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Introduzione

Questo lavoro si propone di approfondire lo studio di una breve sequenza aminoacidica attraverso principalmente l’applicazione della Meccanica Molecolare (MM) e della Dinamica Molecolare (DM).  Si è ricorso inoltre ad un analisi preliminare del medesimo pepdide, mediante una ricerca conformazionale sistematica. Infine abbiamo studiato la stabilità complessiva dell’-elica dalla quale abbiamo estratto il peptide di 5 aminoacidi.

Molecola in studio 

La proteina su cui si è deciso di compiere le elaborazioni è indicata in PDB con il codice 1BTS. La sua sequenza aminoacidica è a seguente: 

Gly – Val – Ser – Glu – Leu – Leu – Ile – Ser – Thr – Ala – Val – Gln – Gly – Ile – Leu – Phe – Ala – Leu – Leu

Essa, è sperimentalmente verificato, si presenta in una struttura secondaria come mostrato in figura
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Per ragioni prettamente computazionali sono stati selezionati i 5 aminoacidi evidenziati. Essi –teoricamente- dovrebbero essere sufficienti per poter individuare un’accenno di alfa-elica, infatti, un giro di elica richiede 3,6 aminoacidi.

Concetti di dinamica e meccanica molecolare

Per determinare proprietà energetiche, strutturali, termodinamiche e dinamiche di sistemi costituiti da molecole tra loro interagenti (tra le quali si esplicano forze attrattive e repulsive), in teoria occorrerebbe ricorrere alle leggi della meccanica quantistica. E descrivere lo stato del sistema attraverso una funzione d’onda. Tale approccio non è realizzabile a causa di problemi connessi al calcolo di tale funzione in un sistema complesso.

Occorre quindi descrivere il sistema in termini di meccanica classica.

In questo caso, lo stato di un sistema è definito dalle posizioni e le velocità delle singole particelle. Metodi di simulazione molecolare sono essenzialmente due: 

1. il metodo della dinamica molecolare, che consente lo studio delle proprietà dinamiche, cercando proprio di campionare in modo intelligente le molte combinazioni possibili dello stato delle particelle nelle condizioni sperimentali. 

La durata di una simulazione di una dinamica , ovvero il tempo nel quale il sistema viene fatto evolvere è dell’arco di 10-1000 ps, questo significa che non tutti i fenomeni molecolari potranno essere compatibili con questa finestra temporale. Il folding delle proteine per esempio è un processo che richiede generalmente tempi più lunghi.

2. La meccanica molecolare invece non considera in modo esplicito gli elettroni. La superficie di energia potenziale non viene definita in base la valore che l’energia elettronica assume in un determinato punto, ma per mezzo di un insieme di funzioni derivate in modo empirico. La molecola è vista come un insieme di distanze di legame, angoli di legame, e torsionali.

 Bisogna quindi ricorrere a metodi di calcolo basati sulla meccanica classica, che introducendo delle approssimazioni; permettono però di ottenere informazioni attendibili sulla situazione energetica di sistemi complessi -altrimenti non indagabili- come le proteine. 

Lo scopo dello studio della meccanica è di ricercare i punti stazionari, ovvero ottenere informazioni sulle configurazioni di minima energia: le strutture chimicamente più stabili e nelle quali la proteina rimane per la maggior parte del tempo. 

Partendo da queste conformazioni, è possibile valutare con la Dinamica Molecolare i cambiamenti strutturali nel tempo, provocati dalla variazione di parametri ambientali come, ad esempio, la temperatura, che modificando l’energia cinetica della molecola le consente di “muoversi” lungo la PES superando le barriere energetiche tra conformeri. Infatti, alcune conformazioni hanno maggior probabilità di esistere di altre solo ad una certa temperatura T fissata; se T aumenta, aumenta l’energia cinetica della molecola, che può superare barriere energetiche tra conformazioni, ovvero può “risalire” la PES e cadere in un altro minimo.

Il vero problema è il fatto che le proteine non si trovano allo zero assoluto, ma ad una certa temperatura T fisiologica; la PES, per sua definizione, è una superficie di energia potenziale dipendente dalle coordinate degli atomi e dalle loro distanze reciproche, e non considera l’energia cinetica posseduta dalle proteine.

Quindi la conformazione ottenuta minimizzando la funzione potenziale non rappresenta in pieno la situazione reale.

Se si abbassa T violentemente si ottiene una minimizzazione locale più vicina di altri al punto di partenza a cui corrisponde una geometria metastabile.

-Se si mantiene la T elevata è possibile esplorare la superficie potenziale, e se tale temperatura è mantenuta per un tempo sufficientemente lungo il sistema si termalizza  ad alta T raggiungendo uno stato di equilibrio.

-Se si raffredda il sistema lentamente, si esplora la PES a valori di energia sempre inferiori, e se il tempo di raffreddamento è abbastanza lungo, si raggiunge il minimo globale della funzione, e quindi la geometria più stabile della molecola.

Metodi dell’esperimento:

Il primo passo è stato quello di disegnare in MOE i cinque aa selezionati, sia in configurazione -elica che extended. Si sono studiate le caratteristiche delle delle due conformazioni, ponendo l’attenzione sui rispettivi valori energetici, questo perchè le operazioni di meccanica e dinamica molecolare fondano il loro funzionamento sul trattamento delle energie proprie delle molecole. In particolare i descrittori energetici a nostra disposizione sono i seguenti:

Str – bond stretch energies

Ang – angle bend energies

Stb – stretch-bend cross temp energies

Tor – dihedral rotation energies

Oop – out of plane energies

Ele – electrostatic interactions

Vdw – van der waals interactions

Sol – implicit solvent electrostatic correlation

Aa – extended:     


E      

str      
ang      stb      
tor      
oop      ele      
 vdw      sol

-159.441    
3.175  
7.138  
0.398  
15.804    0.398  
-52.222    7.556
  -141.687

Aa – -elica: 


E      

str      
ang      stb      
tor      
oop      ele      
 vdw      sol

-100.002    
2.907    
8.963    
0.592   
15.041    0.592  
-60.076    2.919  
  -70.939
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In questo modo si ha a disposizione la condizione di stabilità iniziale e finale (desiderata) della molecola.

Inoltre si è deciso di utilizzare inizialmente una ricerca conformazionale sistematica, al fine di identificare –attraverso uno screening completo di tutte le possibili conformazioni della molecola- i valori di minimo assoluto che l’energia potenziale può assumere.

La nostra molecola presenta solo 15 gradi di libertà. Essi sono dovuti alla possibilità che presenta il peptide di rotare attorno all’asse di legame. 

Impostando lo step ad un valore minimo, il software genera 11.345 configurazioni; tutte queste vengono minimizzate e vengono eliminati automaticamente i duplicati. Nella tabella sottostante sono riportati i valori energetici delle 20 configurazioni con energia potenziale minore.

	
	U
	E_ang
	E_ele
	E_oop
	E_sol
	E_stb
	E_str
	E_tor
	E_vdw

	1
	-78,365
	11,170
	-117,412
	0,510
	67,890
	0,510
	2,942
	16,272
	9,634

	2
	-75,009
	11,198
	-113,676
	0,632
	52,305
	0,632
	3,150
	16,693
	8,844

	3
	-73,874
	10,852
	-108,821
	0,602
	44,821
	0,602
	2,964
	15,228
	7,054

	4
	-71,964
	9,862
	-109,655
	1,073
	57,128
	1,073
	3,937
	15,126
	10,859

	5
	-71,797
	9,386
	-108,718
	1,003
	49,690
	1,003
	3,950
	16,547
	8,988

	6
	-71,713
	9,829
	-110,979
	0,823
	57,509
	0,823
	3,703
	15,875
	11,458

	7
	-71,681
	13,236
	-110,339
	0,742
	42,568
	0,742
	3,203
	15,295
	8,350

	8
	-71,606
	9,401
	-108,985
	1,034
	51,628
	1,034
	4,049
	17,049
	8,890

	9
	-71,553
	13,100
	-109,927
	0,555
	43,607
	0,555
	3,385
	15,654
	7,286

	10
	-71,406
	7,942
	-106,970
	0,993
	54,404
	0,993
	3,995
	16,548
	9,025

	11
	-71,400
	13,525
	-112,206
	0,533
	41,422
	0,533
	3,506
	15,492
	9,299

	12
	-71,365
	12,019
	-110,780
	0,729
	41,678
	0,729
	4,029
	15,587
	9,191

	13
	-71,037
	8,762
	-105,069
	0,657
	25,728
	0,657
	2,959
	16,119
	7,459

	14
	-70,627
	12,817
	-108,507
	0,684
	39,581
	0,684
	3,384
	15,584
	7,410

	15
	-70,529
	12,311
	-110,107
	0,534
	46,148
	0,534
	3,215
	16,997
	8,077

	16
	-70,256
	12,712
	-109,481
	0,563
	45,245
	0,563
	3,291
	16,760
	7,541

	17
	-69,915
	9,417
	-106,397
	0,875
	29,573
	0,875
	3,042
	15,933
	9,796

	18
	-69,505
	12,352
	-107,438
	1,288
	39,131
	1,288
	3,522
	15,545
	9,034

	19
	-69,187
	9,290
	-109,517
	1,063
	52,008
	1,063
	4,235
	18,352
	10,530

	20
	-68,683
	10,385
	-106,203
	0,389
	28,592
	0,389
	3,226
	15,377
	9,281


Si noti che, come già evidenziato in precedenza, la configurazione in -elica non coincide con i valori di minimo assoluto, perchè i cinque aa chimicamente hanno la possibilità di formare una struttura più arrotolata su se stessa, attraverso anche la formazione di più di un legame idrogeno. In figura è riportata la configurazione che presenta il minimo energetico assoluto. Come si può osservare essa presenta 3 legami idrogeno coordinati dall’atomo di ossigeno della catena laterale della glutamina.  

Si tenga presente che difficilmente, studiando proteine, è possibile condurre questo tipo di analisi sistematica, a causa della crescita esponenziale dei gradi di libertà con l’aumentare dei residui aminoacidici considerati. L’informazioni però ottenute durante questo primo step, ci permettono di avere a priori un’indicazione circa il possibile valore finale del minimo assoluto in termini energetici.

Di norma, non avendo informazioni riguardo ad esso, si propende per ripete più volte i cicli di DM-MM per valutare l’effettiva stabilità del minimo individuato.
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L’approccio secondo cui vengono alternate sessioni di meccanica e dinamica, dovrebbe permettere di campionare tutto lo spazio energetico, individuando le condizioni di minimo più probabili.

Per minimizzare la molecola si è scelto un campo di forza AMBER94, con le opzioni di preservare le caratteristiche di chiralità, calcolare le cariche e aggiungere i legami idrogeno.

Primo ciclo:

Sulla molecola viene effettuato un primo ciclo di DM, con valori di T Head, e di T Equilibrium pari a 300 K; il numero di iterazioni compiute sono impostate a 1.000.000; il che corrisponde a campionare un periodo di tempo pari a 1 ηs. 

Vengono mantenuti invariati i valori di default per gli altri parametri.

Se ne genera un  database composto da 10.000 conformeri. Per ognuno di essi viene eseguito successivamente una minimizzazione. 

Il software ci permette di calcolare i corrispondenti descrittori energetici. In questo modo, è possibile tracciare dei grafici che mettono in relazione i tempi di campionamento con i valori di energia potenziale, nonchè costruire una mappa E - U per l’intero set di conformazioni. Si tenga presente che l’energia E risulta essere somma di tutte le componenti energetiche precedentemente citate, eccetto l’energia potenziale. 
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Energia Potenziale – database non minimizzato
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Energia Potenziale – database minimizzato
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Cluster dello spazio campione

Come si evince dai grafici proposti, questo primo ciclo di DM-MM ha evidenziato la presenza di due cluster di configurazioni legati alla presenza di due minimi energetici: 

· Il primo, più numeroso, nell’intorno di Epot = -40

· Il secondo nell’intorno di Epot = -20

· Una regione di transizione intorno a Epot = -32 dove teoricamente si dovrebbe posizionare l’-elica.

Si scelgono quindi un rappresentante per ogni famiglia su cui operare il secondo ciclo di DM-MM. Si scelgono le tre conformazioni con Energia potenziale minima all’interno dei relativi cluster:

ID = 350; 
ID = 1025;
ID = 9178

	T
	Epot
	E_ang
	E_ele
	E_oop
	E_sol
	E_stb
	E_str
	E_tor
	E_vdw
	E somma

	350
	-22.6278
	7.388953
	-61.1918
	0.914576
	-118.947
	0.914576
	3.521922
	20.80808
	8.674156
	-137.916

	1025
	-32.1082
	7.666662
	-66.6108
	0.360531
	-55.0694
	0.360531
	4.024429
	17.59387
	5.93871
	-85.7355

	9178
	-42.0815
	8.560313
	-80.9917
	0.900003
	9.711821
	0.900003
	3.98863
	20.77778
	7.383467
	-28.7696


Secondo ciclo per la conformazione 350:

Le impostazioni per il secondo ciclo di DM comprendono:

· Numero di iterazioni: 50.000

· T head = 800 K;

T Equilibrium = 300 K
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L’inalzamento della temperatura fino a 800 K, partendo da una configurazione con un minimo relativo elevato, ci ha permesso di individuare anche in questo step, i tre cluster sebbene differentemente composti, confermando la presenza dei tre minimi già identificati. 

Secondo ciclo per la conformazione 1025:

Le impostazioni per il secondo ciclo di DM comprendono:

· Numero di iterazioni: 50.000

· T head = 800 K;

T Equilibrium = 300 K

Il maggior numero di configurazioni dopo la fase di Meccanica molecolare, in questo secondo caso si stabilizzano attorno al più basso minimo individuato finora (Epot ( -42), passando quindi per la maggior parte delle configurazioni ad un minimo relativo inferiore.
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Secondo ciclo per la conformazione 9178:

Le impostazioni per il secondo ciclo di DM comprendono:

· Numero di iterazioni: 50.000

· T head = 800 K;

T Equilibrium = 300 K

Diversamente dal caso precedente il delta di temperatura di 800K non ha permesso al sistema di spostarsi dal suo minimo relativo. Infatti tutti i valori di potenziale si attestano ancora una volta intorno ad un valore di –41(-42. 
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La situazione di stabilità individuata intorno al minimo –42 ci induce a compiere un ulteriore ciclo di DM-MM scegliendo una di queste configurazioni, per cercare di raggiungere un punto di stabilità molecolare caratterizzato da un valore di  energia potenziale  minore di -70. Questo obiettivo ci è stato indicato dallo studio sistematico preliminare. 

Quindi abbiamo deciso di impostare la temperatura di equilibrio ad 800 K per evitare di ricadere nuovamente nel minimo intorno a –42. 

Terzo ciclo per la conformazione 4724:

Si è scelta all’interno dell’ultimo database generato la configurazione con ID = 4724

	T
	Epot
	E_ang
	E_ele
	E_oop
	E_sol
	E_stb
	E_str
	E_tor
	E_vdw

	4724
	-43.9211
	9.219646
	-87.9702
	1.250658
	9.78594
	1.250658
	3.362312
	23.20366
	10.76482


Le impostazioni per il secondo ciclo di DM comprendono:

· Numero di iterazioni: 50.000

· T head = 800 K;

T Equilibrium = 800 K
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Quest’ultimo ciclo ci ha permesso di arrivare al minimo teorico con energia potenziale inferiore a 

-70. A questo livello energetico, corrispondono configurazioni che tendono ad avere una struttura ripiegata anche per la formazione di 2 o più legami idrogeno.

Riportiamo di seguito alcuni valori del database finale:

	T
	Epot
	E_ang
	E_ele
	E_oop
	E_sol
	E_stb
	E_str
	E_tor
	E_vdw
	E

	3591
	-80.6587
	12.33803
	-125.782
	0.927846
	94.25944
	0.927846
	3.81332
	23.00804
	7.819374
	17.31212

	3864
	-80.5443
	13.38528
	-129.263
	1.968066
	97.00051
	1.968066
	4.235849
	27.24859
	7.785493
	24.32847

	3587
	-80.4756
	12.26893
	-125.045
	0.944768
	89.65843
	0.944768
	3.716164
	22.1795
	8.294611
	12.96194

	3572
	-80.4628
	12.22487
	-125.355
	0.908676
	90.63524
	0.908676
	3.799756
	22.39009
	8.295232
	13.80713


	4175
	-75.9882
	19.32145
	-136.21
	2.546767
	112.8725
	2.546767
	5.376334
	32.83994
	7.77731
	47.07137

	3781
	-75.9878
	11.5828
	-121.431
	0.597889
	75.80716
	0.597889
	3.787678
	23.69342
	7.574837
	2.21095

	3338
	-75.9824
	13.18951
	-121.528
	0.494226
	74.8187
	0.494226
	3.158766
	23.29929
	6.886493
	0.813214

	3353
	-75.98
	12.9737
	-119.721
	0.772491
	69.40665
	0.772491
	3.41901
	21.87302
	7.020359
	-3.48341

	493
	-75.9761
	13.99035
	-126.52
	2.042174
	82.37708
	2.042174
	4.292235
	29.59898
	6.746686
	14.56963


	2754
	-72.992
	11.79987
	-118.668
	0.84704
	57.34541
	0.84704
	3.920304
	25.14773
	6.502497
	-12.2585

	2881
	-72.9879
	11.42088
	-118.249
	0.994558
	54.80979
	0.994558
	3.681149
	25.09388
	7.054145
	-14.1999

	3053
	-72.9833
	13.04327
	-116.675
	0.724255
	35.03935
	0.724255
	3.49478
	21.0974
	7.504664
	-35.047

	4025
	-72.978
	15.70602
	-123.077
	1.381096
	66.7208
	1.381096
	3.828607
	27.37933
	5.94738
	-0.73277

	416
	-72.9765
	17.26842
	-133.968
	2.130862
	107.5958
	2.130862
	5.203034
	34.1826
	8.598743
	43.14269


Infine, abbiamo reso visibile nel grafico sottostante l’energia dell’-elica teorica (individuata dal cerchietto azzurro). Si noti che l’-elica si posiziona in un’area non campionata dal nostro database. 

I cicli di DM-MM ci conducono ad esplorare delle aree energetiche a bassi livelli di potenziale, che però non corrispondono a strutture secondarie proteiche naturali.

Inoltre occorre tenere presente che i risultati ottenuti probabilmente dipendono dal ridotto numero di ricorsioni effettuate (a causa dei limiti computazionali) che corrispondono a studiare una effettiva dinamica molto breve, nell’ordine di 1 ηs.
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L’esempio da noi trattato ci induce a pensare che la ricerca delle strutture 3D di proteine o peptici, attraverso il solo studio dell’energia, non sia sufficientemente informativo per ottenere risultati comparabili alla selezione svolta dalla natura, infatti, sebbene si siano identificate anche delle conformazioni energeticamente molto vicine a quella di un’-elica, esse in effetti non lo sono. Il solo calcolo delle energie non è sufficiente, perché è puramente quantitativo, e non è in grado di fornirci informazioni sulla collocazione spaziale delle interazioni che generano i valori energetici ( per esempio, il software valuta parimenti un legame idrogeno tra catene laterali, e un legame idrogeno tra i backbone).

Note sulla stabilità dell’intera -elica:

Abbiamo costruito in MOE la struttura completa dell’-elica, e su di essa abbiamo compiuto 2 cicli di DM-MM, con distinti valori di T Head e T Equilibrium.

· TH = 300 
TE=300

· TH = 800
TE=800

Il numero di iterazioni impostato è: 100.000
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Come ci si poteva aspettare, si è notato in generale una maggiore tendenza a permanere in una struttura ad alfa-elica rispetto al peptite composto da 5 aminoacidi. Probabilmente il maggior numero dei residui aminoacidici conferisce alla struttura una maggiore stabilità, dovuta al numero superiore di legami deboli che si creano. 

Le aree più soggette a variabilità sono le estremità, a conferma di quanto sopra detto. 

Nel corso delle dinamiche (ad entrambe le T scelte) le aree centrali si comportano da centri geometrici per il mantenimento e di guida della struttura. Se infatti queste aree, nel corso della dinamica, alcune volte perdono la regolarità dell’-elica, essi la recuperano con una buona facilità, tendendo a tornare al loro stato precedente.

Nel corso delle due diverse dinamiche si è notato che il disfacimento della struttura –specialmente nelle aree terminali – avviene con maggior frequenza ad una T pari a 800 K.

I grafici sotto riportati presentano, per le due dinamiche, gli andamenti nel tempo dell’energia potenziale. 
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E potenziale a T = 300 K  (DM-MM)
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E potenziale a T = 800 K  (DM-MM)

Si osserva come essi tendono a posizionarsi nell’intorni del valore –300 per la prima dinamica, e in modo più distribuito attorno a –200 per la seconda dinamica. La superiore temperatura impostata nel secondo esperimento genera una maggior distribuzione dei valori energetici.

Essi sono dei valori nettamente inferiori a quelli registrati per il peptide di 5 aa, evidenziando il fatto che una maggior strutturazione complessiva dell’elemento di struttura secondaria proteica ha una maggiore stabilità globale.
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