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Capitolo 1

Introduzione

In campo alimentare & frequente 1'utilizzo di emulsioni per unire in un unico
composto due fasi che normalmente sarebbero immiscibili. Tra i piu classici
esempi si hanno la panna montata, il burro, la vinaigrette e la maionese.
L’emulsione si forma quando, a seguito di un’agitazione vigorosa, una fase
si riduce in goccioline che si disperdono nella seconda fase che sara conti-
nua. Le emulsioni sono instabili ma possono mantenere la loro struttura per
un certo periodo di tempo a seconda di determinate condizioni. La panna
montata, per esempio, tendera a tornare liquida, liberando ’aria che aveva
incorporato con l'agitazione, dopo un certo periodo di tempo e questo pud
essere influenzato dalla temperatura. Conservando la panna montata a tem-
perature intorno ai 4 °C I’emulsione rimarra stabile per piu tempo rispetto
che a conservarla a temperatura ambiente. In alcuni casi perd non sono solo
le condizioni ambientali a determinare la stabilita di un’emulsione ma anche
la presenza di fattori emulsionanti o tensioattivi. Nel caso della maionese, in
cui si ha un’emulsione di una fase oleosa in una fase acquosa, la stabilita ¢
fortemente influenzata dalla presenza di proteine e fosfolipidi che consentono
di mantenere la consistenza tipica della maionese. Questo lavoro di tesi si
propone di studiare il comportamento dell’ Apovitellenina-1, una delle princi-
pali proteine del tuorlo d’uovo che presenta proprieta emulsionanti. Inoltre,
sono stati studiati la cooperazione e la competizione di questa proteina con il
fosfolipide maggiormente presente nel tuorlo d’'uovo. Lo strumento adottato
per questo studio é la dinamica molecolare che consente di studiare le inte-
razioni a livello atomistico e lo sviluppo nel tempo di un sistema. Poiché la
dinamica molecolare richiede elevati costi computazionali & stato necessario
I'utilizzo di risorse di calcolo adeguate (high performance computing, HPC)
per poter ottenere i risultati delle simulazioni in tempi brevi.



1.1 LE EMULSIONI INTRODUZIONE

1.1 Le emulsioni

Con il termine emulsione si intende la miscela di due sostanze normalmente
immiscibili. Questo ¢ possibile perché, anche se le due fasi sono immiscibili
I'una nell’altra, grazie all’agitazione si crea una dispersione di goccioline di
una fase, che sara chiamata fase dispersa o interna, all’interno dell’altra fase,
che sara chiamata fase continua o esterna. Si possono avere emulsioni A/O
con dispersione di acqua in olio, come nel caso del burro, oppure emulsioni
O/A con dispersione di olio in acqua, come nel caso della maionese. Questa

—— F2SE CONIINUG  m——

[~~~ Fase dispersa —

Emulsionante

Emulsione O/A Emulsione A/O

Figura 1.1: Schematizzazione di una emulsione con i principali elemen-
ti che la caratterizzano (elaborazione immagine estratta da https://
sacrachimicablog.wordpress.com/2017/03/23/emulsioni/).

non é comunque una divisione rigorosa perché esistono emulsioni di altri tipi
di cui 'esempio pit famoso é la panna montata dove si emulsionano bolle di
aria all’interno di una fase liquida che & a sua volta un’emulsione, ovvero la
panna. Per avere una emulsione non é pero sufficiente agitare e miscelare le
due fasi, acquosa e oleosa ma ¢ anche necessario che la miscela sia stabile per
un certo periodo di tempo che puod deve essere piti o meno lungo a seconda
dell’utilizzo che se ne vuole fare. La vinaigrette, cioé la famosa miscela di
aceto, olio e sale tipica delle insalate, ha un tempo di stabilita di pochi minuti
e percid viene preparata solo poco prima di essere servita. Il latte ha invece
un tempo di stabilitd molto pitt lungo, anche di diversi giorni. Passato un
certo periodo di tempo le gocce della fase dispersa tendono a coalescere fino
ad ottenere di nuovo due fasi distinte e separate per densita. Le emulsioni
si classificano in base alla dimensione delle gocce della fase dispersa, in tre

gruppi:
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1.2 IL TUORLO D’UOVO INTRODUZIONE

e Macroemulsioni: dimensioni delle gocce di 0,2+50 pm, termodinami-
camente instabili.

e Miniemulsioni: dimensione delle gocce di 0,1+0,4 pum, termodinami-
camente instabili ma con una stabilitd maggiore rispetto alle macroe-
mulsioni.

e Microemulsioni: dimensione delle gocce di 10+-100 nm, termodinami-
camente stabili.

Piu le gocce sono grandi, piu facilmente tenderanno ad avvicinarsi 1'una
all’altra fino alla separazione di fase. Le emulsioni alimentari ricadono in
grossa parte nella classe delle macroemulsioni e sono percid termodinami-
camente instabili. La stabilitda pud comunque essere migliorata variando le
condizioni ambientali, in particolare pH e temperatura, o grazie alla presenza
di tensioattivi quali fosfolipidi e proteine. Queste due macromolecole sono
particolarmente importanti nel caso della maionese, un’emulsione di olio in
acqua, con l'aggiunta di sale e aceto che contribuisce ad abbassare il pH,
in cui i tensioattivi derivano dal tuorlo d’uovo (McClements 2007; Das e
Kinsella 1990).

1.2 1l tuorlo d’uovo

Nel caso della maionese, il tuorlo d’uovo fornisce tre componenti per la pro-
duzione e la stabilitd dell’emulsione: ’acqua, i fosfolipidi e le proteine. La
composizione del tuorlo d’uovo si pud trovare in Tabella 1.1 (Anton 2007). I

Tabella 1.1: Composizione del tuorlo d’uovo.

Composizione [%)|

acqua 51,1
lipidi 30,6
proteine 16,0
carboidrati 0,6
minerali 1,7

lipidi a loro volta si dividono per il 62% in trigliceridi, per il 33% in fosfolipidi,
per una frazione minore al 5% in colesterolo e meno dell’1% & rappresentata
dai carotenoidi che donano il tipico colore arancione. Le proteine invece sono
per la maggior parte lipoproteine e in particolare si ha il 68% di lipoproteine
a bassa densita (LDL), il 16% di lipoproteine ad alta densita (HDL), il 10%
di livetine e il 4% di fosfovitine. Tra le varie LDL ¢ di particolare importan-
za I’Apovitellenina-1 (Apo-VLDL-II), un’apoproteina trasferita dal sangue
direttamente nel tuorlo. Questa proteina ¢ un omodimero di dimensioni
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contenute (circa 9 kDa per monomero) che presenta un ponte disolfuro tra
le due cisteine in posizione 75, le uniche presenti all'interno della molecola.
Inoltre, é stato dimostrato sperimentalmente che svolge un ruolo importante
nella stabilita della maionese grazie alle sue proprieta emulsionanti (Zam-
browicz et al. 2015). Queste proteine non si trovano libere nel plasma del
tuorlo d’uovo poiché non sono solubili in acqua ma si presentano in micelle
composte da fosfolipidi, trigliceridi e colesterolo. Quando queste strutture
raggiungono l’'interfaccia che separa la fase acquosa da quella oleosa, nel-
la fase di produzione della maionese, si rompono e liberano i fosfolipidi e
le apoproteine che sono libere di diffondere all’interfaccia, denaturandosi e
formando un film che stabilizza le emulsioni, come mostrato in Figura 1.2.
Purtroppo, le informazioni sulla struttura dell’Apovitellenina-1, cosi come
per altre proteine del tuorlo, sono limitate alla conoscenza della struttura
primaria e a poco altro poiché risulta molto difficile purificarle dal tuorlo
d’uovo. Altri componenti che influenzano la stabilitd dell’emulsione, come

Time =20 ns
b) L

Time = 230 ns
c) (=

Time = 260 ns

Figura 1.2: Rappresentazione dell’assorbimento di un granulo all’interfaccia
acqua-olio (elaborazione immagine estratta da Ferrari et al. (2022)).

gia detto, sono i fosfolipidi, molecole di glicerolo a cui sono legati due acidi
grassi e un gruppo fosfato carico negativamente. La presenza di una parte
polare e una apolare favorisce la stabilita tra le due fasi immiscibili: le code
apolari si legheranno alla fase oleosa mentre la testa polare si leghera alla
fase acquosa. E proprio grazie alla cooperazione di questi due elementi che
si ottiene la stabilita della maionese e, in generale, di molte emulsioni.
Questo lavoro di tesi si propone di studiare, con tecniche di dinamica
molecolare e di metadinamica, la stabilita della proteina Apovitellenina-1
all’interfaccia acqua-olio e la sua diffusivita all’interno delle due fasi oltre
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che l'interazione che si ha tra la proteina e i fosfolipidi analizzando sempre il
comportamento all’interfaccia e come questo sia influenzato dalla presenza
di altri tensioattivi. Il capitolo due conterra i principali aspetti teorici della
meccanica statistica, della dinamica molecolare classica e della metadina-
mica. Il capitolo tre descrivera invece i dettagli computazionali di tutte le
simulazioni con la descrizione dei parametri e la spiegazione di eventuali ipo-
tesi semplificative. Nel capitolo quattro saranno presentati i risultati delle
simulazioni con tutte le operazioni di post-processing che sono state eseguite,
per poi arrivare al capitolo cinque in cui verranno discussi i risultati ottenuti.






Capitolo 2

Dinamica Molecolare e
Metadinamica

2.1 La meccanica statistica

La seguente sezione ¢ tratta dal libro Physical Chemistry di Ira Levine (2009).
La meccanica statistica rappresenta la base teorica delle simulazioni atomi-
stiche e molecolari e fornisce il contesto in cui, tramite analisi analitiche o
computazionali, & possibile estrarre le proprietd macroscopiche di un sistema
chimico a partire dal comportamento delle singole molecole che compongono
il sistema. L’approccio statistico & necessario per definire il comportamento
complessivo di un sistema chimico a partire dal comportamento delle singole
molecole. E quindi necessario distinguere tra macrostato, che rappresenta
lo stato termodinamico del sistema, e microstato, che rappresenta lo stato
molecolare del sistema, definito a sua volta dallo stato delle singole molecole
che lo compongono. A causa della natura delle interazioni fra le molecole e
delle dimensioni delle molecole stesse lo stato delle molecole é definito dalla
meccanica quantistica. Gli atomi e le molecole evolvono infatti obbedendo
alle leggi della maccanica quantistica, al contrario degli oggetti macroscopici
che evolvono secondo le leggi della meccanica classica, quali le leggi del moto
di Newton. Molto spesso si trascurano comunque gli effetti quantistici e si
considera il comportamento degli atomi e delle molecole classicamente, so-
prattutto quando si fa riferimento ai gradi di liberta traslazionali, rotazionali
e vibrazionali. Questo ¢ quello che viene fatto, ad esempio, nella dinamica
molecolare classica, come verra spiegato piu nel dettaglio nel prosieguo di
questa tesi.

Per parlare di meccanica statistica ¢ necessario introdurre il concetto di
ensemble. Con questo termine si intende I'insieme di infiniti sistemi non in-
teragenti che si trovano tutti nello stesso macrostato, rispetto al sistema di
interesse, ma che possono avere microstati differenti. I sistemi che compon-
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gono ’ensable possono essere visti come delle scatole incomprimibili immerse
in un bagno termico, con pareti rigide che garantiscono il passaggio di energia
ma non quello di materia. Un insieme di sistemi con composizione, tempe-
ratura e volume costanti é¢ detto Canonical ensemble e viene indicato con la
sigla NVT. Se invece si ha la pressione costante al posto del volume si avra
il Isothermal-Isobaric ensemble indicato semplicemente con NpT. Una volta
chiarito il concetto di ensemble si pud parare dei due principi su cui si basa
la meccanica statistica (Tolman 1979):

e Postulato equal a priori: dato un sistema termodinamico nell’ensem-
ble canonico (composizione, volume e temperatura costanti), tutti i
microstati con egual energia hanno la stessa probabilita di verificarsi.

e Teorema Ergodico: dato un sistema di interesse, la media temporale di
una proprieta sara uguale alla media d’insieme nell’ensamble canonico.

In particolare, I’equazione che lega la probabilita all’energia é la seguente:

_ B _ B
e KT e KT

pj = _i = 7 . (21)
Zje K, T

Il denominatore dell’equazione precedente, indicato con Z, in riferimento al
termine tedesco Zustandsumme che tradotto significa somma sugli stati, &
detto Canonical partiton function e rappresenta la somma su tutti i possibili
stati quantici ad un volume ed una temperatura fissati, T é la temperatura
del sistema e kp é la costante di Boltzman. Tale definizione é valida nel
caso di un sistema che obbedisce alle leggi della meccanica quantistica. In
questo caso infatti il sistema puo trovarsi solo in determinati stati quantici,
che risultano quantizzati e discreti. La stessa definizione é applicabile anche
a sistemi che obbediscono le leggi della meccanica classica, in cui lo stato
delle molecole varia in modo continuo fra un valore minimo e massimo. In
questo caso le sommatorie sono sostituite da degli integrali. Dall’Eq. (2.1) si
possono poi ottenere tutte le proprietd macroscopiche come I'energia interna
che sara la somma su tutte le possibili energie, come riportato nell’Eq. (2.2):

By

Y. Eje T OlnZ
U= piBj="———= ka2< ) : (2.2)
j ViN

VA oT

La pressione puo essere calcolata sapendo che per un sistema adiabiatico
reversibile la variazione di energia ¢ uguale alla variazone di lavoro che a sua
volta ¢ funzione della variazione di volume secondo I'Eq. (2.3):

AU = —dwye, = —P;dV = dE;. (2.3)
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Quindi la pressione puo essere calcolata secondo I'Eq. (2.4):

— 1 5E.
> T () dlnZ
;pﬂ J 7 b < oV >T’N ( )
In generale, dalla Canonical partition function & possibile calcolare tutte
le proprieta termodinamiche come Uentropia (Eq. 2.5), l'energia libera di
Helmholtz (Eq. 2.6), il potenziale chimico (Eq. 2.7) e l'energia libera di
Gibbs (Eq. 2.8):

S = %—i—k:ban, (2.5)
A= —kTnZ, (2.6)
InZ

uB:—RT(an ) , (2.7)

INB /) 1v.News

olnZz

— kyTInZ + kT . 2.8
G=-hTZ+ b(amv>TN (28)

2.1.1 Interazione tra moleocole

L’interazione tra due molecole all’interno del sistema ¢é definita dall’intera-
zione elettrostatica (Eq. 2.9), nel caso in cui si abbia a che fare con molecole
cariche elettricamente, e dall’energia potenziale (Eq. 2.10) da cui poi ¢ pos-
sibile determinare la forza agente sulle due molecole e per un sistema di N

N
1 qiqy
Ve = E E _— 2.9
¢ 47T€0 Tij ’ ( )

i=1 j<i

N
va ~ ZZUU-(T“). (210)

i=1 j<i

molecole si ha:

I calcolo del potenziale v;; agente su due molecole a distanza r;; puo risul-
tare estremamente complesso percio si adottando delle approssimazioni per
calcolarlo, in particolare si puo avere il potenziale dipolo-dipolo (Eq. 2.11),
il potenziale dipolo-dipolo-indotto (Eq. 2.12) e il potenziale di London (Eq.
2.13):

2 Ay
_ = 2.11
2 2
pioe + ps0n
va-ai(r) = == oS (2.12)
3111
vp(r) & 2 A1es (2.13)

_2(11 + IQ) (47‘(‘60)27"67
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dove py e po sono i momenti di dipolo delle due molecole che si stanno
considerando, r ¢ la distanza tra le molecole, k; é la costante di Boltzman,
T ¢é la temperatura, €9 é la costante dielettrica nel vuoto, a; e g sono le
polarizzabilitd delle due molecole e I; e Is sono le energie di ionizzazione.
Dalla somma dei tre potenziali attrattivi a lungo raggio appena citati si puo
calcolare una forza (si ricorda che F' = —VV) attrattiva che prende il nome
di forza di van der Waals. Oltre al contributo attrattivo a lungo raggio, il
potenziale totale conterrda anche un contributo repulsivo a corto raggio che
solitamente viene approssimato con 'Eq. (2.14):

A
Urep s (2.14)

dove A ¢ una costante positiva, r € la distanza tra le molecole e n € un numero
intero solitamente compreso tra 8 e 18. Il potenziale totale piu utilizzato,
somma del contributo repulsivo e di quello attrattivo, & detto potenziale 6-12
di Lennard-Jones mostrato nell’Eq. (2.15):

() - ()] #29

dove il primo termine rappresenta il contibuto repulsivo e il secondo quello
attrattivo, € ¢ il valore di energia minima e o ¢ la distanza tra le molecole a
cui il potenziale é nullo.

2.1.2 Dallo stato molecolare allo stato termodinamico

Quindi, per calcolare le variabili termodinamiche ¢ necessario definire 1’o-
peratore Hamiltoniano per ogni molecola del sistema termodinamico (Eq.
2.16) e risolvere ’equazione di Schrodinger (Eq. 2.17) per ottenere i valori di
energia F; da cui poi ¢ possibile calcolare la funzione di partizione canonica
e da questa & possibile ricondursi alle proprieta termodinamiche citate sopra
(Eq. da 2.5 a 2.8).

N h2 0
Hyj = By, (2.17)

dove h ¢ la costante di Plank divisa per 27, r ¢ il vettore posizione, V (r) ¢
I'energia potenziale, m; ¢ la massa di una molecola e 1; ¢ la relativa funzio-
ne d’onda. Con questo approccio perod ¢ possibile ricvare soluzioni analitiche
solo per sistemi ideali con potenziali di interazione nulli o molto semplici,
come ad esempio il potenziale a sfere rigide o di van der Waals. Per tut-
ti gli altri casi, in cui il potenziale é piti complesso, é necessario utilizzare
modelli computazionali in cui le equazioni vengono risolte numericamente
con algoritmi implementati al calcolatore e questo ¢ quello che avviene, ad
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esempio, nella dinamica molecolare classica. E da ricordare inoltre, che que-
st’ultima trascura gli effetti quantici e le interazioni atomiche sono descritte
con un insieme di parametri, detto campo di forze, che derivano da calcoli
quanto-meccanici.

2.2 La dinamica molecolare

Le tecniche di dinamica molecolare (in inglese Molecular Dynamics, MD)
sono diventate, negli anni, complementari alle tecniche di studio sperimen-
tali, soprattutto nel caso in cui si vogliano studiare biomolecole o proteine.
Secondo il teorema ergodico si puo infatti studiare 'andamento nel tempo di
una proprieta di un certo sistema e confrontarla con le medie d’insieme della
stessa proprieta misurata sperimentalmente o sono usate per esplorare le va-
rie configurazioni assunte da una proteina nel tempo (Hansson, Oostenbrink
e Gunsteren 2002). Le basi su cui si pone la dinamica molecolare sono sostan-
zialmente due: il teorema ergodico e la risoluzione delle equazioni di Newton
per un sistema di molecole, costituite a loro volta da atomi. Ogni sistema
viene quindi trattato a livello atomistico, andando a considerare le interazio-
ni tra ciascun atomo e tutti gli atomi che lo circondano. Ovviamente questo
gia presenta una limitazione poiché é la meccanica quantistica a descrivere
correttamente il comportamento fisico di un sistema e non la meccanica clas-
sica ma ad oggi sono pochi gli strumenti computazionali abbastanza potenti
da poter risolvere le equazioni di Schrédinger per un sistema che contiene un
numero elevato di molecole, dell’ordine delle migliaia (Lindahl 2008). Dal-
I’altro lato, simulare un sistema pit piccolo puo essere impossibile visto che
la dinamica molecolare, come gia detto, é utilizzata per macromolecole e pro-
teine che gia intrinsecamente contengono un numero elevato di atomi e che
devono essere poste in un sistema a sua volta composto da altre molecole. A
partire dalle tecniche MD sono state sviluppate anche altre tecniche pit ac-
curate, come la Metadinamica (MetaD), ma ovviamente questo ha un costo,
in termini di tempo computazionale, molto maggiore. La risoluzione delle
equazioni del moto di Newton risulta quindi un buon compromesso finale
dato che riesce spesso a simulare correttamente le proprietd misurate speri-
mentalmente. In Figura 2.1 sono rappresentati alcuni dei possibili fenomeni
studiati dalla dinamica molecolare con le relative scale temporali coinvolte.
In particolare, si pud osservare che eventi che richiedono tempi relativamente
lunghi, come la sintsi dei ribosomi o il ripiegamento delle proteine non siano
studiabili atomisticamente a causa dell’elevato costo computazionale.

2.2.1 1l campo di forze o force field

Il primo passo per effettuare una simulazione MD é la scelta di un campo di
forze, ovvero l'insieme di approssimazioni ed equazioni empiriche e non per il
calcolo delle interazioni atomiche e dell’energia potenziale del sistema. Una
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Figura 2.1: Tempi caratteristici di alcuni eventi tipicamente studiati con la
dinamica molecolare (elaborazione immagine estratta da (Lindahl 2008)).

caratteristica generale che accomuna quasi tutti i campi di forze é che non
riescono a predire la formazione e la rottura di legami (esistono comunque
alcuni campi di forze che contengono parametri che sono in grado di predire,
con molta approssimazione, le reazioni chimiche), non arrivano quindi a ri-
produrre gli effetti quantistici del sistema in esame messi in gioco ad esempio
durante le reazioni chimiche. Un’altra caratteristica tipica di ogni campo di
forze é la suddivisione delle funzioni per il calcolo dell’energia potenziale in
interazioni di legame, che riguardano le vibrazioni, rotazioni e torsioni di un
legame tra due o pili atomi di una molecola e in interazioni di non legame,
che riguardano invece in interazioni di Coulomb e di Lennard-Jones (si ri-
corda che queste interazioni non si hanno solo tra atomi di molecole diverse
ma anche tra atomi di una stessa molecola se questa é molto grande, come
nel caso delle proteine o dei polimeri). In generale, i parametri contenuti
nel campo di forze riguardano un particolare tipo di atomo all’interno di
una particolare molecola. Ad esempio, I'ossigeno legato all’idrogeno nella
molecola dell’acqua sara diverso dall’ossigeno legato ad un idrogeno in un
alcol. Una pratica usata di frequente riguarda quella di inserire, all’interno
di un campo di forze, i parametri relativi ad un singolo atomo di un lega-
me e poi estrapolare gli altri parametri da medie geometriche e aritmetiche.
Ad esempio, i parametri del legame C-N saranno dati da una media tra i
parametri del legame C-C e quelli del legame N-N (Israelachvili 2011). Ol-
tretutto, i campi di forza trattano con lo stesso approccio appena descritto
le interazioni di van der Waals e di Coulomb. In particolare, per queste
ultime vengono definite delle cariche parziali. All’interno delle molecole, gli
elettroni tenderanno ad orbitare vicino agli atomi piu elettronegativi ma &
comunque possibile che, nel moto di rotazione, si trovino vicino ad un atomo
poco elettronegativo. Con le cariche parziali si esprime quindi la possibile
polaritd di una molecola anche se questa é scarica. Nel caso dell’acqua ad
esempio, in uno dei modelli pitt utilizzati si pone una carica di —0,834 e~
per l'ossigeno e una carica di +0,417 e~ per ciascun idrogeno (Jorgensen,
Chandrasekhar et al. 1983). Di seguito sono riportate le principali equazioni
utilizzate per il calcolo dell’energia potenziale e delle corrispondenti forze che
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le coppie di atomi si scambiano:

Eponds = Z K req > (218)
bonds

Bangles = > Ko(0 — 0cq)*, (2.19)
angles

Erorsion = Z 1t cos (91 4+ )] + 2 [1+ cos (261 + )] +
(2.20)

% [1+ cos (3¢: + f3)] .

on aon b qzq] | @ 12 B U’L] 6
ab - Z Z zg rij T fZJ y (221)

E= Eab + Etorsion + Eangles + Ebondsa (222>
d’r

dove K, e Ky delle Eq. (2.18) e (2.19) sono rispettivamente le costanti
elastiche per la vibrazione di legame e angolare e (1 — 7¢4) € (0 — 0cq), in ri-
ferimento alle stesse equazioni, sono rispettivamente gli spostamenti spaziale
e angolare rispetto alla condizione di equilibrio. Nel contributo energetico
dovuto alla torsione dell’Eq. (2.20) i termini Vj, Va, V3, corrispondono ai
coefficienti di Fourier della serie mentre ¢ rappresenta [’angolo torsionale e
f1, f2, f3 rappresentano gli angoli di fase. Infine, il termine energetico per
le interazioni di non legame dell’Eq. (2.21) é dato dal contributo di Cou-
lomb sommato a quello di Lennard-Jones. E da tenere in considerazione che
quest’ultima formula ¢ applicata anche ad atomi facenti parte di una stessa
molecola ma separati da tre o pit legami. Inoltre, f;; = 1 a parte nel caso
in cui si ha un legame intermolecolare di tipo 1,4 in cui f;; = 0,5. Infine, le
Eq. (2.22) e (2.23) rappresentano la risoluzione delle equazioni di Newton.
La differenza tra i diversi campi di forze esistenti in letteratura é proprio nei
parametri con cui viene calcolata l’energia. Non esiste un campo di forza
che racchiuda tutti gli atomi e le molecole esistenti, pero € possibile scegliere
un campo di forze come base per poi andare a variare alcuni parametri, o
per fonderlo con un altro campo di forze se, ad esempio, il secondo contiene
informazioni su molecole che non erano presenti nel campo di forze origina-
riamente scelto. Attualmente, tra i vari campi di forza, quello che risulta pit
completo ¢ 'OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid Simulations — All
Atom) sviluppato da Jorgensen, Madura e Swenson (1984). Questo campo
di forze tiene conto di tutte le interazioni che ci sono tra tutti gli atomi
che compongono il sistema. Altri tipi di campi di forza contengono delle
semplificazioni: ad esempio non presentano i parametri per le interazioni tra
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gli idrogeni di una proteina andando cosi a ridurre il costo computazionale
(Jorgensen, Maxwell e Tirado-Rives 1996). Cio significa che due simulazioni
simili, con stesso numero e posizione iniziale degli atomi, che si differenziano
solo per il tipo di campo di forze scelto, possono dare risultati molto diversi.

2.2.2 Simulazione di dinamica molecolare

La simulazione di dinamica molecolare € caratterizzata dalla risoluzione delle
equazioni del moto (Eq. da 2.18 a 2.23) con metodi numerici. E quindi
necessario definire un intervallo di tempo per l'integrazione delle equazioni
del moto di pochi femtosecondi, di solito 1 o 2 fs. Inoltre, per poter regolare
temperatura e pressione, vengono introdotti un termostato e un barostato,
illustrati meglio nel Paragrafo 3.2. Il metodo per la risoluzione delle equazioni
del moto & I'algoritmo di Verlet (Swope et al. 1982):

ri(t + At) = ri(t) + vi(t) At + QAj Fy(t), (2.24)
vi(t + At) = v;(t) + ?ﬂf[ﬂ(t) + F;(t + At)]. (2.25)

Questo algoritmo garantisce che se due sistemi identici vengono simulati par-
tendo da identiche condizioni iniziali giungeranno allo stesso risultato finale.
In molte situazioni non € dato sapere quanto tempo sara necessario al sistema
per raggiungere la situazione desiderata o uno stato di equilibrio particolare
ma in ogni caso si pud decidere di iniziare la simulazione con un certo nume-
ro di passi temporali e poi eventualmente ripartire dalla disposizione finale
del sistema per lanciare altri passi temporali senza dover ripetere tutte le
fasi di minimizzazione energetica ed equilibratura. Solitamente, ¢ comunque
consigliabile scegliere come durata della simulazione un tempo almeno dello
stesso ordine di grandezza del tempo caratteristico dell’evento che si vuole
studiare.
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2.3 La Metadinamica

Discutiamo ora molto sinteticamente i principi alla base della metadinamica.
Maggiori dettagli sono disponibili in letteratura come ad esempio nell’arti-
colo di Valsson, Tiwary e Michele Parrinello (2016).

Nonostante 'ottimizzazione delle risorse e dei sistemi per svolgere simula-
zioni di dinamica molecolare, ad oggi il problema principale restano i lunghi
tempi di simulazione che alcuni processi presentano. Questo perché lo stru-
mento principale per lo studio di sistemi con simulazioni MD, ovvero la
parallelizzazione, non permette di intervenire in maniera significativa sulla
scala temporale, che & intrinsecamente seriale, ma piuttosto aiuta a riprodur-
re sistemi pit grandi e complessi. Oltretutto ¢’é da considerare che sistemi
proteici possono necessitare di simulazioni lunghe decine di microsecondi e
che spesso sono necessarie pitl simulazione per ottenere un dato statistico,
soprattutto se questo riguarda eventi di transizione. Per superare le limita-
zioni della scala temporale si possono usare metodi di campionamento delle
variabili introducendo un bias, un potenziale energetico, che dipende dalle
variabili scelte (metodo di campionamento a ombrello). Poiché costruire il
bias non ¢ un’operazione semplice si pud scegliere come soluzione quella di
far variare il bias stesso durante la simulazione. Uno dei metodi che segue
questa strategia ¢ proprio la metadinamica (MetaD).

2.3.1 Sampling nello spazio delle variabili collettive

Per descrivere un sistema complesso si deve cercare un numero di variabili
ristretto che possano descrivere al meglio ’evoluzione del sistema stesso. Da
un punto di vista matematico, queste variabili collettive (CV), sono funzioni
generalmente non lineari delle coordinate atomiche. Una volta definite le CV
si puo definire una distribuzione di equilibrio secondo 'Eq. (2.26):

P(s) = /5[8 — s(r)]P(r)dr = ([s — s(7)]), (2.26)

dove il termine P(r), espresso dall’Eq. (2.27),

P(r) = Z

(2.27)

¢ la distribuzione di Boltzmann corrispondente all’energia potenziale U e s

¢ lo spazio delle variabili collettive. Si pud inoltre definire la superficie di
energia libera (FES) con 'Eq. (2.28):
1

F(s) = 3 log P(s). (2.28)

Questa funzione consente di distinguere chiaramente le zone metastabili e le

eventuali barriere energetiche del sistema al variare delle CV, la cui scelta

15



2.3 LA METADINAMICA DiNnAMICA MOLECOLARE E METADINAMICA

risulta quindi importante ai fini della determinazione degli stati metastabi-
li del sistema. La barriera energetica tra due stati metastabili puo essere
calcolata dall’Eq. (2.29):

1 fA e PF()ds

AFA,B = _E lOg 7fB e—ﬁF(s)ds.

Per un sistema ergodico la FES si puo anche calcolare dalle Eq. (2.30) e
(2.31):

(2.29)

F(s) =~ lim_(log (N(s,1)), (2.30)
5 8[s — s(r(t)))at
N(s,t) = 7 (2.31)
( [y at >

dove N corrisponde ad un istogramma normalizzato valutato a partire da una
simulazione di dinamica molecolare classica. Per stimare la FES sembrerebbe
quindi sufficiente “contare”. Il problema é che nella maggior parte dei casi
un sistema non puo essere considerato ergodico per il tempo di simulazione,
durante il quale il sistema tendera solo ad oscillare attorno ad un particolare
stato locale di equilibrio. Per superare questo problema si pud considerare
un potenziale di polarizzazione V(s(R)) che ¢ progettato per migliorare il
campionamento nello spazio delle CV. Si ottiene quindi la distribuzione di
equilibrio secondo 'Eq (2.32):

5 p e BIF(8)+V (s)] e—BF(s)+V(s)]
PV(S) - / [S - S(T‘)]P\/(T) r= f e_ﬁ[F(S)—H/(S)]SS - 7 y
(2.32)
Questa é la distribuzione di Boltzmann del sistema a cui € stato applicato un
potenziale. Da questa equazione si puo ricavare ’'Eq. (2.33) che rappresenta
la FES della simulazione priva di bias:
1

F(s) = 3 log Ny (s) — V(s), (2.33)
In linea di principio, dall’Eq. (2.34) si puo stimare qualsiasi funzione dipen-
dente da r pesando ciascuna configurazione ottenuta nell’ensemble a cui é
applicato il bias con il valore stesso del bias che agisce sul sistema:

<O(T)B,BV(S(7’))>
(O(r)) = <wvwwnvv’

(2.34)

dove O(r) é una generica funzione dipendente dalle coordinate atomiche. E
da tenere in considerazione che questa relazione ¢ valida solo se il potenziale
applicato al sistema ¢é statico. Un esempio di potenziale che si pud applicare
¢ quello presentato nell’Eq. (2.35):

V@)z—(l—)F@L (2.35)
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in cui v > 1 & una costante e il limite ¥ — 1 corrisponde all’ensemble senza
bias. L’effetto di questo bias ¢ quello di amplificare i due picchi in modo che la
transizione tra uno stato metastabile e I'altro sia piu favorita come mostrato
nella rappresentazione di Figura 2.2. Per v — +o0 il valore della probabilita
tende ad una costante e si perdono i picchi, &€ quindi importante la scelta di
v, oltre alla scelta delle CV, per poter esplorare le diverse configurazioni di
energia minima. Il suo valore non deve essere troppo piccolo, altrimenti le
barriere energetiche resterebbero difficili dal superare, ma nemmeno troppo
grande, poiché si rischierebbe di andare ad esplorare valori di CV impro-
babili e quindi aumenterebbe il costo computazionale. Con questo bias, la
probabilita di distribuzione ¢ legata al valore senza bias dall’Eq.(2.36):

1
P(s)|~
Py(s) = —LET (2.36)
J[P(s)]7ds
Vis) =~(1 - JIF()
Unbiased Biased
§ s ity
HIR g | Pro=tpo)
- g
© ©
z z
! : : ! A :
o [-%
cv cv

Figura 2.2: Effetto del bias sulla probabilita. Dopo 'applicazione del po-
tenziale (grafico rosso) il picco A risulta piu basso e per il sistema sara piu
semplice raggiungere la configurazione B (elaborazione immagine estratta da

Ref. Valsson, Tiwary e Michele Parrinello (2016)).

2.3.2 Well-Tempered Metadynamics

La Well-Tempered Metadynamics (WTMetaD) & una procedura che costrui-
sce iterativamente un bias V' (s) che tende asintoticamente all’Eq. (2.35) gra-
zie all’aggiunta successiva di piccoli kernel del bias repulsivi G(s, s”). Questi
kernel (Eq. 2.37 e 2.38) assumono la forma di una Gaussiana localizzata
nello spazio delle variabili collettive s:
G(s,s') = Wells—'II*
-1

s = s = 5 3" (s = 8D D (5 — 85, (239)

i,J 1,]

(2.37)

dove W rappresenta l'altezza della Gaussiana, ||s — §’|| indica la distanza
’ . . . -1 .
trases’ >, ; rappresenta la matrice di covarianza e > ; la sua inversa.
I 9.
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Dall’Eq. (2.39) si puo trovare l’espressione del bias:

Vi(8) = Vo1(8) + G(s, 8)e 7 17Vn-1(n), (2.39)

in cui Vy(s) = 0 e il termine correttivo diminuisce man a mano che la si-
mulazione procede poiché I'argomento dell’esponenziale decresce come 1/n.
Questa equazione viene applicata ogni Ng steps. Si pud quindi ottenere la
probabilita di distribuzione del bias al tempo t dall’Eq. (2.40):

e BlUM)+V(s(r,t))]

_ _ BV (s(r.0)) (1)
Py (r,t) T e ATV s P(r)e : (2.40)

con il termine ¢(t) espresso nell’Eq. (2.41):

1 [ePF©)gs
e(t) = 7108 <f€—B[F(s)+V(s,t)ds>' (2.41)

In conclusione, si ottiene che, data una funzione dipendente dalle coordinate
atomiche O(r), si pud calcolare la media sul sistema privo di bias dalla
traiettoria della simulazione di metadinamica dall’Eq. (2.42):

<O(T)> = <O(T)€—5[V(S('P7t))—c(t)]>v (2.42)

2.3.3 Variabili Collettive

La metadinamica ¢, in linea di principio, indipendente dalla scelta delle CV.
In pratica pero la scelta delle CV influenza il costo computazionale. Per
poter scegliere con cura le CV ci si puo basare su simulazioni precedenti di
sistemi noti o da dati di letteratura ma in generale, se il sistema finale non é
noto, & buona norma scegliere delle CV che possano fornire una moltitudine
di risultati. Una volta selezionato un set di CV preliminare ¢ necessario
eseguire una simulazione MetaD ed analizzare ’andamento del sistema. Ci
sl puo trovare in tre situazioni:

e [l sistema ¢ fisso nello stesso stato di partenza, la scelta dei CV ¢é errata.

e ]l sistema esplora correttamente diversi metastati e si ottiene una stima
dell’energia convergente in un breve lasso di tempo, la scelta dei CV ¢
corretta.

e [l sistema ¢ intrappolato per lungo tempo in diversi bacini energetici
e il potenziale di bias non cresce in modo uniforme, la scelta dei CV ¢
incompleta.
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La terza situazione ¢é la piu probabile e per far fronte a cio bisognerebbe iden-
tificare parametri che variano lentamente e che potrebbero essere responsabili
dell’intrappolamento occasionale del sistema in un certo metastato. Assu-
mendo di avere un sistema con due stati noti A e B e che il cammino tra
questi due stati possa essere espresso attraverso un insieme di CV. Si scrive
una traiettoria S(¢) che collega i due stati e si sceglie, tra gli infiniti cammi-
ni possibili, un cammino di riferimento Sy(t). E poi necessario definire una
metrica che esprime le distanze nello spazio di S. Si possono quindi costruire
due funzioni (Eq. 2.43 e 2.44):

Lt IS -S04y

— i 2.4
s(r) Affoo< Jo 6_/\||S(7’)—50(t)||2dt>’ (243)
- 1 IS S
z(r) :)\E:I-IOO —Xlog ; e dt |. (2.44)

La variabile s induce una foliazione nello spazio S e misura 'avanzamento
lungo il percorso e il suo valore é¢ compreso tra 0, che corrisponde allo stato
iniziale, e 1, che corrisponde al raggiungimento dello stato finale. La variabile
z esprime la distanza dal percorso di riferimento Sy, il suo valore sara tanto
maggiore quanto piul il percorso si discosta dal percorso di riferimento. In
Figura 2.3 si possono vedere graficamente gli andamenti delle due variabili.

Fi5,,5,) siR} zIR)

Figura 2.3: (a) FES nello spazio delle CV S = (S7,.52) con lo stato iniziale
A, lo stato finale B e il percorso di riferimento Sp. (b) il valore di s che
esprime il completamento del percorso. (c) il valore di z che esprime quanto
un percorso generico si discosta dal percorso di riferimento Sy (elaborazione
immagine estratta da Ref. Valsson, Tiwary e Michele Parrinello (2016)).

2.3.4 Varianti della metadinamica

Di seguito sono riportati alcuni altri esempi e varianti della metadinamica
rispetto alla WTMetaD.
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e Metadinamica dei camminatori multipli: in questo tipo di simulazio-
ni si ha sempre la creazione iterativa di un bias depositando kernel
successivi ma questo viene fatto in contemporanea su pitu simulazio-
ni in parallelo. Il bias totale sara dato dalla somma di tutti i kernel
depositati in ogni simulazione.

e Metadinamica con Gaussiana adattativa: nello schema Gaussiano adat-
tativo la matrice di covarianza viene calcolata durante la simulazione
effettuando una media temporale sui CV e questo porta ad un adatta-
mento continuo dei kernel per la creazione iterativa del bias. Scegliendo
questo metodo si migliorano le prestazioni ma le equazioni presentate
precedentemente non sono piu valide.

e Metadinamica Flux-Tempered: in questo caso il potenziale di bias
porta alla distribuzione ottimizzata per diffusione secondo 'Eq. (2.45):

(2.45)

dove D ¢ la diffusivita locale dipendente da s che é compresa nell’inter-
vallo s_ < s < s;. La costruzione del bias procede in due fasi: nella
prima parte viene eseguita una normale simulazione MetaD e la depo-
sizione delle gaussiane per la creazione dei kernel viene stoppata dopo
un certo tempo, fissando quindi il bias; nella seconda parte il bias vie-
ne nuovamente aggiornato attraverso un diverso schema iterativo che
porta poi all’Eq. (2.45).

e Metadinamica Transition-Tempered: questa pud essere vista come la
combinazione della MetaD classica e della WTMetaD. In questo ca-
so i kernel vengono mantenuti costanti fino a quando il sistema non
esplora tutti i bacini di stabilitd. Successivamente la forza dei kernel
viene gradualmente ridotta. Viene quindi combinata la convergenza
della WTMetaD con l’esplorazione pit rapida di ciascun FES offerta
dalla MetaD. E una procedura molto utile ma ha l'inconveniente che
é necessario conoscere tutti i bacini che si vogliono esplorare per poter
definire quando il contributo dei kernel deve venire meno.

2.3.5 Confronto metadinamica e dinamica molecolare

La metadinamica risulta essere uno strumento di notevole aiuto nello studio
di un sistema. Sono presenti perd delle limitazioni. Innanzi tutto, € neces-
sario tenere in considerazione che, a parita di numero di passi temporali tra
una simulazione di dinamica classica e una simulazione di metadinamica,
I'implementazione di una simulazione di MetaD ha un costo computazionale
notevolmente maggiore. Perd una singola simulazione di metadinamica for-
nisce molte pitl informazioni, per le variabili che riguardano le CV, rispetto
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ad una simulazione di dinamica molecolare classica. Dall’altro lato, con la
metadinamica, si perde qualsiasi informazione temporale. Si puo solo sapere
se, partendo da una configurazione A, il sistema evolvera verso una confi-
gurazione B e con che probabilitd ma non si pud sapere in quanto tempo
questo evento si concretizzera. E comunque importante sottolineare che la
metadinamica viene scelta come strumento di studio per sistemi che impie-
gherebbero molto tempo ad evolvere verso un nuovo stato stabile e che per
valutare la probabilita di accadimento di un evento (per esempio il passaggio
dalla configurazione A del sistema alla configurazione B) sarebbero necessa-
rie numerose simulazioni di dinamica molecolare classica su cui poter poi fare
una media d’insieme per applicare il teorema ergodico.
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Capitolo 3

Dettagli computazionali

Tutte le simulazioni di dinamica molecolare descritte in questo capitolo sono
state svolte con GROMACS versione 20.6, le simulazioni di metadinamica
sono invece state eseguite con GROMACS 20.6 e Plumed 2.7.2.

3.1 Le condizioni periodiche e il cut-off

Se immaginiamo il sistema da simulare come un parallelepipedo, la dimen-
sione di ciascun lato avra una dimensione variabile circa tra 5 nm e 30 nm,
a seconda del tipo e del numero di molecole che conterra, percio, ci si pone
il problema di cosa ci sia oltre il sistema in esame, ovvero in quella porzione
dello spazio che non é stata definita. Poiché considerare il vuoto all’ester-
no del sistema o delle pareti solide non avrebbe avuto un senso fisico sono
state adottate le Periodic Boundary Conditions (PBC). Una volta creato il
sistema di interesse, di questo ne verranno create delle copie ideali in tutte le
direzioni, in questo modo, se immaginiamo che la box contenga acqua, una
molecola che esce da una faccia della box rientrera dalla faccia opposta con
la stessa velocita in modulo, direzione e verso che aveva quando si trovava
nel momento dell’uscita dalla box, come raffigurato nell’immagine rappre-
sentativa di Figura 3.1. Ovviamente con questa soluzione si rischia che le
molecole di interesse della simulazione, tipicamente una proteina, risentano
della propria immagine periodica e per risolvere questo problema si inserisce
una distanza di cut-off, ovvero si considera che ogni singolo atomo interagi-
sca solo con gli atomi presenti all’interno di una sfera che ha come centro
I’atomo di riferimento e come raggio la distanza di cut-off. In questo modo,
per evitare 'interazione tra una molecola di interesse e la sua immagine pe-
riodica é sufficiente creare una box che abbia una lunghezza per ciascun lato
pari ad almeno la massima estensione raggiungibile dalla molecola sommata
al doppio della distanza di cut-off. Per tener conto di quali atomi si trovano
ad una distanza minore del raggio di cut-off rispetto ad una certa particella
si usa la lista di Verlet (Chialvo e Debenedetti 1990), una particolare algo-
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Figura 3.1: Rappresentazione delle PBC. La box centrale rappresenta il si-
stema che si vuole simulare, le box laterali rappresentano delle ideali copie
del sistema.

ritmo a basso costo computazionale che permette di tener conto facilmente
dell’elenco di particelle contenute all’interno di una sfera di raggio pari alla
distanza di cut-off. Questo algoritmo prevede che il sistema sia diviso in celle
cubiche con 'atomo di riferimento all’interno della cella 0. A ciascun altro
atomo, che si trovera in una cella 7, viene assegnato un valore che dipende
dalla distanza tra la cella ¢ e la cella 0 e dalla dimensione del lato della cella.
Maggiore sara il valore assegnato e maggiore sara la distanza dall’atomo di
riferimento. Oltretutto, limitando il calcolo delle interazioni a lungo raggio
solo a quelle comprese all’interno del cut-off, si riduce notevolmente il costo
computazionale. Inoltre, grazie alla presenza della periodicita si puo calcola-
re il potenziale di Coulomb con le Particle Mesh Ewald summation (PME).
Una condizione necessaria per poter applicare queste formule € proprio il
fatto che si stia lavorando con celle periodiche (viene tipicamente usata nello
studio dei cristalli) (Lindahl 2008). Come si puo vedere nell'immagine sot-
tostante, Figura 3.2, considerando solo la distanza di cut-off, il potenziale di
Coulomb avrebbe un andamento privo di significato fisico. Grazie alle PME
il contributo di Coulomb viene scomposto nella somma di due contributi, il
primo a corto raggio, che tipicamente raggiunge lo zero asintotico ad una
distanza inferiore al cut-off nello spazio reale, e il secondo a lungo raggio che
converge rapidamente nello spazio di Fourier (Di Pierro, Elber e Leimkuhler
2015). La somma di questi due contributi garantisce che il potenziale sia
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una funzione che tende a 0 quando r, la distanza tra i centri di due atomi,
tende ad infinito ma allo stesso tempo consente di avere un andamento piu
realistico del potenziale.
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Figura 3.2: Utilizzo delle PME: nel grafico superiore si nota la differenza tra
il potenziale reale (linea continua) e il potenziale calcolato tenendo conto solo
della distanza di cut-off (linea tratteggiata). Nel grafico inferiore si notano
i due contributi del potenziale calcolati con le PME: il potenziale a lungo
raggio (linea tratto punto) e il potenziale a corto raggio (linea tratteggiata),
confrontati con il potenziale reale (linea continua) (elaborazione immagine
estratta da Lindahl (2008).

3.2 Preparazione del sistema

Una volta creata la box che si vuole simulare sono necessari ulteriori tre
passi prima di poter effettuare la simulazione di dinamica molecolare vera e
propria. Questi tre passaggi sono in ordine:

1. Neutralizzazione della carica elettrica
2. Minimizzazione energetica

3. Equilibratura di temperatura e densita

3.2.1 Neutralizzazione della carica elettrica

Con l'aggiunta di ioni quello che si vuole ottenere ¢ 'annullamento della
carica del sistema. Infatti, le simulazioni MD sono tipicamente simulazioni
all’equilibrio e la presenza di una carica elettrica potrebbe influenzare nega-
tivamente I’andamento di tutta la simulazione dato che in natura non esiste
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una carica netta ma tutti i sistemi sono elettricamente neutri. Oltretutto, la
scelta di alcuni parametri o modelli, come per esempio il modello di Ewald
per il calcolo del potenziale elettrostatico, funzionano bene solo se il sistema
ha carica nulla (Kolafa e Perram 1992). Solitamente, per annullare la carica
si aggiungono al sistema ioni Cl” per contrastare la carica negativa e ioni
Na™ per contrastare quella positiva. Tipicamente questi ioni si sostituiscono
al solvente e la loro presenza non cambia significativamente la composizione

della box.

3.2.2 Minimizzazione energetica

Una volta aggiunti gli ioni la box puo dirsi a tutti gli effetti completa per
quanto riguarda il numero e i tipi di atomi presenti. Il secondo passaggio
¢ quindi la minimizzazione energetica. Si effettua una simulazione di pochi
passi temporali con lo scopo di andare a muovere gli atomi attorno alle loro
posizioni iniziali per ottenere un minimo di energia locale del sistema. Al
momento dell’inserimento delle molecole, queste potrebbero avere un’orien-
tazione tale per cui ’energia avrebbe un valore elevato che poi porterebbe
ad un valore della forza elevato. Questo potrebbe essere dovuto al semplice
inserimento randomico delle molecole all’interno della box che potrebbe por-
tare ad avere due atomi inizialmente molto vicini oppure la configurazione di
una molecola inserita nella box potrebbe non essere quella ad energia minore.
Questa pratica non é obbligatoria ma é fortemente consigliata dal momen-
to che lanciare una simulazione senza la minimizzazione energetica potrebbe
portare al collasso del sistema a causa delle elevate forze che potrebbero agire
sugli atomi (Chatzieleftheriou, Adendorff e Lagaros 2016). Inoltre, la mini-
mizzazione energetica ¢ un primo controllo della buona disposizione degli
atomi nella box, questo perché, in caso di atomi troppo vicini o addirittura
sovrapposti, si avrebbe un valore di energia pari ad infinito.

3.2.3 Equilibratura

Terminata la fase di minimizzazione energetica non si pud ancora lanciare
la simulazione vera e propria poiché € necessario portare all’equilibrio tem-
peratura e densitd. Teoricamente si vorrebbe portare all’equilibrio anche la
pressione ma una delle grosse limitazioni della dinamica molecolare é pro-
prio legato alle enormi oscillazioni del valore di pressione rispetto al valore
di riferimento impostato (Nosé e Klein 1983). Come conseguenza si ha che
anche tutte le proprieta calcolate partendo dalla pressione, come per esempio
la tensione interfacciale, risentiranno di questo errore e risulteranno molto
difficili da stimare. Una delle pratiche piti comuni consiste nell’eseguire 1’e-
quilibratura in due fasi: nella prima si esegue una simulazione di tipo NVT
(Canonical ensemble: numero di molecole, volume e temperatura costan-
ti) per portare la temperatura al valore desiderato e per equilibrare, per
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quanto possibile, la pressione; nella seconda si esegue una simulazione NpT
(Isothermal-Isobaric ensemble: numero di molecole, pressione e temperatura
costanti) per equilibrare la densita del sistema. Durante I'equilibratura le
molecole di soluto (es. proteine o altre macromolecole di interesse) vengono
fissate nelle loro posizioni inserendo dei vincoli energetici che non consentono
il movimento. In questo modo tutte le molecole di solvente adattano la loro
posizione per portare all’equilibrio le grandezze elencate precedentemente.
Per ottenere il valore di pressione e temperatura desiderati si inseriscono ri-
spettivamente un barostato e un termostato, ovvero un insieme di equazioni
che mirano a portare a convergenza le due variabili fino al valore desiderato.
In particolare, tra i metodi pit noti, ed utilizzati anche in questo lavoro di
tesi, si ha il termostato di Berendsen (Berendsen 1991), mostrato nell’Eq.
(3.1) e il barostato di Parrinello-Rhaman (M. Parrinello e Rahman 1981), a
sua volta descritto nelle Eq. da (3.2) a (3.5) :

ar  To—T
a7
dove T e T sono rispettivamente la temperatura di riferimento e la tempera-

tura attuale del sistema, mentre 7 é una costante di tempo che dipende dalla
capacita termica totale del sistema e dal numero totale di gradi di liberta.

(3.1)

d?b e
7 = VW V(P = Py), (3.2)
Ci;tgi _ Z _ M%, (3.3)
M=b" {bcg’; + fll;b’] s (3.4)
o=t o

dove P e P,.s sono rispettivamente la pressione nel sistema in un certo
istante di tempo e la pressione di riferimento. Il termine W & una matrice di
parametri legati alla forza calcolata a partire dalla compressibilita isoterma
B (generalmente una matrice diagonale con elementi tutti uguali), dalla mas-
sima dimensione della box L e da una costante di tempo 7, che generalmente
& molto piu grande rispetto a quella usata nel calcolo della temperatura, il
temine b rappresenta la matrice dei vettori dimensione della box. Inoltre
compare un termine nel calcolo dell’equazione di Newton che corrisponde ad
una forza di attrito.

3.3 Ipotesi semplificative

In tutte le simulazioni eseguite sono state assunte delle semplificazioni, al-
cune dovute ad una mancanza di informazioni, altre legate al fatto che le
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simulazioni di dinamica molecolare e di metadinamica hanno gia intrinseca-
mente un costo computazionale elevato e talvolta inserire certe semplificazio-
ni puod ridurre questo costo e, conseguentemente, abbassare il tempo totale
di simulazione.

3.3.1 Fase non-acquosa: olio alimentare

Gli oli alimentari sono composti da una miscela di diversi trigliceridi, mole-
cole formate da un glicerolo con tre acidi grassi sostituiti. L’olio scelto per
le simulazioni ¢ un olio di semi di soia di cui € nota la composizione degli
acidi grassi in Tabella 3.1 (Pryde 1980). Poiché non ¢ nota la composizio-
ne effettiva dei trigliceridi una prima ipotesi semplificativa é stata assumere
che tutti i trigliceridi fossero composti da un unico tipo di acido grasso.
Per semplicita, da questo punto in avanti i trigliceridi verranno indicati con
il nome dell’acido grasso che li compone. Dai valori di composizione mas-

Tabella 3.1: Composizione dell’olio di semi di soia. Tipo = numero di car-
boni:numero di insaturazioni, m; = massa di una molecola, Xmqess = frazione
massica sperimentale (Pryde 1980), Xpum = frazione numerica di molecole
calcolata a partire dalla frazione massica.

Massa
Trigliceride molare Tipo m; [g] Xmass |70]  Xnum [%]
lg/mol]
Palmitico 807,31  16:0 1,34 x 10721 10,7542,75 11,71
Stearico 891,47  18:0 1,48 x 1072%  3,70+1,70 3,65
Oleico 885,42  18:1 1,47 x 10721 23,5046,50 23,34
Linoleico 879,37  18:2 1,46 x 10721 53,50+5,50 53,50
Linolenico 873,33  18:3 1,45 x1072Y  7,7543,25 7,80

sa su massa ¢ stata calcolata la composizione moli su moli e da questa la
composizione numerica di ciascun trigliceride. Una volta ottenuta questa, é
stato necessario creare i file di struttura e di topologia di ciascun trigliceride.
GROMACS, infatti, non contiene informazioni sui lipidi nel suo database di
molecole; quindi, i file sono stati ottenuti da un software esterno (LigPar-
Gen http://zarbi.chem.yale.edu/ligpargen/) (Jorgensen e Tirado-Rives
2005; Dodda, Vilseck et al. 2017; Dodda, Cabeza de Vaca et al. 2017).

3.3.2 Fase acquosa

Per 'acqua ¢ stato scelto il modello TIP3P (Transferable Intermolecular Po-
tential with 3 Points) in cui ciascuna molecola viene rappresentata da tre
punti dotati di massa, uno per ogni atomo. Il problema principale di questo
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metodo riguarda il fatto che alcune proprieta, come la temperatura di fu-
sione o la diffusivitd, non vengono calcolate correttamente. Esistono anche
altri modelli successivi, come il modello TIP5P, in cui una molecola d’acqua
viene rappresentata da cinque punti: tre dotati di massa, che rappresentano
gli atomi, e due privi di massa ma dotati di carica elettrica, che vanno a rap-
presentare la coppia di elettroni di valenza dell’ossigeno. L’inconveniente di
questo modello é che 1'utilizzo di due punti in pili per ogni molecola andrebbe
ad appesantire incredibilmente la simulazione in termini di costo computa-
zionale. Maggiori informazioni riguardo ai modelli per 'acqua possono essere
trovati nel testo di Allen e Tildesley (2017).

3.3.3 La proteina

Anche per la proteina € stato necessario assumere diverse semplificazioni
dettate dal fatto che, come gia detto precedentemente, le informazioni sulla
struttura sono molto scarne. La prima cosa da determinare é stata la ca-
rica dei vari amminoacidi. Ciascuna catena della proteina presenta infatti
sei lisine, sei arginine, quattro asparagine e cinque acidi glutammici, oltre ai
due terminali di catena, e ciascuno di questi residui pud essere protonato o
non protonato. Per verificare lo stato di protonazione si é ricorso ad un al-
tro software (H++ http://biophysics.cs.vt.edu/H++) (Anandakrishnan,
Aguilar e Onufriev 2012; Myers et al. 2006; Gordon et al. 2005) che partendo
dal file pdb della proteina e dal pH, che in questo caso é pari a 3,8, restituisce
la pKa di ciascun amminoacido in catena con cui poi é possibile verificare se
il residuo in esame ¢ protonato oppure no. La pKa degli amminoacidi liberi
puo infatti essere diversa se questi sono legati in una catena; percio, per
determinare la carica dei residui non si pu6 semplicemente cercare la pKa di
ciascun amminoacido in letteratura per confrontarlo con il pH. Nella Tabella
3.2 & rappresentato il risultato di questa analisi, per una singola catena del
dipeptide, con il pKa di ciascun amminoacido e la carica totale. Si ricorda
che se il pH ¢ inferiore al pKa allora il gruppo funzionale del residuo sara
protonato, viceversa nella situazione opposta. Al termine di tutto, la carica
netta ¢ risultata essere pari a +14 per tutta la proteina.

Una volta ottenuta la carica esatta della proteina é stato necessario indivi-
duare una struttura quaternaria per non eseguire le simulazioni su una protei-
na non ripiegata. Per fare cio é stato usato un software di DeepMind, Alpha-
Fold (https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/
blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb) (Jumper et al. 2021), in grado di
predire la struttura ripiegata delle proteine. Per questo lavoro di tesi & sta-
ta utilizzata una versione base del software che non perette di simulare la
struttura di un dimero, ma é possibile cercare la struttura dei due monome-
ri contemporaneamente. Nonostante i risultati ottenuti non fornissero una
buona accuratezza, i due monomeri simulati venivano posti in una posizione
tale per cui le due cisteine fossero vicine, come mostrato nelle Figure 3.3
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Tabella 3.2: Carica elettrica degli amminoacidi di un singolo monomero.
Ciascun residuo ¢ individuato da: sigla del nome-posizione nella catena.

Gruppo  Carica

Residuo pKa funzionale netta
LYS-1 (TER) 10,610 -NH3* +1
LYS-1 6,849 -NH3* +1
ASP-5 2,349 -COO" -1
ARG-6 >12,000 -NH3* +1
GLU-7 4,013 -COOH 0
ARG-8 >12,000 -NH3* +1
ARG-9 >12,000 -NH3™ +1
ASP-10 3,699 -COOr -1
ASP-16 3,392 -COOr -1
GLU-24 3,755 -COOr -1
LYS-28 11,824 -NH3* +1
ARG-32 >12,000 -NH3* +1
ASP-39 4,291 -COOH 0
ARG-50 >12,000 -NH3 " +1
GLU-56 3,873 -COOH 0
ARG-59 >12,000 -NH3* +1
LYS-62 10,404 -NH3" +1
GLU-65 3,857 -COOH 0
GLU-69 3,785 -COOr -1
LYS-70 10,595 -NH3* +1
LYS-72 11,017 -NH3* +1
LYS-78 10,580 -NH3* +1
TYR-82 (TER) 2,200 -COOr -1
TOTALE — — +7

3.4. Dal file di struttura ottenuto da AlphaFold ¢ stato necessario avvici-
nare manualmente i due monomeri con un’operazione di traslazione per far
si che i due zolfi delle due cisteine si trovassero ad una distanza compresa
tra 0,18 nm e 0,22 nm. Questo perché GROMACS individua la presenza
di un legame solo se la distanza tra gli atomi ¢ pari alla distanza di equili-
brio (che per il ponte disolfuro vale 0,2 nm) pit o meno il 10 % del valore
della distanza stessa. Con la struttura finale ottenuta é stato poi possibile
modificare manualmente la carica di ciascun amminoacido andando a speci-
ficare per ognuno lo stato di protonazione, seguendo i risultati ottenuti dal
software H++. Con la struttura finale é poi stata individuata la dimensione
minima per il lato di una box cubica per evitare che durante le simulazioni
la proteina “vedesse” la sua immagine periodica.
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Figura 3.3: Struttura della proteina estratta dal software AlphaFold: il colore
indica l'affidabilita di predizione.
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3.4 Parametri della dinamica molecolare

In questa sezione verranno esposti i parametri comuni a tutte le simulazioni.
Tutte le simulazioni sono state svolte alla temperatura di 298 K, ad una
pressione di 1 bar. Il termostato scelto sia per le fasi di equilibratura che
per le simulazioni di produzione é il Berendsen (Eq. 3.1) con temperatura
di riferimento Ty = 298 K e 7p = 0,1 ps e come barostato ¢ stato usato il
Parrinello-Rhaman (Eq. da 3.2 a 3.5) con compressibilita isoterma uguale a
quella dell’acqua e pari a 3 = 4,5 x 107 bar~!, costante di tempo Tp =2 ps
e pressione di riferimento P,y = 1 bar. Le PBC sono state considerate in
tutte e tre le direzioni e la distanza di cut-off é stata scelta pari ad 1 nm sia
per le interazioni di Coulomb che per il potenziale di Lennard-Jones e per
entrambi é stata utilizzata la lista di Verlet per tenere conto di quali particelle
rientrassero nella distanza di cut-off. Le interazioni elettrostatiche sono state
calcolate tramite le PME. La fase di neutralizzazione della carica é stata
eseguita andando a sostituire quattordici molecole di solvente con altrettanti
ioni CI" per compensare la carica della proteina. Successivamente € stata
eseguita prima la minimizzazione energetica e poi ’equilibratura divisa in
due fasi: prima 100 ps (At = 2 fs, Ngeps = 50000) con un ensemble NVT
per portare la temperatura a 298 K e poi 1 ns (At = 2 fs, Ngeps = 500000)
con un ensemble NpT per stabilizzare la densita. La scelta di questi due
tempi ¢ stata giustificata a posteriori andando a visualizzare graficamente
I’andamento nel tempo della temperatura e della densita per controllare che
le variazioni fossero contenute e che il valore delle due grandezze fosse circa
costante.

3.5 Parametri della Metadinamica

Tutte le simulazioni di metadinamica sono state svolte in seguito alla fase
di equilibratura con la tecnica della WTMetaD. Le variabili collettive scelte
sono state:

e Minima distanza della proteina dalla fase oleosa.
e Raggio di giro della proteina.

Per ridurre il costo computazionale, la distanza minima non é stata calcolata
considerando tutti gli atomi della proteina rispetto a tutti gli atomi di olio
ma per la proteina € stato considerato il COM, mentre la fase olio é stata
individuata scegliendo come punto di riferimento un atomo di carbonio che
appartenesse a tutte le molecole di trigliceridi ma non alla proteina o ai fo-
sfolipidi. GROMACS individua ciascun atomo con un codice identificativo,
quindi ¢é stato necessario verificare che 'atomo di carbonio scelto come rife-
rimento per rappresentare la fase oleosa, identificato col codice C01, avesse
un codice identificativo uguale in tutti i trigliceridi ma diverso da tutti gli
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altri carboni nel sistema. Nel grafico di Figura 3.5 si puo vedere la distribu-
zione dei carboni CO1 rispetto alla distribuzione di tutti gli atomi dell’olio
per giustificare I’approssimazione fatta. Per la scelta delle CV fatte, & stato
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Densita atomica [nm ~3]
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0.0000
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Figura 3.5: Distribuzione normalizzata rispetto al numero totale di atomi
dell’olio lungo l'asse Y della box.

inserito un bias bidimensionale dinamico. La bidimensionalita ¢ dovuta al
fatto che é applicato un valore di bias diverso per ogni CV, la dinamicita é
dovuta al fatto che, secondo la tecnica della MetaD, il bias ¢ applicato con
delle gaussiane successive e percid non € costante. I parametri da specificare
sono quindi: l'altezza iniziale delle gaussiane, I’ampiezza (scelta solitamente
come il 35-40% della variazione della CV nella simulazione MD), il fattore
di bias (gia visto nell’Eq. 2.35)) e il numero di passi tra la deposizione di
una gaussiana e la successiva. Nella tabella 3.3 sono presenti i parametri
computazionali scelti per ogni CV.

Tabella 3.3: Parametri Plumed delle simulazioni di metadinamica.

Raggio di giro Distanza minima

Altezza gaussiana 1 1

Ampiezza gaussiana 0,04 0,5
Numero di passi 500 500
Fattore di bias 10 10
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3.6 Dettagli delle simulazioni

Di seguito, é riportata la Tabella 3.4 riassuntiva di tutti i casi simulati che
verranno descritti e dettagliati successivamente:

Tabella 3.4: Descrizione delle simulazioni.

Caso Descrizione MD MetaD
1 Proteina nel bulk dell’acqua. v
2 Proteina nel bulk dell’olio. e

Sistema bifasico con proteina
3 nel bulk dell’acqua. v v

Sistema bifasico con proteina e fosfolipidi
4 nel bulk dell’acqua con concentrazione v
pari a quello nel tuorlo d’uovo.

Sistema bifasico con proteina nel bulk
5 dell’acqua e fosfolipidi all’interfaccia con v
concentrazione pari a meta della saturazione.

Sistema bifasico con proteina nel bulk
6 dell’acqua e fosfolipidi all’interfaccia con v
concentrazione di saturazione.

3.6.1 Casol

La box della proteina in acqua ¢ sicuramente il caso pitl semplice da simu-
lare. Una volta ottenuta la struttura corretta della proteina questa é stata
posta al centro di una box di dimensioni X =Y = Z = 12,00 nm a cui
poi ¢é stata aggiunta I'acqua (modello TIP3P). Quattordici molecole d’acqua
casuali sono state sostituite da altrettanti ioni Cl” prima di eseguire la mi-
nimizzazione energetica e ’equilibratura. Successivamente ¢ stata effettuata
una simulazione di 100 ns. Al termine dei 100 ns sono state condotte altre
dieci simulazioni di 10 ns ciascuna, che avevano tutte come posizione iniziale
degli atomi la posizione ottenuta dopo 100 ns ma con la differenza che la
Boltzman a 298 K. In questo modo ¢é stato poi possibile eseguire una media
d’insieme per il calcolo di alcune proprieta come la diffusivita, sfruttando il
teorema ergodico.
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3.6.2 Caso 2

Per il caso della proteina in olio la proteina é stata inserita in una box di
dimensioni X =Y = Z = 25,00 nm. Successivamente é stato inserito un
numero di trigliceridi che rispettasse le concentrazioni di Tabella 3.1. La
dimensione maggiore della box rispetto al caso 1 é stata scelta per poter
garantire lo spazio per 'inserimento delle molecole di olio senza che vi fosse
sovrapposizione di atomi, lasciando quindi dello spazio vuoto tra le varie
molecole. In seguito all’annullamento della carica, in cui sono state rimosse
quattordici molecole di trilinoleato di glicerile per far posto agli ioni CI, é
stata eseguita la minimizzazione energetica e l’equlibratura. In particolare,
durante l'equilibratura della densita, é stato rimosso lo spazio vuoto all’in-
terno della box e questo ha ridotto le dimensioni a X =Y = Z = 12,18
nm, molto simili al caso precedente. Infine, & stata condotta la simulazione
di produzione con la stessa procedura del caso 1: una simulazione di 100 ns
e dieci simulazioni di 10 ns ciascuna con velocita scelta casualmente dalla
distribuzione di Maxwell-Boltzman a 298 K.

3.6.3 Caso 3

Per il terzo caso la costruzione della box ¢ avvenuta in due passaggi: nel
primo é stata costruita una box di olio nello stesso modo descritto nel Caso
2 ma senza la proteina al centro. Questa é poi stata equilibrata (non é stato
necessario inserire ioni dato che i trigliceridi non sono carichi elettricamente)
per portare le dimensioni a X =Y = Z = 12,15 nm. Nel secondo passaggio,
la dimensione Y della box ¢ stata raddoppiata, senza modificare le posizioni
dei trigliceridi, ed € stata inserita la proteina al centro dello spazio vuoto che
si e creato. Infine, tutta la box é stata solvatata con acqua. Gli ioni Cl” in
questo caso sono andati a sostituirsi con le molecole d’acqua. Dopo la mini-
mizzazione energetica ¢ stata svolta 1’equilibratura che ha avuto come scopo,
oltre a stabilizzare temperatura e densitd, quello di separare correttamente
la fase oleosa dalla fase acquosa, soprattutto in prossimita dell’interfaccia.
Infine, sono state lanciate due diverse simulazioni:

e Caso 3a: simulazione MD di 300 ns.

e Caso 3b: simulazione MetaD di 50000000 steps.

3.6.4 Caso 4

Per la creazione della box del Caso 4 ¢ stato sufficiente partire dalla box
del Caso 3 e sostituire parte delle molecole d’acqua con dieci molecole di
fosfolipide POPC. Questo numero ¢é stato scelto sulla base della composizione
del tuorlo d’uovo. La composizione del POPC & nota da letteratura (Ali et
al. 2017), per la proteina si ¢ assunto che tutte le proteina facenti parte
delle LDL fossero Apovitellenina-1 (Anton 2007). Sapendo che la massa
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della proteina & di circa 9331 Da per monomero e che quella del POPC ¢ di
circa 760 Da si & potuto passare dalla frazione massica al rapporto numerico.
Nell’Eq. (3.6) sono riportati i calcoli svolti per trovare il numero di molecole
di POPC per molecola di proteina:

e Frazione di LDL nel tuorlo d’uovo secco: xrpr = 0,66
e Frazione di proteine nel LDL: xp = 0,10

e Frazione di lipidi nel tuorlo d’uovo secco: xr = 0,63

e Frazione di fosfolipidi nei lipidi: xrr, = 0,33

e Frazione di fosfoditilcoline nei fosfolipidi: xpc = 0, 76

e Frazione di POPC nelle fosfoditilcoline: xpopc = 0,154
e Massa proteina: mp = 18662 Da

e Massa POPC: mpopc = 760 Da

Npopc XL X XFL X XPC X XPOPC . mp
Np XLDL X XP mpopc

=9,06~10% (3.6)

Poiché i fosfolipidi hanno complessivamente carica nulla non é stato neces-
sario aggiungere o rimuovere ioni ClI". Una volta completata la box, e dopo
aver minimizzato ’energia ed equilibrato temperatura e densita, sono state
eseguite due simulazioni:

e Caso 4a: simulazione MD di 100 ns.

e Caso 4b: simulazione MetaD di 50000000 steps.

3.6.5 Caso b

Anche per il Caso 5 la box di partenza é stata quella gia equilibrata utilizzata
nel Caso 3. Questa box presenta l'interfaccia XZ ricoperta da fosfolipidi in
numero tale per cui la concentrazione fosse il 50 % della concentrazione di
saturazione. Il valore di quest’ultima é pari a 0,635 nm?/Lipide (Jdmbeck
e Lyubartsev 2012) e, note le dimensioni della box pari a X = 0,5 =
Z = 11,70 nm si é ottenuto un numero di circa 108 molecole di fosfolipide
per ogni interfaccia. Questi sono stati sostituiti in parte sia all’acqua che
all’olio. Successivamente sono stati eseguiti la minimizzazione energetica,
I’equilibratura e due simulazioni di produzione:

e Caso ba: simulazione MD di 100 ns.

e Caso 5b: simulazione MetaD di 50000000 steps.
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3.6.6 Caso 6

Per quest’ultimo caso € stata simulata una box con l'interfaccia completa-
mente ricoperta di fosfolipidi. Partendo sempre dalla box del Caso 3, sono
stati inserite 216 molecole di fosfolipide per interfaccia, in modo da riprodur-
re le condizioni di saturazione citate nel Caso 5. Anche in questo caso, dopo
le fasi di minimizzazione energetica ed equilibratura, sono state lanciate due
simulazioni:

e (Caso 6a: simulazione MD di 100 ns.

e Caso 6b: simulazione MetaD di 50000000 steps.

3.7 Tabella riassuntiva

Nelle tabelle seguenti viene riassunto il contenuto molecolare di ogni simu-
lazione (Tabella 3.5) e la composizione dell’olio in ogni box confrontata con
quella sperimentale (Tabella 3.6):

Tabella 3.5: Contenuto numerico di molecole di ogni caso simulato.

Caso 1 2 3 4 5 6

Acqua 55690 0 55845 55065 42619 42619
Palmitico 0 132 132 132 90 90

Stearico 0 42 42 42 30 30
Oleico 0 263 263 263 172 172
Linoleico 0 588 602 602 452 452
Linolenico 0 88 88 88 61 61
POPC 0 0 0 10 216 432

Cr 14 14 14 14 14 14

Tabella 3.6: Composizione in percentuale massica [%] dell’olio in ogni caso
simulato.

Trigliceride Caso Sperimentale
2 3 4 5 6

Palmitico 10,98 10,84 10,84 10,34 10,34 10,75£2,75

Oleico 3,86 381 381 381 381 3,70£1,70

Stearico 23,99 23,69 23,69 21,68 21,68 23,50£6,50

Linoleico 53,26 53,85 53,85 56,58 56,58 53,5045,50

Linolenico 792 782 782 7,58 7,58 7,75+3,25
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3.8 Post-processing

In questa sezione verranno descritti tutti i parametri analizzati al termine
delle varie simulazioni per poi presentare, nel prossimo capitolo, i risultati
ottenuti. Si ricorda che, per le simulazioni di metadinamica é necessario
considerare il fatto che sia stato applicato un bias, applicando quindi ’Eq.
(2.42).

3.8.1 Il raggio di giro

Il raggio di giro di un corpo attorno ad un asse di rotazione ¢ definito come
la distanza radiale da un punto che avrebbe un momento di inerzia uguale
alla distribuzione effettiva della massa del corpo, se la massa totale del corpo
fosse concentrata in quel singolo punto. Avendo un sistema di N molecole,
ciascuna con massa my, il raggio di giro puo essere calcolato con la formula in
Eq. (3.7) e si puo considerare come un indice di quanto la massa ¢ distribuita
attorno ad un asse di rotazione. Nel caso di una proteina, il raggio di giro si
potra intendere come una stima di quanto la proteina é denaturata, maggiore
sard il raggio di giro e maggiore sara la denaturazione.

\/z Lm0l 1)

1m1

3.8.2 RMSD

La radice della deviazione quadratica media (dallinglese Root Mean Square
Deviation, o RMSD) ¢ una misura della distanza media tra gli atomi di
una proteina proteina rispetto ad una struttura di riferimento. Minore é il
valore dell’lRMSD e minore sara la variazione di configurazione strutturale
rispetto alla proteina di riferimento. A differenza di altre proprietd, non
viene calcolata su tutti gli atomi che compongono la proteina ma solo sullo
scheletro (atomi C, N, O, S, etc.), vengono cioé esclusi gli idrogeni. Puo
essere calcolata dall’Eq. (3.8) e anche questa puo essere interpretata come
un indice di stabilita della struttura.

N
RMSD() = | 2= > millri(t) — o) 12 (3.8)
=1

Nell’equazione precedente M = vaz 1 m; rappresenta la massa totale della
molecola di cui si vuole calcolare 'RMSD e N rappresenta il numero di
atomi che compongono la molecola. il termine 7;(tg) indica le posizioni di
una struttura di riferimento che puo essere rappresentata o dalla struttura
all'inizio della simulazione (ty9 = 0) o, come in questo caso, dalla struttura
ottenuta dopo la minimizzazione energetica.
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3.8.3 Distanza testa-coda

La distanza testa-coda, o end-to-end (EtE), rappresenta la distanza tra due
atomi o gruppi specifici al variare del tempo. Nelle simulazioni eseguite é
stata calcolata tra il C terminale della lisina e il N terminale della tirosina
di uno stesso monomero, come riportato dall’Eq. 3.9:

dpie(t) = ||lrys(t) — rryr(t)|]. (3.9)

3.8.4 MSD e diffusivita

Lo spostamento quadratico medio (in inglese Mean Square Displacement,
MSD) puo essere inteso come la porzione di spazio esplorata da una mole-
cola nel tempo. Esiste una relazione, detta relazione di Einstein che lega lo
spostamento quadratico medio alla diffusivita di una molecola secondo I’Eq.
3.10.

lim — 3 t to)||> = 6Dt 3.10

Jim 5 Dl (8) = e = 6D (3.10)
L’argomento del limite & il MSD per una molecola composta da IV atomi. Per
ottenere il valore della diffusivita si pud quindi dividere per sei la pendenza
della funzione MSD, che ad infinito ¢ una retta passante per l'origine.

3.8.5 Area superficiale accessibile al solvente

L’area superficiale accessibile al solvente o SASA (dall’inglese Solvent Ac-
cessible Surface Area) ¢ un indice di quanto una data molecola sia affine al
solvente. Nel caso di una proteina con un carattere maggiormente apolare,
se viene immersa in un solvente polare, la SASA avra un valore minore poi-
ché la proteina tendera ad agglomerarsi per poter esporre la minor superficie
possibile verso un solvente a cui non ¢ affine, viceversa se la stessa proteina
viene immersa in un solvente apolare. Per calcolare la SASA si utilizza un
particolare algoritmo detto DCLM (Double Cubic Lattice Method) in cui si
crea una rete cubica nelle tre direzioni in modo tale che ogni cubo abbia lato
di 27; maz, dove 1; mae rappresenta la somma dei raggi di van der Waals del
solvente e dell’atomo 7 di interesse. In questo modo, fissata la cella dell’ato-
mo %, esso sard considerato "vicino" solo agli atomi di solvente che si trovano
nelle celle adiacenti a quella fissata. Per il calcolo effettivo dell’area si crea
poi una maglia di punti ad una distanza fissata dagli atomi della molecola di
riferimento che si trovano vicini al solvente (solitamente la distanza ¢é scelta
come il raggio di van der Waals di un atomo pitu il raggio di una molecola
d’acqua, cioé circa 1,4 A) La SASA sara quindi I’area occupata dalla maglia
di punti. Maggiori informazioni sull’algoritmo e sul metodo DCLM possono
essere trovati nell’articolo di Eisenhaber et al. (1995).
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Capitolo 4

Analisi dei risultati

In questo capitolo verranno presentati i risultati delle simulazioni. Per como-
dita ci si riferira a ciascuna simulazione con il riferimento indicato in Tabella
3.4. Nella Tabella 4.1 é possibile vedere un indice dei grafici che saranno
presentati nei paragrafi successivi.

Tabella 4.1: Indice delle analisi dei risultati.

Raggio  paisD SASA EtE wMsp Distanza
di Giro Minima
Caso 1 v v v v v
Caso 2 v v v v v
Caso 3 v v v v v v
Caso 4 v v
Caso 5 v v
Caso 6 v v
4.1 Caso1l

Per il Caso 1 sono stati analizzati il raggio di giro (Figura 4.1), il RMSD (Fi-
gura 4.2), la SASA (Figura 4.3), la distanza EtE (Figura 4.4) e il MSD. In
particolare, per quest’ultimo é riportato sia il calcolo su tutta la traiettoria
della simulazione (Figura 4.5), sia una media d’insieme dei risultati ottenuti
dalle ultime dieci simulazioni (Figure 4.6 e 4.7).

39



4.1 Caso 1 ANALISI DEI RISULTATI

24

231

2.2

R, [nm]

2.0

1‘80 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo [ns]

Figura 4.1: Caso 1: raggio di giro.
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Figura 4.2: Caso 1: RMSD.
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Figura 4.3: Caso 1: SASA.

EtE [nm]
N
ot

5 . . . . . . . . .
0'00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo [ns]

Figura 4.4: Caso 1: distanza FtE.
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Figura 4.5: Caso 1: MSD della traiettoria di 100 ns (linea blu continua) e
regressione lineare (linea rossa tratteggiata).
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Figura 4.6: Caso 1: singoli MSD delle dieci simulazioni di 10 ns.
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Figura 4.7: Caso 1: MSD medio delle ultime dieci simulazioni (linea blu
continua) e regressione lineare (linea rossa tratteggiata).

Dai grafici precedenti si pud notare 'instabilita della proteina in acqua. Poi-
ché raggio di giro, distanza EtE e SASA diminuiscono mentre il RMSD, fa-
cendo intendere che la proteina cerca di adattare la sua forma ad un solvente
a cui non ¢ affine. Nella Tabella 4.2 ¢ presente un riassunto dei risultati con
il valore medio che questi raggiungono, calcolato solo nell’ultimo 30 % della
simulazione con la relativa deviazione standard ed errore. Oltretutto, dai
grafici del MSD é stato possibile calcolare la diffusivita dell’Apovitellenina-1
in acqua secondo la formula di Einstein dell’Eq. 3.10 (Tabella 4.3). Anche
se questo valore non é confrontabile con dati sperimentali & presumibilmente
errato dal momento che GROMACS calcola in modo errato il coefficiente di
autodiffusione e la viscosita dell’acqua, come riportato in Tabella 4.4.

Tabella 4.2: Caso 1: riassunto dei risultati.

Valore Deviazione
Caso 1 Medio Standard Errore [7]
Raggio di Giro [nm] 2,03 2,19x1072 1,08
RMSD [nm] 8,64x1071  2,56x1072 2,97
SASA [nm?| 108,88 2,49 2,28
EtE [nm] 2,33 4,16x101 17,86
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Tabella 4.3: Diffusivita in acqua.

Caso 1 D [m?/s R?

100 ns 3,72x10719 0,95
Media d’insieme 1,65x10710 0,98

Tabella 4.4: Coefficiente di autodiffusione e viscosita dell’acqua, simulato e
sperimentale.

GROMACS Sperimentale

Diffusivita [m?/s]  4,41x107° 2,57x1079
Viscosita [Pa s] 3,14x1074 8,94x1074
4.2 Caso 2

Per il Caso 2 sono stati analizzate le stesse proprieta gia viste per il Caso
1 in modo da poter avere un confronto tra la proteina in solvente polare e
apolare. Quindi sono stati calcolati: il raggio di giro (Figura 4.8), il RMSD
(Figura 4.9), la SASA (Figura 4.10), la distanza EtE (Figura 4.11) e il MSD.
Anche in questo caso, per il MSD, & riportato sia il calcolo su tutta la tra-
iettoria della simulazione (Figura 4.12), sia una media d’insieme dei risultati
ottenuti dalle ultime dieci simulazioni (Figure 4.13 e 4.14). Si puo notare
che, applicando il teorema ergodico, il calcolo risulta piu accurato.
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Figura 4.8: Caso 2: raggio di giro.
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Figura 4.10: Caso 2: SASA.
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Figura 4.11: Caso 2: distanza EtE.
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Figura 4.12: Caso 2: MSD della traiettoria di 100 ns (linea blu continua) e
regressione lineare (linea rossa tratteggiata).
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Figura 4.13: Caso 2: singoli MSD delle dieci simulazioni di 10 ns.
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Figura 4.14: Caso 2: MSD medio delle ultime dieci simulazioni (linea blu
continua) e regressione lineare (linea rossa tratteggiata).
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In questo secondo caso la proteina appare piu stabile nel solvente apola-
re. Tutte le proprieta analizzate risultano all’incirca costanti per tutta la
durata della simulazione, I’Apovitellenina-1 risulta quindi piu affine alla fase
oleosa piuttosto che a quella acquosa. Anche in questo caso, sono riportati
nelle Tabelle 4.5 e 4.6 i risultati ottenuti.

Tabella 4.5: Caso 2: riassunto dei risultati.

Valore Deviazione

Caso 2 Medio Standard Errore
Raggio di Giro [nm] 2,18 7,72x1073 0.35
RMSD [nm] 2,52x1071  8,9x1073 3,21
SASA [nm?| 111,08 1,34 1,21
EtE [nm] 2,42 5,68x1072 2,35

Tabella 4.6: Diffusivita in olio.

Caso 1 D [m2?/s R?

100 ns 5,5%10714 0,95
Media d’insieme 1,07x107% 0,99

4.3 Caso 3

Per il terzo caso sono stati analizzate le stesse proprieta gia viste per i due
casi precedenti ad esclusione del MSD. In particolare, sono stati calcolati: il
raggio di giro (Figura 4.15), il RMSD (Figura 4.16), la SASA (Figura 4.17)
e la distanza EtE (Figura 4.18). In aggiunta ¢ stata analizzata la distanza
minima tra la fase oleosa e la proteina (Figura 4.19) per individuare il tempo
a cui questa si & assorbita. Inoltre, dalle simulazioni di metadinamica, sono
stati ottenuti i profili di energia in funzione della distanza dall’interfaccia
(Figura 4.20) e del raggio di giro (Figura 4.22) con le relative probabilita
calcolate secondo I'Eq. (2.1) (Figure 4.21 e 4.23).
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Figura 4.15: Caso 3: raggio di giro.
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Figura 4.16: Caso 3: RMSD.
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Figura 4.18: Caso 3: distanza EtE.
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Figura 4.19: Caso 3: distanza minima tra la fase oleosa e la proteina.
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o1



4.3 Caso 3 ANALISI DEI RISULTATI

1.0

0.8r

0.7F

0.6

Probabilita
o
ot

0.3F

0.2

0'(13 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Distanza [nm]

Figura 4.21: Caso 3: probabilta al variare della posizione della proteina.
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Figura 4.22: Caso 3: profilo di energia al variare del raggio di giro della
proteina.
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Figura 4.23: Caso 3: probabilta al variare del raggio di giro della proteina
(per questioni di visualizzazione, 1'asse della probabilita ¢ stato tagliato e
non raggiunge l'unita).

Nel Caso 3 si pud notare come le proprieta esplorate (Figure da 4.15 a 4.18)
abbiano una variazione nella prima meta della simulazione, ovvero quando la
proteina si muove nell’acqua, per poi essere piu stabili dopo ’assorbimento.
Oltretutto, dai grafici dell’energia e della probabilita si puo osservare come
la proteina sia effettivamente pii stabile all’interfaccia piuttosto che nel bulk
dell’acqua. Inoltre, & possibile individuare un delta di energia dal grafico di
Figura 4.20 che corrisponde all’energia di assorbimento. Oltre a questo, ¢&
stata eseguita un’analisi pitt dettagliata per individuare esattamente quali
fossero gli amminoacidi assorbiti, come si pud osservare nelle Figure 4.24
e 4.25. In particolare, si pud notare come la proteina sia composta mag-
giormente da amminoacidi apolari e come siano proprio questi quelli che si
assorbono maggiormente. Oltretutto, si pud osservare la concordanza tra i
dati della MetaD e della MD. Il raggio di giro assume lo stesso valore medio
anche se calcolato con due tecniche differenti (Figure 4.15, 4.22 e 4.23).
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Figura 4.24: Caso 3: probabilita e posizione dei singoli amminoacidi, con il
punto rosso sono stati evidenziati i punti di assorbimento.

160 = =7 160 4 - =
" — S L0
140 4 - - 1404 . -
- .
—_
120 120
100 - 100
80 - —— 80 - 0.8
60 s 60
40 _—~ 40 -
o 20 4 — 20 - 0.6
) _
-O T T T T T T T T
‘5 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
1)
-
2, 160 160 4
z Carichi Carichi
140 - negativi 140 - positivi 0.4
120 - 120
100 100 -
80 80 0.2
60 60
40 40
20 - 20
— 0.0
T T T T T T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Distanza [nm]
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4.4 Caso 4 ANALISI DEI RISULTATI

4.4 Caso 4

Nel Caso 4, in cui é stata eseguita solo la simulazione di metadinamica, so-
no stati analizzati i profili di energia e le probabilita rispetto alla distanza
dall’interfaccia (Figure 4.26 e 4.27) e rispetto al raggio di giro (Figure 4.28
e 4.29). Anche in questo caso, in presenza dei fosfolipidi, si nota ancora una
forte stabilita della proteina all’interfaccia piuttosto che nel bulk dell’acqua.
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Figura 4.26: Caso 4: profilo di energia al variare della posizione della pro-
teina.
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Figura 4.27: Caso 4: probabilta al variare della posizione della proteina.
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Figura 4.28: Caso 4: profilo di energia al variare del raggio di giro della
proteina.
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Figura 4.29: Caso 4: probabilta al variare del raggio di giro della proteina.

4.5 Caso b

Anche nel Caso 5 sono stati analizzati i profili di energia e le probabilita
rispetto alla distanza dall’interfaccia (Figure 4.30 e 4.31) e rispetto al raggio
di giro (Figure 4.32 e 4.33). In questo caso si puo notare che la proteina,
per quanto sia piu stabile vicino all’interfaccia, non riesce ad assorbirsi a
causa dell’ingombro sterico dato dallo strato di fosfolipidi. Si nota anche
una variazione nel raggio di giro, che tende verso valori inferiori rispetto ai
casi precedenti.
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Figura 4.30: Caso 5: profilo di energia al variare della posizione della pro-
teina.
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Figura 4.31: Caso 5: probabilta al variare della posizione della proteina.
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Figura 4.32: Caso 5: profilo di energia al variare del raggio di giro della
proteina.
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Figura 4.33: Caso 5: probabilta al variare del raggio di giro della proteina.
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4.6 Caso 6

Per il sesto ed ultimo caso, come gia visto per i precedenti due, sono ripor-
tati i profili di energia e le probabilita rispetto alla distanza dall’interfaccia
(Figure 4.34 e 4.35) e rispetto al raggio di giro (Figure 4.36 e 4.37). Anche
in questo caso si pud notare il mancato assorbimento della proteina, dovuto
all’ingombro sterico dato dallo strato di fosfolipidi ancora piu fitto rispetto
al Caso 5, e la riduzione del raggio di giro, gia osservata nel caso precedente.
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Figura 4.34: Caso 6: profilo di energia al variare della posizione della pro-
teina.
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Figura 4.35: Caso 6: probabilta al variare della posizione della proteina.
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Figura 4.36: Caso 6: profilo di energia al variare del raggio di giro della
proteina.
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Figura 4.37: Caso 6: probabilta al variare del raggio di giro della proteina.

4.7 Confronto: Casi 1l e 2

Dalle simulazioni della proteina in acqua (Caso 1) e in olio (Caso 2) si pud
osservare come la proteina sia piti stabile in un solvente apolare piuttosto che
in uno polare. Confrontando tra di loro i grafici (Caso 1, Figure da 4.1 a 4.4;
Caso 2, Figure da 4.8 a 4.11) dei due casi si nota come le proprieta calcolate
abbiano oscillazioni maggiori in acqua piuttosto che in olio, con la distan-
za EtE che in acqua raggiunge valori di £17,86% rispetto al valore medio.
Infatti, come osservato nella Figura 4.25, la proteina & composta principal-
mente da amminoacidi apolari, pit affini all’olio che all’acqua. Oltretutto,
I'influenza del solvente oleoso si nota anche nella mobilita della proteina. A
causa della dimensione delle molecole di olio, molto pitt grandi di quelle di
acqua, il MSD in olio raggiunge valori di quattro ordini di grandezza inferiori
rispetto al caso in acqua.

4.8 Confronto: Casi 3 e 4

La differenza tra i Casi 3 e 4 & che quest’ultimo presenta dei fosfolipidi in
acqua insieme alla proteina (si ricorda che il rapporto del numero di molecole
di fosfolipidi e proteina corrisponde a quello nel tuorlo d’uovo). Dai grafici
ottenuti si puod vedere che i fosfolipidi influenzano ’assorbimento, infatti la
differenza di energia tra la proteina in bulk e all’interfaccia é maggiore nel
Caso 4 (Caso 3, Figura 4.20, AG 445 = 108,08 [kJ/mol|; Caso 4, Figura 4.26,
AGq4s = 117,26 [kJ/mol]). Dal momento che nel Caso 4 ¢ quasi assente
il minimo di energia nel bulk si puo affermare che i fosfolipidi influenzano
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indirettamente 1’assorbimento, andando a rendere ancora meno stabile la
proteina in acqua di quanto gid non fosse naturalmente. Invece il raggio di
giro (Caso 3, Figure 4.22 e 4.28) resta quasi invariato, non & quindi presente
alcun effetto dei fosfolipidi sulle dimensioni della proteina.

4.9 Confronto: Casi 5 e 6

Gli ultimi due casi analizzati presentano entrami uno strato di fosfolipidi
all’interfaccia in diverse concentrazioni, nel Caso 5 la concentrazione di fo-
sfolipidi & pari alla meta della concentrazione di saturazione e nel Caso 6
la concentrazione é esattamente quella di saturazione. In entrambi i casi si
osserva che la proteina non raggiunge l'interfaccia a causa dell'ingombro ste-
rico dei fosfolipidi ma tenta comunque di rimanere pitl vicina alla fase oleosa
a cui & piu affine (Caso 5, Figure 4.30 e 4.31; Caso 6, Figure 4.34 e 4.35).
Inoltre, si nota una differenza nel raggio di giro che diminuisce rispetto a
tutti i casi precedenti(Caso 5, Figure 4.32 e 4.33; Caso 6, Figure 4.36 e 4.37).
La proteina tenta di farsi spazio nello strato fosfolipidico andando a ridurre
le proprie dimensioni per cercare di avvicinarsi il pitt possibile all’interfaccia.
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Capitolo 5

Conclusioni

Nel lavoro di tesi appena presentato sono state utilizzate tecniche di di-
namica molecolare e metadinamica per lo studio e il comportamento della
proteina Apovitellenina-1 del tuorlo d’uovo. Lo studio € stato caratterizzato
da una crescente complessita del sistema. Prima di eseguire le simulazioni si
é cercato di ottenere una struttura terziaria sufficientemente affidabile per la
proteina dato che in origine era nota solo la struttura primaria. Inizialmente
¢ stata studiata la proteina in acqua, poi si é cercato di riprodurre, nonostan-
te le semplificazioni adottate, una soluzione che potesse rappresentare 1’olio
di semi di soia all’interno del quale é stata simulata la proteina per poter
avere un confronto tra le proprieta in fase acquosa e in fase oleosa. Successi-
vamente & stato creato il sistema composto da un volume equamente diviso
tra acqua e olio, con la proteina posta nella fase acquosa. E stato verificato
I’assorbimento della proteina sia con la tecnica della dinamica molecolare,
sia con la tecnica della metadinamica per avere una conferma dell’effettivo
assorbimento e della stabilita dell’Apovitellenina-1 all’interfaccia piuttosto
che nel bulk della fase acquosa. Dall’analisi dell’assorbimento degli ammi-
noacidi si é verificato che fossero effettivamente quelli apolari ad avvicinarsi
maggiormente e ad ancorarsi all’interfaccia. Infine, il sistema é stato ul-
teriormente complicato andando ad inserire i fosfolipidi, per ottenere una
condizione ancora piu simile a quella effettivamente presente nel tuorlo d’uo-
vo. Uno dei risultati pit importanti ottenuti riguarda il valore del AG tra
la posizione della proteina nel bulk dell’acqua e all’interfaccia. Questo puo
essere considerato come un’energia di assorbimento di una singola molecola
proteica e tramite questa é possibile ricondursi ad un modello termodinami-
co e da questo ad un modello cinetico di assorbimento. In questo modo, si
puo ottenere I’abbassamento della tensione superficiale nel tempo e da que-
st’ultimo si pud studiare la coalescenza delle gocce di olio all’interno della
matrice acquosa. Minore ¢ la tensione superficiale e maggiore sara ’energia
necessaria alle gocce per coalescere e quindi maggiore sara la stabilita del-
I’emulsione. Oltretutto, la presenza di di fosfolipidi e proteine all’interfaccia
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crea un rivestimento che stericamente impedisce e sfavorisce ancora di piu
il fenomeno di coalescenza. Quindi dal modello cinetico é possibile studiare
anche il tempo al quale si raggiunge la saturazione della superficie.
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