimentale [104].

Nel tentativo di comprendere se I’aumentata attivita della Cd-CDCAL rispetto altre forme di
CA contenenti Cd?* fosse dovuta ad una aumentata nucleofilicita dello ione idrossido dovuta
ai ligandi cisteinici dello ione metallico, ¢ stato valutato I’effetto, in termini di carica
atomica, della progressiva sostituzione dei ligandi istidinici con ligandi cisteinici su un
modello rappresentato dal solo ione metallico e dai suoi ligandi (Fig. 16).

L’effetto della sostituzione risulta essere simile per entrambi i modelli e, pertanto,
I’aumentata reattivita dello ione Cd?* non pud essere ascritta né alla differente polarizzabilita
del centro metallico, né ad una maggiore nucleofilicita dello ione idrossido.

Un spiegazione, tuttavia, puod essere fornita in termini di teoria Hard-Soft: ’atomo di azoto
nelle istidine ¢ classificabile come base intermedia, mentre 1’atomo di zolfo nelle cisteine &
una base soft, risultando quindi capace di formare legami covalenti piti forti con lo ione Cd?*,
che & anch’esso una specie soft. In conseguenza di cio, il legame tra lo ione Cd* e lo ione

idrossido, una base hard, si allunga rendendo quest’ultimo piu labile e pronto alla reazione.

1.299 —®—2Zn
1,30 —e—Cd
OH(zn)
1204 1.253 —&— OH(Cd)
0 1.087
€ 1,10
S
T 1.087
5 1004 0.983
S L
3 T 0.965
§-1184 -1.187
-1,19 H -1.196
120 -1.190
-1.214
-1.217 -1.207
1,22 -1.217
T

- -

0
Charge of the system

M = Zn++' cd*

21%9)
2395
2.582 3

Fig. 16: Effetto della progressiva sostituzione dei ligandi istidinici con ligandi cisteinici sulle cariche dell’atomo di
ossigeno del gruppo OH e dello ione metallico. In parentesi le distante 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
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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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Glulll

Thr220

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.



TS1

INT1

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
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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.
'
./'Ewﬁ
Y
e
'
H
.
W
L
Lindais; riwrrscdes 11
moTerizadion
A el
L:?{TL ll‘r{c:L '
e \ / .
Iy
"
L_-"‘i:'l
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
nm{ml)ncammy In addition, the active site of CDCAI
resembles that of the f-clas enzymes, bt there are no smochoral
and gemes sequence similarides pointing this enzyme as

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 A-mmmglmmmmﬂu,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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Fesults have demonstrated that variaton of relative epsrgy
walhues is kess than 1 keal‘mal in poing from :=2 to 4 to 6. For this
reason, we have chesen to disoizs anly the data obtained from
calonlations with : =4 and = =R0.

s For both considered mefal forms of enzyme, acive sites wers
simmlated om the basiz of the
hmnmadhqh{mlalalallﬁ.lmn@‘”m“pammh:
the Zn-CDCAl [PDE code: 3BOC] shows a metal center
coordinated to the exygen of the water molecule 1002 (227

s to the sulphur atoms of Cys263 (230 A) and of Cys325 (234
and fimally to the nitrogen (2.15 A) of His315. Other two water
mnla:.llﬁlymgatlﬂmii!g?limnmbulﬂmmemx
ion were retained in the model ® In the case of C4-CDCAL [PDB
coder 3BOB], a different prometrical reamanzement is observed
s because of the presence of a further water modecols (1003)
coordinated to the cadmium ion at 2.65 A * In both cases the two
second shell conserved residues, Asp2§5 and Arg)§7, present in
the active sites were added to complete the models (see Schems
I). These two amine acids are considered essential for the
nulat!,ucaﬂmljr since their mutation entails the nacivation of

by methylimidazoles,
acefates, cysteines by CH,5- and arginine by a
1 gnamidine derivative. In arder to preserve the spatial ammangement

of amino acid rezsidises and avoid their unrealistic translations,
atoms where the tnncation was done were kept fined duning the
mduce!iinsmltemncflm examined processes is

w Teal bt it was demonstrated that the evental differences

do not alter any conclusions about the working mechanism of the
™. As pointed

!, These do not contribute significanty to the ZPE and this they
mﬂhm@ummnmmmmmm
generafe macouracy i the caloulations of harmomic entropy
effects. For this reason, thess were not mcioded in the presemt

investigation.
w  Active site mods] inrluding the substrate consists of 34 atoms.
and the total charpe iz -1.

1. Resolis and Discussion

In the absenre of any proposal of catalytic mechanism for Cd-
s CDCAL we have initially thought te explore the possibility that
the present enzyme as well as iz malogous with znc (Zn-
CDCAL) could follow ome of the two cyces proposed by
Lipscomb  and Y mentioned before. For the
mcleophilic afack en CO.. we have chosen the metal-bomd
= hipdrowide rather than the metal-bound water form of the enryme
for both ions. This chaice is supparted by a series of indicatdons
that mnderline meml-bound hydroxide as the acdve form of
enzymePRALT

To obtain the initial stuctare of the enzyme-substrate comples,

authers propoese that the acetate, nsad as subsirate analogue in the
C3-CINCAL, replaces one of the two water moleculss that were
brpdrogen bended o the metal oo in the acetate-free structure. ™
« However, besides that indicated in the experimental work, ™ other
orientations af CO, with respect to the Inpiroxyl group bomd to
the mefal jon, were taken info account. Afer optimization. all

these arempts collapsed in a single enzyme-substrate complex
(ES later disoussed). Because of the absence of amy initial van der
s Waals complex, the OO, mmumuhsmheahmaim

agreement with the findings of a previous
for this step, estimated a barrier of about 0.5 kealimed *
In with what experimentally supposed™, we
nmﬁaim&emlmmdnesmmmm
differemces in the working of the enryme.
In Figure 1, the mechanisms shared by both cadmium and zine
enrymes which we obtained and we propese to explain how they
ATy Ut catalyzis, ame presented

k]
Cd-CDCA] mexhanizm

The energetic values in gas phase and in both condensed media
of the stationary points belongng io the reaction path of cadmimm
w enryme are reported in Figure Za, while their prometrical mam
features and the atom labels can be found in Figure 3.

Reaction begins by the mucleophilic attack of the cadmimm
bound hydroxy] oxygen on the carbon atom of the C0); substrate.
In the tetrahedral smate complex  (ES), thar is

& obtained from separated reactnts without energetic barrier, the
distance between these two atoms is 1.421 A
mcmwmmmmwmm
o pamticipate to thiz covalent bond overlapping their
s(M)p(?l%)qu}m}m&mdy
# ES is chaaoerzed by the presence of a hydrogen bonds
network that imvolves water molecules, ArgdS§7 and AspdS5
residues, and the substrate. This last ane, on the macleophilic
attack, one of the two C-0 bonds longer than the
other (C-0a= 1236 A and C-Ob = 1253 A see Figure 3) and a
w5 0a-C-0b angls of 130.4°.

The activation phase of CO); is followed by a transition state
(T51). In this soucrore the byirogen carbooate group act as
bidentate lizand to metallic center (Cd*-0H = 2503 4 and
o Ca= 1429‘.!.)meganewdlsposlhmnd'ﬂnmm

1w Molecales and the formation of a new hydrogen bond between
them The imaginary frequency of 176i ' found for this
transition state, comelates with the stretching of the OH—CJ™
bond concerted with the rotation of the clozest water. The Oa
atom poes nearer the metal center as mdicated by the Cd-Oa bend

s shortening of about 1.5 A with respect to the value calcalated in
the previous ES addoct. The netwark of hydropen bonds betaesn
Arp267 and Asp265 residues is retained althoush some bond
distances are slightly different as compared to before due to the
appearance of a new hydrogen inferaction iwolving Asp2435 and

1e CAdmim boumd bnvdrosyl.

Feaching TS] requires an energetic of 82 kcalimal
that redures to 3.4 and §.2 keal‘'mol the =4 and =30 dielecirics,
respectively (see Figume 2a).

The camlytic eveni poes on with the

i mwljmhmi'ﬂl{hmﬂunmﬂn\m
of 2.832 A One of the two water molecules establishes a new
Irpdrogen bond with the Ob atom. From the ensrgetic peint of
view, INT1 is 18 kolmal less stmble than ES, bt it
stabilization degres with respect to ES improves in protein and in

1= the polar solvent as can be noted by the vahes of the relagve
mﬂgmmﬂmpats{-til and -8 9 kial‘mol, see Figure 2a).

The evchation of INT] towards the Lipscomb intermadiate™
alled PROD (see scheme 1 and Figure 3) can ocour through tora
distinct reaction channels, pamed channel A and channel B (see

12s Figure 2a).

The channel A leads INT1 to PROD simply via an intermal
rotation of the bicarbomate moisty around the C-Oa bond (T54,



Lindskog . This rtatinn impliss an energetic expense
of 1.6 kcal‘mel in gas phase 5.9 kcal'mol m protein and 5.8
kcal‘mnl in water.

Thenamn\fmmsnmﬁrmailrylvitnumalml}‘sm
s Compuiations give an imaginary fequency of 887 am'
comesponding to the previously indicated rotation.

The species FROD ongmated by INT1 wia T54, is now a foar-
coordinated complex in which the Cd-Oa bond is longer by 0.06
A than in INT1 (2.390 A). The Cd-Ob bend is ence and for all
w broken (3.646 A). PROD presents the bicarbonate fragment to

= Feaction appears to be shightly endothermic in pas phaze but,
in protein and in water it becomes sliphtly exothermic (1.7
kcal/mol vs -2.8 and -3.5 kral‘mael).
In gas phase and in water, TS1 represents the mie limiting step
for the process requinnz only 9.2 and 6.2 keal'mel, respectively
= Instead, this role in protein is up to T54 (5.9 koal‘mal).
thllsmsgmimﬂlyﬁﬁxﬂimltnsedﬂmdm
2 previons study concerning the catalytic mechamism of a.lhclm:
arhydrase (Cd-CA) from Thalesrigsira weitgfloghi diatem™. Tn
thar case, very high activation barriers were found suggesting a
2+ process improbable from both kinetic and paoints
of view. However, it is worth to note that the evenfs imwolved m
the rate determining step of these two enzymes ae different as
well a5 the aminoacid residues coordinating to the metal ion (o
cysieine: and one histidine in the present case apainst three
w histidines in the previous work'') and the total charge of the
The altemative reaction path (chammel B) mentioned before,
‘proposes after INT1, a double proton transfer (T52) inwelving the
biarbonate, the argimine and aspartate residues and a water
s molecule. T52 requires the cleaning of a bamier of abour 13 (in
gas phase), 13 kral'mel (i protein-) and 253 kealmel (see
Fipgure 2a).
mmdﬂnmmimﬂm')m
T52 indicates that thres protons are
« from the aming group of Argli7 to the water molecule, from
‘water to the birarbonate oxygen Ob and from the bicarbonate
Erpdnowyl oxyeen to the 02 of Asplf5 (see Fipme 3 for hydrogen
bond lenprhs). The wmiple proton mansfar gives mnise to the
mmmlumm;m& where the

a8 is po d and the Tesidue is
(see Fipure 3). INT2 is a tefra-coordinated conplex with a
molecular arpngement of bicarbonate maiery wery similar to that

present i the final produot (PROLY (see Figure 3). A very small
‘harrier of 2.8 keal'mal (T53, see Figure 3) must be overcome to

s transfer back one proson from Asp2S5 to ArglS7, in order to
establizh again the H-bonds network betwesn the amino acids
pair. The imaginary frequency of 279.i cw” found in this case
confirms the proton transfer.

In the protin mednm, the T52-*INT2-3T53 transfommation
13 detenmines a region wery flar of the path and oooms at enerpetc
wahies higher than those found in gas phase.

The behaviour in water is guite different since TS1 is soongly
destabilized while INT2 and TS3 appear to be much more stable
than the correspending stationary points in both other towo media.

w  Arcording to the path B, T52 is the rate determining step in all

The chamel B (Lipscomb mechanizm) resultz o be
characterized by higher barriers than those present in the channsl
A (Lindskog mechanizm) and should not compete with this last

s OOB.

ERCEpt
coordination chemisiry of the two ions.

Cantrarily to that eccumed in the buman carbanic ankydrase™,
the adduct (ES) is very similar to that found in the case of
cadminm enzyme (see Figure 4). The peometrical pammeters

nﬂlnl.ahthSm@;llhﬂlﬂnDD activation ooors witho a
bamier (Oa-C-0b= 130.56°, C—OH= 1426 4). Instead. Boctoni
et al found a pegligible bamer of 0.6 kolmol for the
mﬂqiﬂlcaﬂndufmmlhumdh)ﬂrmdemdn co,

B Asmdnnseefﬂﬂmmmzmﬁemﬁlmﬂlutﬂl
respansitile for the covalent bond betwesn bydrowyl exygen and

The ocouming in the filowing transition state
uﬂ'ﬁl)shmsahcm practically monocoordinated
to the zinc. The Zn-0a siznificantly sharter than in

ES[I.H‘S?AnTSI\IslNUE ES_'] On the contrary, the Zn—
OH lenpthens si 863 A vs 2200 4 in ES). The C-
OH is pow sherter (1400 A vs 1.425 A i ES). The imaginary
v frequency of 1541 cw™’ is mainty associated to the Zn-OH

stretching.
mmmmmmmmn{
109 kcal'mol in gas phase which

reduction in water solvent (5.7 kcalmol) and one even maore

1 drastic in protein medinm (2.6 keal‘'mal) (see Fizore 4).

The rearmnpement af bicarbonate moisty bezon in TS1, gives
rize to the intermediate INT1. In this species, the C-0H bond
reaches the length of 1 365 A The water molequles separate re-
estahlishing the network of H-bemds present m ES. The -0H

s ariemts itself towards one oxygen of Asp2fS to form a H-bond
1.785 A long ( see Figure 4).

Fmﬂ!mguncpnudmm‘l‘lhﬁati_ﬁhd'mﬂ.
above ES, in gas phase The effect of protein and
water resulis in a considerable stabilization (3.1 and 5.9 kal'mal,
10 Tespectively) of INT1 with respect to E5 (see Fimme 2h).

The reaction path A which leads from INT1 to PROD proceeds
tiroush the Lindskos mechanizm with the rofaton around the
C—0Ca bond described by T54 (see Figre 4).

T54 s geometrically very similar to the comesponding species

..,mﬂnmdmnmqmmgmpmmhegmguf
bicarbonate rotation around the C-Oa bond is testified by the
largz lengthening (about 0.7 A) of the hydrogen bond between —
mmmmmsmmwhmmmwm

Zn-OH distance (about 02 4). Tll.egaunm:lﬂlchmgr‘

1 described by the calolated imapinary frequency of 667 an”’. TS4
is fomd to be almost isoenerpedc with INT1 so that, after that
TS1 first bamier is deared, the path can be considered practically
descendent.

The final intermediate (PROD) shows the bicarbomate still

1 linked to the from which it will mave an A water
malecule entrance (Oa—Zo 2.180 A, 0H—Zn 3.558

Contrary to what ecoms for cadminm enzyme, the zinc ion

prefers to assume a tema-coordinated srometry in all s@tienary
points of the path.
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Thenmwmmhehzdylﬁsmﬂmﬂ
i cadmium ion. In fact, FROD lies at enky 0.7 keal‘'mol
abowve ES, in gas phase. As in the cadmium enzyme, protein and
‘water media mcrease the ity of PROD so that the reaction
s becomes exothermic by 6.5 and 4.2 kcal‘mol, respectively (see
Figure ).

The T51 barnier heipht suffers a 5 Teduction in going
ﬁmpsmmmmmﬂam(lﬂ.ﬂwﬂhslﬂhml-‘mﬂ}.
Since the remaining stationary points belonging to the reaction
w chamnel A in condensed media lLie all below the reactants
asymptote, TS1 can be considered the rate limiting step in all the
three phazes. In fact, the bamiers lying below the reactnts
asymptofe represent just fictitions shstacles.

Due to the similanty of the enerpetic bamiers o the rate
us limiting step, the companszon of the paths A of Zn-CDCAL and
mlmmgmmmmm

EOIymE.
between the processes
catalyzed by the two enrymes in gas and in water i very small
while in protein medinm, the sintion ceardy indicates that
s TeCtion by zinc-enzyme leads to a more stable product.
However, this last fact, from the enzymatic catalysis point of
view, is a disacvantape since implies a major diffionlt in the
active form enryme restoration phase.

The Lipscomb mechanism (channel B) was mvestipated also i

ua this case. Fesulfs indicate that it again should not compede with
ﬂﬂd[mdshug(dnmﬂﬂm‘llﬂrmgasumuﬂum
Given to the strochoral similarity of the stafionary points
belonging to paths B of two enzymes we have chesen to oot
dismusz forther abowt those of mnc-erryme, however, their
s eometrical features can be found in the Figure 4.

A recent work of Dudev and Lim™ en metal binding afinity
and seleciivity in metalloproteins, suggests that info cadmium and
zine enzymes having the same total charge, the substinmion of
ONE Of more coordinafing residues with major or minor affimity

« towards the central ions, leads to pamial charpes on metal that are
not 50 different to justify a different catalytic performance.

Unngmmslennddhﬁhngufﬂ!mmﬂs]ﬂlm.dlm
we have ascerained that the progressive replacement of the
bystidines, nommally present in homan carbomic anhydmse, by

s Cysteines produces the same effect on the charge of metal centers
and enhances the mideephilicity of the metal boumnd hydrozide
simdlarly fior both ioms (see Figure 5).

Thus, if uwmsually the cadmim enryme now shows an activity
comparable to that of zEine enryme. the reason canmat be searched
3 ndividually neither into the different polarizability of the metal

HEAR theory. In fact, when the cadmium ion (that is a soft add)
is sumounded by three histidines (classified as intermediate
‘hases), it forms with ligand nitrogen atoms of these residues quite

wweak bonds Om the . the ineraction of this jon with
slﬂ;inlumutcym(lhtmsediMJummmg

The covalent mature of the C4™-5 bonds makes the ion less
wmlahhfuﬂ!hunlwlﬁlmlmimdeimlhhgmd{hmi
speciss), thus, as a consequence. we @an obsene a mbstantal
«s difference in the Cd*'-OH lengths depending on the presence of

histidine or cysteine residues amound the metal ion This is
testified by the vales of these dishnces in both substrate frea
model enzymes of Fipure 5 and ES comples of Figore 3 and the
M1 comgplex of Figure 2 in the work of Marino et al*'.
= The major weakness of the C4"'-OH bond in the CDCAL
enryme with mespect to that in the comventional carbemic
anbydrases can be thus considersd as a probable key factor o
explain why cadminm can Mawm@m
D]ﬂsmﬂ)‘imﬂﬂlmslput carbonic anhydrases, the

pnm.mmmgmltat probably compromizes its ability of proton
shuffle giving rise to hydrogen bonds weaker and less stabilinmg
than these obtained in the case of newtral resiiues.

L T
o H

Scheme 1. Aciive sife model

3 ﬁ . -'b ! ji
REY
R

g, ﬁ e
b-l r
..mel.mummmm&*dmmmmnm-
and Zn- CDCAL
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1 = ﬁ - - for both charmels 4 (ES, TS1, INTI, TS4, FROD) and B
P/l e e 1| " {ESTS]MIT'SLE\HI‘SB.PRQD]OEI)-&EM
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Figure 2. Ensrgetic profiles in gas phase and in condensed media
"& e 12 mA I piwe 4 Suaosary poists o the ZoCDCAL potestial enerey
prafile for both charmels 4 (ES, TS1, INT1, TS4, PROD) ad B
(ES. T51. INTL. TSL INTL TS3. PROD). Ouly the mest
-_l,rJ\.-A\ significant hydrogen atoms are reparted. Distances arein A.

p

Ll -
f 1)?, E b R
r, TS o !
r; oyt E-'Pt'”" "@ S
a8 .-J} A 1:"‘: r‘{t !Lu1_.w

109



110

Figure 5. Effect of the pradual substitwtion of histidines by

1 Conclosions

s+  In this paper, we have reparted a theoretical examination of the
reaction mechanism of a carbomic anbydmse enryme which can
use ENC o cadmium ion to Ty ouf the cafalytic cooversion of
carbon dioxide to bicarbonate. was performed with
an active-site model consisting of 54 atoms and comstmacted on
wihe task of Mm@y oyl smachre Tonsiton states and
nviermediates along two different reaction pathways for each ion.
‘were located and charactenized.

& equently, a comparable activity of this enzyme in the presence
of cadmium or ZHnc jon.
The following mechanistic characteristics @n be conchided
from the mlulations:
-Both metal forms of enzyme follow preferentially a three
s steps mechamism which consists in the mcleophilic attack by the
eleciron rich metal bound hydroxide to the carbon dioxide with
bicarbematz formation, in 3 next imternal retatien of this last
moiery, and then in the formation of a product well amanzed
the becarbomate removal

= A more laborions mechanism mvolving complicated proton
mansfers hefore to reach product was found that requires higher
energelic expense for both ions.
-mm&mnmngpsﬁnseumbyﬂn
mcipient breaking of the bound between metal ion and hydrendde
agﬂq}mdlhemeuﬂmhmﬂnd’dtnmalmniﬂu
oxygen atom of the subsirate, for both cadmium and zinc. Energy
i to do this was computed to be 82 kcal'mel for
cadminvm and 10.9 kcalmol for zine enzyme This shight
difference in fvour of cadmiuam, can be explained by the major
s propensity of this metal to adopt five-coordinated peometry or by
necessity of zZnc to remain tetra-coordinated expending mores
energy to do it
hpmunnndmmmhmhmmsmm
from a kinetic point of view. In particular, cadmivm enzyme
4 paths in condensed phases appear to be lowered with respedt o
that in gas phase and in the rate limitmg step barrers of
silnﬂllnighiiﬂmiﬁlka]ﬂmlj Far zinc enzyme, the
energy profiles obtained in profeic ambient and in water indicate
Ilﬂnﬂnmadda'mnmgmp hamier of 2.6 and 6.7 keal‘mal
s Izt be crossed, respectively. This means that a minor or ab mest
comparable effort most be done to reach the PROD during the
catalytic event than that required in the case of Cd-CDCAL
ENZyme
mmwmqmmhmmm:h
nhﬂhl:mmshll:hzy exothermnic in the protein and in

'Iheh\:tﬂmﬂ!ca‘lalrhnpum of this enzyme is Dot
substantially influenced by the metal exchanze can be the result
of several factars. We have ascertained that this does not depend

s on Deither polarizability of the mefal ions nor on the enhanced

in the presence of electron nich sulpknr atoms of

cystzines. & probable explanation could demive from HSAB

theary concepts. Accarding to this we have found that cysteines.

coordinating residues rather than histidines makes the Cd™-0H

whond in the CDCAl weak enoush to faciliate the camlytic
PIOCESS.
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