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Introduzione

L'emissione di luce da animali e piante ha ispirato la cutéos l'interesse di moltissime per-
sone sin dai tempi di Aristoteles$4 — 322 A.C.) e Plinio 3 — 79 D.C.). E’ stato I'obiet-
tivo della ricerca di un gran numero di naturalisti, fisicifigologi. Si pensa che il termine
"BioluminescenZaluminescenza da organismi viventi) sia stato coniatol8dl6 dal biologo
e fisiologo americano E. Newton Harvey [1] che si puo consigiecome il capostipite degli stu-
di di questo affascinante meccanismo. Oggi, le reazionubmmescenti sono utilizzate come
strumento di analisi indispensabile in vari campi dell@sza. Ad esempio, il sistema biolumi-
nescente della lucciola (composto da un enzima chiainatderasi e un coenzima chiamato
D-Luciferina) € un sistema universalmente usato come metodo di misaneziel’ATP al-
I'interno di organismi viventi, mentre le foto-proteineehecessitano di'a®*, come quelle
delle meduse, sono ampiamente utilizzate per monitoraceraentrazione di’a*" intracel-
lulare che regola fondamentali processi biologici; alamaloghi della luciferina dCypridina
(un piccolo crostaceo) sono impiegati come sonde per msw@aioni superossido, sostanze
importanti per i sistemi biologici ma piuttosto elusive.liT@sempi costituiscono solo alcune
delle applicazioni dei sistemi bioluminescenti che sonavdé dagli studi chimici di biolumi-
nescenza, mentre si tentava di comprendere questo fenoireeb@luminiscenza si manifesta
in organismi differenti, con diversi meccanismi di emisgadi luce. Alcuni animali hanno

complicati organi simili a degli occhi, nei quali I'emissie della luce e gestita dal sistema
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nervoso secondo necessita o tramite stimolazioni estachesempio alcune specie di pesci e
calamari. In alcuni altri, le singole cellule formano tutt@pparato necessario all’emissione
della luce, e la luce e emessa continuamente (alcuni battemghi). Il sistema biolumine-
scente di un organismo puo coinvolgere una serie di reazhiniiche interconnesse, tuttavia
la luce &€ emessa solo dalla reazione che produce lo statogblstto eccitato del substrato
emettitore di luce, una reazione denomina&azione emetti-luce Ci sono vari tipi di reazioni
emetti-luce, ma tutte coinvolgono l'ossidazione di un $&te che produce I'energia per gene-
rare uno stato elettronico eccitato. Quindi ogni reazido&minescente é fondamentalmente
una reazione chimica. In questa tesi si e effettuato unacstadrico computazionale di alcune
delle specie molecolari che sono coinvolte nel meccanigatiivo della bioluminescenza delle
lucciole (Luciola cruciatae Photinus pyralissono le specie piu comuni). Lo scopo e stato quel-
lo di creare modelli molecolari che riproducano dati spentali noti (in questo caso spettri di
assorbimento UV) e che possano quindi essere utilizzaa d@lamica molecolare per poter
permettere in futuro tramite tecniche classico quantoeaeiche, come iPerturbedM atrix
Method (PMM) usato in questa tesi, di far luce su i misteri aadwisolti nel processo chimico

della bioluminescenza nelle lucciole.









Capitolo 1

| a Bioluminescenza nella Lucciola

N.d.a.: Per seguire meglio il seguente capitolo € piuttostnodo dare un occhiata frequente

allo spettro del visibile (Figura:1.0.1).

nm 400 450 SO0 G50 600 850 YOO

Figura 1.0.1: Lo spettro del visibile

1.1 La Lucciola

La Lucciola & un piccolo insetto della famiglia dei coledtt@ppartenenti alla famiglia dei
Lampyridae Comprende tre specie in Europa, di cui due sono presenteandtalia. Come
tutti i lampiridi, le lucciole sono caratterizzate da uneaile dimorfismo sessuale. | maschi
nella maggior parte delle specie sono alati (Figura:1,luhghi circa 1 cm. mentre le femmine
sono attere e di aspetto larviforme, uniformemente giagsicce. L'organo deputato all’emis-
sione della luce si trova nella parte terminale dell’addonmealcune specie questo organo é

molto piu grande nel maschio che nella femmina e nella maggide dei casi entrambi i sessi
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18 CAPITOLO 1. LA BIOLUMINESCENZA NELLA LUCCIOLA

possono emettere luce. Tuttavia subentrano importantbi@amenti morfologici tra i due sessi
a seconda delle specie. In alcuni casi solo le femmine possorettere luce, mentre in altri
nessuno dei due sessi ne € capace, in altri ancora solo éedasgono emettere luce perdendo

guesta capacita in eta adulta.

"
\

Figura 1.1.1: maschio diuciola cruciatg ritratto in giappone

Le lucciole usano i segnali luminosi per rintracciarsi fositurita, soprattutto nei perio-
di dell’accoppiamento, in cui questi segnali diventano uidente richiamo sessuale. Nelle
lucciole I'accoppiamento ha luogo allorquando la femmisaande sincronizzando la propria
segnalazione luminosa (lampeggio di varia durata, a secdell specie) a quella del proprio
maschio. La luce emessa € una luce fredda, la cui lungheppaaloscilla tra i 500-650 nm.

L'intensita invece varia a seconda della specie.

1.2 Il Meccanismo Reattivo

1.2.1 La D-luciferina

La reazione che produce la luce, creata trut@feras (un enzima di 548 residui) [2], e il suo
substrato chiamatD-luciferina(D L H,) (Figura:1.2.1), fu dimostrata da N. E. Harvey nel 1917

[1], anche se I'emissione osservata all’epoca fu debols@ditinua.
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Figura 1.2.1:DLH,

Trenta anni dopo la scoperta di Harvey, allo scopo di puridieacristallizzare la lucifera-
si, Green e McElroy [2] usarono un metodo piuttosto singolar ottenere la gran quantita
di lucciole necessarie per la loro ricerca. Nella storimairdiventata leggendaria, loro pub-
blicizzarono I'acquisto di lucciole ad un centesimo pemeglkare e i giovani del loro vicinato
risposero in maniera talmente entusiastica a questatineiehe gli collezionarono un enorme
numero di insetti. | cristalli dellab L H, hanno la forma di microscopici aghi, che fondono a
205-210°C. La DL H, non subisce particolari riarrangiamenti chimici al cambidel pH tran-
ne una normale deprotonazione, tuttavia presenta spetsstrbimento molto differenti. In
Figura:1.2.2 sono presentati in parallelo gli spettri dicrbimento UV, rispettivamente in una
soluzione tampone di acetato di sodio a~ple una tampone di carbonato di sodio~pHL.

La DLH, e fluorescente e mostra un emissione massima a 537 nm siadiziome acide che
basiche, tuttavia I'intensita della fluorescenza é piudassoluzione acida piuttosto che in so-
luzione basica. Si e scoperto che soldlaH, € attiva nella reazione bioluminescente mentre

la sua forma L & un forte inibitore.

1.2.2 Latrasformazione di D-luciferina in Ossiluciferina

Newton McElroy [2] dimostro la necessita della presenzal@iP come cofattore nella bio-

luminescenza. Infatti 'aggiunta 7P ad una mistura dD L H, e luciferasi produce una
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Figura 1.2.2: a sinistra lo spettro di assorbimento déllaH, a pH~5, e a destra quello a
pH~11

luminescenza intensa e duratura. Nel 1949, McElroy e Sirg8] trovarono che la reazione
luminescente richiedev&/ ¢>* in aggiunta allaD L H,, luciferasi eAT P. La luciferasi fu cri-
stallizzata da Green e McElroy [2], mentrelld. H, fu purificata e cristallizzata per la prima
volta da Bitler e McElroy [4]. Tra il 1967 e il 1977 Hopkins e Mc@a [5, 6] proposero un
meccanismo reattivo che coinvolgendo ossigeno molecptatava alla formazione di uios-
sietanondntermedio. Ipotesi in seguito verificata tramite gli stedn la marcatura isotopica
dell' '*O effettuati da Shimomura [7] nel 1977 e quelli successivi i€d*C di Wannlund [8], i
guali dimostrarono che uno degli atomi di ossigeno deltieide carbonica prodotta nella rea-
zione era derivato da una molecola di ossigeno. Il meccanigatizzato in base ai dati ottenuti
fino al 1978 (Figura:1.2.3) era il seguente. Inizialment®laH, reagisce con WT' P per for-
mare il D-Luciferil-AMP che poi reagisce a sua volta con I'ossigeno, scindendodopaare
AM P, anidride carbonica edssiluciferina (OxyLH,) che decadendo da uno stato eccitato
produce la ben nota luminescenza giallo-verde il cui massinemissione cade a 562 nm per

la lucciola della specie dellehotinus pyralis
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Figura 1.2.3: il meccanismo di reazione

Questa ipotesi fu confermata dal fatto che il picco di asswehto della primaDxyL H,

sintetizzata in laboratorio [9N...—.s = 382 nm) a pH~7.8 (quello fisiologico nella lucciola),

cade molto vicino al picco di assorbimento del complessidtasi-Oxy L H, una volta che si

e esaurito I'ATP [10] £ az—abs =

385 nm). Si noti che nello spettro in fluorescenza del

complesso luciferasixyL H, ad ATP esaurito [10] il massimo\f,uz—ems = 523 nm) cade

ad una distanza di ben 39 nm dalla lunghezza d’onda emedsarel@tione bioluminescente

(ricordiamo che\,,q.—pio—ems = 562 nm). Si penso che questa differenza nello spettro sia

dovuta alle variazioni che subisce I'intorno enzimaticbal®xy L H, una volta che la reazione

si e conclusa.

@]
S N—_~
74
L,
H N S
H

cheto-OxyLH2

H—O S N O—H
—l
N S H

enol-OxyLH>2

Figura 1.2.4: Le due forme cheto ed enolica déllay . H-
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Dopo molti studi ancora non e chiaro se(ay L H, nell'istante dell’emissione sia nella
sua forma cheto oppure in quella enolica e in quale statootopazione (Figura:1.2.4), perché
sono stati riportati, negli anni successivi al 1967, dagrspentali discordanti [11] che non
permettono di definire univocamente in che stato si tro@wia L H,, all'interno dellenzima,
prima dell’emissione. All'incirca fino al 2000, grazie agtudi di Hopkins [5], si pensava che
la OzyL H, eccitata, che emette il fotone giallo-verde all'interndaproteina, fosse nello sta-
to enolico (enol®xy L H,), Hopkins infatti trovo che il 5,5-dimeti@xy L Hy (DM OxyLHs),
un analogo dell@dxy L H, che non ha atomi di idrogeno in posizione 5 (che quindi non puo
avere una forma enolica), in presenza di base in DMSO ha wo picfluorescenza nel rosso
(~ 625 nm), in analogia ad un intermedio della reazione biolumineszehe e iD-Luciferil-
AMP. Percio si era giunti alla conclusione che, se lo spettrouioréiscenza deb M Oxy L Ho
e nel rosso, analogamente anche la forma chetgi. H, dovesse emettere nel rosso, e quindi
andando per esclusione 'unico candidato valido che potenattere nel giallo-verde dove-
va essere OxyLH, in forma enolica. Nel 2002 Branchini [12] ha confutato queptsesi,
facendo una sorprendente scoperta. Egli vide che ancherivatdedella DL H, noto come
D-5,5-dimetil-L H,, riusciva comunque ad emettere, tramite la reazione biokescente, nel
giallo-verde, se inserito in luciferasi di lucciola e ne$so inserito in luciferasi di scarafaggio
(Pyrophorus plagiophthalamiisQuesta importante scoperta ha rimesso nell’insieme rdei p
babili emettitori anche la chet®«xy L H,, non chiarendo tuttavia il ruolo della enGky L H,.
Studi computazionali effettuati da Galina Orlova [13] n@023 con i metodi per il calcolo quan-
tistico TD-DFT [14] e ZINDO [15] sugli stati di eccitazione di un ragguardevole numero d
forme cheto ed enoliche dizy L H, in diversi stati di protonazione, anche non portando a con-

clusioni univoche, indicano che lo spettro biolumineseatipende principalmente dallo stato
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di protonazione dell®xy L H, e dalla polarizzazione indotta dall’ambiente enzimaticdtp-
sto che dall'angolo diedro tra le due parti planari dellaggola (legame C2-C2’) e da eventuali

piccole distorsioni dalla geometria di equilibrio.

1.3 Il mistero della Ossiluciferina

La difficolta di comprendere lo stato in cui si trovaday L H, all'interno dell’enzima e ag-
gravata inoltre, dal fatto che questa molecola é termaabibnde a dare reazioni di condensa-
zione al crescere della basicita della soluzione in cuicsiay si pensa che presenti un triplice

equilibrio chimico, per un totale di 6 possibili specie (fig:1.3.1).

10 3 1T —
HO ) 4 OH HO s N..O HO s N__O
UHI T~ "<y
9 N 1S N S N S
enol-OxyLH2 cheto-OxyLH2 enolato-OxyLH"~
—O s. N /OH 7O s, N0 O s N ©"
CTOT U< T Ty
N S N S N S
fenolato-enol-OxyLH" fenolato-cheto-OxyLH" OxyLz'

Figura 1.3.1: Le possibili forme chimiche trans-C2-C2’ délay L H,

| fattori che modificano questo intricato equilibrio sono:

Il pH.

La polarita del solvente.

| legami idrogeno.

Presenza di ioni addizionali.
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e Stacking degli orbitalir

Tuttavia in questo ultimo anno sono stati pubblicati dugalitche hanno rivoluzionato lo
studio dellaOzy L H, attraverso studi spettroscopici accoppiati ad analisi NMROxy L H; e
su i suoi analoghi molto piu stabil\ Oxy L Hy € DM OxyL Hy). Tali ricerche hanno permesso
di identificare gli spettri di assorbimento e di emissionfiinrescenza di gran parte delle specie
coinvolte in questo delicato equilibrio. 1l primo di questudi effettuato da Hirano et al. [16] ha
permesso di determinare gli spettri di assorbimento e émnisglella) OxyL H, (un analogo
della OzyL H, metilato in posizione 5) e ddDMOxyL H, in un gran numero di solventi e
situazioni chimiche differenti. Il piu recente invece,igorda Naumov et al. [17] ha consentito
di determinare per la prima volta la struttura a raggi-X @éllcy L H, e dellaM OxyL H, in
cristallo, e gli spettri di assorbimento ed emissione délig L H,. Le informazioni ottenute da
Naumov, Hirano [16, 17] e gli studi sulle strutture cristadl di vari tipi di luciferasi [18], sono
consistenti con l'ipotesi che lo ione fenolato della fornmeléeca, il fenolato-enoxy L H~
(Figura:1.3.1), sia I'emettitore principale nella lucdsi. Tuttavia va considerato che ci sono

fattori interni alla proteina tra cui:

e chiusura/apertura della tasca in cui € contenuto I'enoegtjt

e la presenza di molecole d’acqua in prossimita dell’enoatit

e legami specifici con i residui dell’enzima.

Essi possono apportare variazioni molto grandi allo spsgterimentale del possibile emet-
titore, ma sono stati valutati e quantificati singolarmesnteon simultaneamente. Tali fattori,
inoltre, non permettono ancora di identificare univocaméatspecie molecolare responsabile

della bioluminescenza delle lucciole. I risultati ottdrintquesto lavoro sono coerenti con gli
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spettri sperimentali UV dell@&zy L H, ottenuti a differenti valori di pH e con diversi solventi,
come descritto da Naumov [17]. La perturbazione degli gtantistici, ottenuta dalla dinamica
molecolare [19] ed usata nel calcolo PMM [20, 21], ha perme&ssomprendere, sia la natu-
ra delle singole eccitazioni elettroniche della molecalaaluzione nonché il modo in cui tali
eccitazioni vengono modificate in energia e in intensitdlidedrazione con I'intorno chimico

della molecola ad ogni istante lungo una traiettoria di dhita molecolare. Tali informazioni

hanno consentito infine di riprodurre quantitativamentspettro d’assorbimento totale delle

varie forme diDLH, e OxyL H, e quindi di interpretare i dati spettroscopici sperimental






Capitolo 2

La Dinamica Molecolare

2.1 Generalita sulla Dinamica Molecolare

La Dinamica Molecolare (MD) classica € una tecnica che pae riprodurre e prevedere,
utilizzando opportune approssimazioni, il comportamenicroscopico del sistema in esame.

Gli aspetti che caratterizzano una simulazione sono rigoibdi essenzialmente a :
e algoritmo di campionamento dello spazio delle fasi;
e scelta del potenziale di interaziorié(r), tra le particelle del sistema.

I modo in cui si campiona lo spazio delle fasi distingue ldeéecniche simulative. La Di-
namica Molecolare classica estrae le traiettorie degiatotegrando le equazione del moto di
Newton, mentre altri metodi, utilizzano algoritmi divep@r generare I'insieme delle configu-
razioni. Questi ultimi possono essere divisi in due grupgrimo raccoglie tutte le tecniche di
ricerca sistematica, mentre nel secondo si includono i diéligicerca casualedndom search

methods

2.2 Nascita e sviluppo della Dinamica Molecolare

Le prime simulazioni di dinamica molecolare furono effateinegli anni ‘50, agli albori dell’e-

ra informatica, da Alder e Wrainwright [22] , che sviluppaoaim metodo per sistemi di sfere

27
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rigide. L'uso di funzioni di potenziale piu complesse pesensuccessivamente di ottenere dati
simulati direttamente confrontabili con dati sperimeintalostrando come la MD possa essere
usata come un valido strumento di indagine delle propriesastemi reali. Rahman e Verlet
[23] furono tra i primi ad effettuare calcoli di questo tigeer descrivere le interazioni atomiche
dell'argon fluido utilizzarono nelle simulazioni un potéaie di tipo Lennard-Jones. La simu-
lazione di sistemi fisici sempre piu complessi & stata pdegiipazie soprattutto allo sviluppo
di calcolatori piu potenti e alla comparsa di linguaggi dignammazione ad alto livello (FOR-
TRANT77). Tra questi sistemi, 'acqua, alcani flessibili equile proteine, come, per esempio,
la BPTI (Bovine Pancreatic Tripsin Inhibitor). Nello stesseripdo furono inoltre sviluppati
nuovi metodi per trattare in modo pit accurato le interaizebettrostatiche nella simulazione di
sistemi ionici. Alla fine degli anni '70 furono effettuatepeime simulazioni di biomolecole. |
successi ottenuti nella riproduzione dei dati sperimestaltturali di proteine e macromolecole
in generale, hanno portato ad una notevole espansioneMiBlizell’ambito degli studi di bio-
chimica strutturale. Inoltre la MD e stata impiegata corcegso per studi strutturali e dinamici
di gas, liquidi, fibre polimeriche, polisaccaridi, membeaacidi nucleici (DNA ed RNA) e pro-
teine. Le simulazioni permettono di studiare processi aiienbiologici, di predire le proprieta
di proteine modificate e le interazioni tra piccole molealmacromolecole. Specialmente nel
campo dell'ingegneria delle proteine e nello studio danfaci le tecniche di simulazione stan-
no avendo una grande importanza. Lo sviluppo esponenzdike mbtenza dei calcolatori (un
ordine di grandezza nella velocita di calcolo ogni 6 anndyudo tra I'altro allo sviluppo del
calcolo parallelo, ha consentito in pochi anni di aumenilaempo di simulazione, aumentare
le dimensioni del sistema simulato e migliorare i risultatenuti introducendo modelli sempre

piu complessi e accurati.
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2.3 Equazioni del moto

La dinamica molecolarelassicasi limita a descrive un sistema di particelle tramite il soloto

dei nuclei del sistema in esame. L'approssimazione di Bggpebheimer consente infatti la se-
parazione del moto dei nuclei da quello degli elettroni eattére questi ultimi implicitamente.

Il moto del sistema viene quindi ad essere descritto soladeliei, dopo averne opportuna-
mente modificato le cariche effettive per tener conto dédtgiteelettronici appena menzionati.
La rinuncia ad una trattazione quantistica si € dimostrataudto ragionevole a temperatura
ambiente, per tutti gli atomi eccetto quelli piu leggeri agli atomi di idrogeno che vengono
trattati tramite I'uso di vincoli olonomici [24]. Le equamii che vengono usate per descrivere

I'evoluzione del sistema sono quindi quelle di Newton, cBeyn sistema conservativo sono:

e
__9{V(r))

in cui (V(r))g rappresenta il campo di forze con cui interagiscono i nulei.) indica

che il potenziale € mediato su tutte le coordinate eletttumni

2.4 Lafunzione di potenziale

Le funzioni di potenziale usate in MD sono rappresentatendesomma di termini che dipendo-

no dalleN coordinate nucleari; del sistema e da un numero (P) di parametsi (s, sa, ..., Sp).
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Ognuno di questi termini viene classificato in base al nundeetomi coinvolti:

tutte

V(r,s) = Z VW (r;;8) + Z VO (r;,rj58) + ...+ ZV(N)(I‘; s) (2.3)

Vv Vv
Inter.alatomo Inter.a2atomi Inter.aNatomsi

In molti programmi di MD viene impiegato il seguente poteei

V(rira, ) = Y %Kd(d —do)®+ ) %Kg(e —00)*+ Y %Kg(g — &)+

legami angoli diedriimpropri

+Z%K¢[1+cos(n¢—6)]+ >

diedri coppie(i,j

[<Ci1§2 - ij) L } (2.4)
) T T3 Admege,Tij
Il primo termine (interazione a due corpi) rappresentadigra di vibrazione dei legami
tramite un potenziale totalmente armonico. | paramgtriunghezza del legame all’equilibrio,
e K,, costante di forza del legame, sono ottenuti da dati speteties/o da calcoli quantistici.
Un potenziale totalmente armonico non prevede la dissiociazlel legame. Per questo motivo

in alcuni campi di forze si utilizza la funzione di Morse:

V)= 30 D (et _ 1y &

legami

dove il parametrd rappresenta I'energia di dissociazione del legame. Questopoten-
zZiale piu realistico e descrive meglio vibrazioni su valdiril piu ampi e fornisce risultati piu
accurati quando si vogliono riprodurre gli spettri vibi@zli di sistemi molecolari. 1l secondo
termine (interazione a tre corpi) si riferisce all’enerd@vuta alla deformazione dell’angolo di
valenza. Anche in questo caso il potenziale &€ armonico. dmatrif, e K, rappresentano ri-
spettivamente I'angolo di valenza di riferimento e |la cosgali forza. 1l terzo e quarto termine

costituiscono le interazioni a 4 corpi. Il primo, di tipo avmco, viene usato per descrivere i
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cosiddetti angoli diedri impropri. L'angolo diedro impnmip, A-X-Y-B, & definito come l'an-
golo tra il piano che passa per gli atomi A, X e Y ed il piano pas$s per gli atomi X, Y e B

e viene introdotto per mantenere sia la corretta chirahtla planarita di determinati gruppi.
Il secondo termine delle interazioni a 4 corpi si riferisgli angoli diedri. K, rappresenta la
costante di forzay la molteplicita dei minimi & la fase relativa. Gli angoli diedri sono presiin
accordo con la convenzione IUPAC/IUB doveostituisce I'angolo tra il piano AXY e il piano
XYB ed é zero per la configuraziorsgs. L'ultimo termine nell'equazione del campo di forze
descrive le interazioni di non legame tra atomi (interagian2 termini). E’ suddiviso in due
contributi distinti, van der Waals e coulombiano. La parteasth der Waals ha espressioni diver-
se a seconda del campo di forze utilizzato; in questo casgpeesentata come una funzione di
Lennard-Jones classica. In letteratura si trovano espreshe differiscono dalla presente per
il termine attrattivo, repulsivo o per entrambi. Buckinggmendendo spunto dalla meccanica
guantistica, propose un termine repulsivo di tipo espoiamde—*". Nelle interazioni elettro-
statiche (contributo coulombiano), il valore della costatielettrica relativas,., da utilizzare

€ ancora materia di discussione. Sono stati utilizzatirvaloe vanno da, = 1 a¢, = 8§,
mentre altri prendone, proporzionale alla distanzg;. Altre volte il termine coulombiano e
stato omesso. La parametrizzazione del campo di forza prenae in due modi. Un metodo
elegante consiste nel tarare i parametri con i risultatiadtai quantistici ab-initio su piccoli
aggregati molecolari. | campi di forza ottenuti con questecedura spesso non danno risultati
soddisfacenti per via delle molte approssimazioni che deessere eseguite. Alternativamente
si possono determinare i parametri del campo di forza carspgatimentali (strutture cristallo-
grafiche, energie e dinamiche di reticolo, dati spettromioproprieta di liquidi tipo densita e

entalpia di vaporizzazione, energia libera di solvatagjatati di RMN, ecc.). | parametri cosi
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ottenuti sono validi esattamente e unicamente nelle cardizhimico fisiche in cui sono stati
determinati. Questo implica che i campi di forza utilizzai programmi di MD siano speci-
fici per determinati sistemi fisici e quindi il loro utilizzoep sistemi diversi potrebbe non dare

risultati soddisfacenti.

2.5 Condizioni al contorno

La simulazione di un sistema molecolare immerso in un stévaohiede I'introduzione delle
condizioni periodiche al contorno eriodic boundary conditiong®BC). In questo metodo la
scatola centrale é circondata da repliche identiche clamorena condizione di periodicita infi-
nita. Quando una molecola esce durante la simulazionestatala originaria la sua immagine
periodica rientra dalla parte opposta, mantenendo lasstedscita e direzione. Le condizioni
periodiche al contorno permettono di riprodurre sia le pesp di sistemi periodici, come i
cristalli, che quelle dei fluidi. Le interazioni all'inteordelle PBC vengono trattate con la con-
venzione della minima immagine (MI) dove un atomo puo irggeasolo con i primi vicini. Per
evitare I'anisotropia dovuta alla forma cubica della MI &#atti derivanti dall'interazione di
un atomai, della scatola, con una interazione simultanea con un ajaran la sua immagine
periodicaj’, si usa un cut-off sferico di raggiB, tale che il lato pitl corto della scatola sia mag-
giore del doppio del valore del cut-off.(> 2R,, con L lato della scatola). La condizione che
le dimensioni della scatola computazionale siano magdwlrdoppio del cut-off &€ condizione
necessaria, ma non sufficiente per evitare artefatti. Quaddesempio si vuole simulare un
soluto immerso nel solvente, & anche necessario che un atehsoluto non interagisca con
atomi di soluto appartenenti a immagini periodiche. Se muascadesse, se cioé un atomo di

soluto interagisse con atomi del soluto vicino, si starefibmilando un sistema ad altissima
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concentrazione. Affinché cid non avvenga, occorre che lamiia di ogni atomo del soluto
da ogni parete della scatola sia maggiore della meta delaatygut-off (¢ > 0.5R., cond

distanza soluto-parete).

2.6 Calcolo delle interazioni a lungo raggio

In una simulazione di MD il 95% del tempo di calcolo € occupdabcalcolo delle interazione
di non legame. E’ quindi opportuno cercare un metodo che gandi aumentare I'efficienza
computazionale della simulazione agendo sulle compowentin der Waals e coulombiana.
In questo senso, sono state sviluppate varie tecnichegereilo sforzo computazionale. Tra

guelle piu utilizzate:

e il raggio di cut-off;

e le somme di Ewald.

Il primo metodo consiste nel troncare le interazioni di negeime quando la distanza supera
un certo valore, detto raggio di cut-off.j, pertanto ogni particella del sistema potra interagire
solo con le altre che sono all'interno di una sfera di raggio Ovviamente 'uso di questo
metodo introduce delle approssimazioni, soprattutto akloto della parte elettrostatica, che
possono influenzare notevolmente le proprieta dinamichteudgali del sistema. Per supe-
rare questo problema, oltre ad aumentare il valore del cagdigiut-off, si puo introdurre una
funzione di switch che assicura la continuita delle forza distanza di cut-off. Anche se I'u-
so del raggio di cut-off soffre di queste limitazioni, rireaono tra i metodi piu diffusi per il
calcolo delle forze intermolecolari. Il secondo metoda, fEcente, propone 'uso del reticolo

periodico, in cui si considerano tutte le interazioni traalk centrale e le sue infinite repliche.
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L'energia coulombiana in un sistema periodico formata\d@articelle é ottenuta sommando

su tutte le coppie di atomi tra i quali uno € nel box centralalérd in una delle repliche:

(2.6)

doven sono le immagini periodiche, j le particelle e il simbole-indica che la sommatoria
non include il termine con = j sen = 0. Si pud dimostrare che questa sommatoria, per
potenziali che vanno com{g puo non essere totalmente convergente, cioe il suo limite p
variare o divergere se l'ordine dei termini viene cambiggrtanto questa espressione non puo
essere utilizzata nel calcolo dell’energia elettrostati€er risolvere questo problema si pud
considerare ogni carica circondata da una distribuziomaricap® di uguale intensita e segno
opposto. Questa distribuzione, che supponiamo essersigaasavra I'effetto di schermare le
interazioni tra le cariche vicine e potremmo quindi consade I'energia di interazione di tipo

short-range La distribuzione di carica totale e

pi(r) = pl(r) + pf (r) (2.7)

dovep!(r) e la distribuzione della carica della particeltasima eo{’(r) & la distribuzione

gaussiana corrispondente:

pi(r) = qid(r —r;) (2.8)

Dopo aver calcolato I'energia di interazione in (2.7) nedfmazio reale, per tornare alla
funzione di distribuzione originaria;(r), si sottrae una funzione ugualeg(r) nello spazio

reciproco, usando la trasformata di Fourier. L'espressifimale dell’energia di interazione
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totale sara quindi:

N N
1 qigjer fe(a|ryy +nl)
E — J J
Sres 2 2 Z moin | T

exp(—k2/40?) cos(k - rij)+

2
L i

2 —_—
47r3/2 Z 2e0L3(2¢' + 1)

(2.9)

doveer fc(z) & la funzione errore complementare, che tende a zere perc. Per quanto

riguarda il primo termine, per abbastanza grande, la somma si riduce ad un unico termine con
n = 0; il secondo termine & invece una somma sui vettori recipreei2zn /L. Gli ultimi due
termini sono, rispettivamente, la funzione di correziath®yuta alla presenza di un termine di
auto-interazione ip{ (r), e il contributo del campo depolarizzante all’energia, €lsempensa-
to dall’effetto del dielettrico esterno. Questo ultimo punecessita di un ulteriore commento,
infatti nelle somme di Ewald, i box virtuali sono visti comiadi sferici concentrici ordinati
dall'interno verso I'esterno; la sommatoria e ovviamenbatata dopo un certo numero di stra-
ti e questo sistema sferico € immerso in un dielettrico conaticon costante dielettrica uguale

¢’. L'ultimo termine nell’equazione é la somma dei contritdgl campo depolarizzante e |l
campo esterno dovuto al dielettrico. Se la sfera € immersa mezzo con una costante dielet-
trica infinita, questo termine scompare, perché é compemrsattamente da questi due effetti.
Recentemente sono stati sviluppati altri metodi della atés®iglia, come iParticle-Particle
Particle-Mesh (PPPMp il Particle Mesh Ewal(PME)[25], che basandosi sugli stessi principi
sui quali sono state sviluppate le somme di Ewald, sono ctemmnalmente piu efficienti e

stabili. In particolare, in tutte le simulazioni di quesavdro, e stato usato il PME come me-
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todo di calcolo per le forze elettrostatiche. || metodo deélEPsostanzialmente € identico alle
somme di Ewald, con la sola differenza che per calcolareetgn di una certa distribuzione
di carica si considerano le cariche disposte su una grigiesh); questo rende notevolmente
piu efficiente il calcolo della parte in cui e coinvolta lagfarmata di Fourier, che costituisce la

parte computazionalmente piu pesante.

2.7 Vincoliin MD

Si possono applicare vari tipi di vincoli nelle simulaziahiMD; i piu comuni sono quelli che
bloccano le posizioni di determinati atomi, ddRosition ConstraintsL'uso di vincoli in MD
nasce dalla necessita di eliminare le vibrazioni dei legadalta frequenza che richiedono passi
di integrazione brevi. Infatti quando si integra I'equamadi Newton il fattore che determina
il passo di integrazione da poter utilizzare € la piu altgdenza che si presenta nel sistema.
Nel caso di macromolecole biologiche in soluzione le vilmaizche coinvolgono gli atomi di
idrogeno determinano le vibrazioni a piu alta frequenzailfegame O-H la frequenza diret-
chingé dell’'ordine di10'* H z, per cui un periodo medio & dell'ordine dei 10 fs. Questottrili
passo di integrazion@ime stepche si pud usare in una MD a circa 0.5 fs, se si considera che,
per riprodurre correttamente I'andamento di una funziogroglica, € necessario campionarla
almeno venti volte per periodo. Introducendo un metodo @heola questi legami o, come av-
viene in pratica, tutti i legami covalenti, si puo arrivakun passo di integrazione di 2 fs, che
e gquello comunemente utilizzato anche in questo lavorosili Boiché le vibrazioni di legame
sono praticamente disaccoppiate dalle altre vibraziohsideema, questo vincolo non altera il
resto della dinamica, mentre cid non € vero per le vibraziegii angoli di valenza. Il metodo

pil comunemente utilizzato ¢ il cosiddetto SHAKE che fuadttto [24] nel 1977. SHAKE
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consiste in una procedura iterativa che dopo ogni passoatdjrizzione varia le posizioni iniziali
r.(t + At) degli atomi finché tutte le condizioni di vincolo non vengaaldisfatte nelle nuove
posizionir;(t + At). L'uso di SHAKE consente di aumentare il passo di integnaeidi 2-4

volte, ma presenta comunque degli svantaggi:

e puo dare problemi di convergenza quando viene applicatar@dggruppi planari;

e costituisce generalmente un collo di bottiglia computaale nella parallelizzazione del-

I'algoritmo;

e in alcune applicazioni il vincolo sulle distanze di legantstituisce un modello fisico

non realistico.

Recentemente é stato introdotto un metodo chiamato LINCSsubera in parte le limita-

zioni di SHAKE. Questo metodo € stato utilizzato nel presdaoro di tesi.

2.8 Le condizioni iniziali

Una volta definiti il campo di forze, le condizioni al contore gli eventuali vincoli bisogna
avere le coordinate e le posizioni iniziali del sistema c¢lveisle studiare con la MD. Se il tempo
di osservazione fosse sufficientemente lungo i risultéinotti dovrebbero essere indipendenti
tempi molto piu lunghi di quelli simulabili &€ opportuno efffieare le simulazioni partendo da
una configurazione che sia il piu vicino possibile a quellagliilibrio. Si possono ottenere le
coordinate da dati sperimentali come raggi-X e NMR per ntaciecole, mentre per un fluido,

come nel nostro caso, si possono disporre le molecole in roasieale nel box di simulazione.
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Le velocita iniziali invece si possono ottenere con una siemistribuzione maxwelliana, che

dipenda dalla temperatura iniziale della simulazione:

1 2

my; imivz.
=/ 2l 2.10
Pai 27TkiBT €ZL’p( kBT ) ( )

dovep,; € la densita di probabilita della componentg; chiaramente valgono equazioni

analoghe per le componentiy e z.

2.9 Integrazione delle equazioni del moto

In una simulazione MD le traiettorie degdli atomi del sistema si ottengono dall’integrazione
delle equazioni del moto di Newton. Vista la complessitd'egbressione del campo di for-
ze (2.4), l'integrazione di queste equazioni non ha soheianalitica. Per questo sono stati
sviluppati nel corso degli anni diversi metodi approssiroaé estraggono le traiettorie da una
simulazione MD per via numerica.

Le caratteristiche che deve avere un buon algoritmo di iategne possono essere cosi

riassunte:

e deve permettere I'uso di un time step lungo. E’ evidente chggiore risulta il passo di
integrazione, minore € il numero di integrazioni necess@riuna simulazione. D’altro
canto, se ilAt e troppo grande, si rischia di non riuscire a seguire certepomenti
del moto del sistema, come ad esempio le vibrazioni, poatarusi a risultati a volte
catastrofici. E’ pertanto opportuno tarare il passo di irdegne sui moti a frequenza piu

alta;

e deve essere reversibile temporalmente e conservare ldepas costanti nel sistema.
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Le equazioni di Newton sono reversibili temporalmente ecegamto auspicabile che

I'algoritmo utilizzato per integrarle riproduca con fedetjuesto dato.

Gli algoritmi utilizzati si differenziano nella precisierdi calcolo (ordine dell’algoritmo),
nella occupazione di memoria e nel tipo di rappresentazioa@atura degli algoritmi usati de-
riva dallo sviluppo in serie di Taylor delle grandezzg + At) ev;(t+At). In MD si adoperano
generalmente algoritmi che utilizzano espansioni di Tafifm al terzo ordine in quanto si &
osservato che algoritmi di ordine inferiore sono poco aatunentre quelli di ordine superiore
sono troppo dispendiosi in termini di risorse computaZioézli algoritmi comunemente usati

sono :

e |'algoritmo di Verlet;

e 'algoritmo leap-frog.

Il primo algoritmo e veloce, richiede poca memoria, presant piccolo errore per tempi
lunghi ed una buona conservazione dell’energia per tenguii.b6i ottiene da addizioni e sot-
trazioni di espansioni di Taylor delle coordinat¢t + At) er;(t — At) di particelle di massa
m;:

(At)? .

- (At)3
21 "

2 i + O(Ath) (2.11)

da cui si ricava:

ri(t + At) = —r;(t — At) + 2r;(t) + (itz)F,(t) (2.12)

doveF,(t) é la forza esercitata sulla particellal tempo t e dove i termini di quarto ordine
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e superiori sono stati trascurati. Questo schema di intégra e esatto fino al quarto ordine in

At. Le velocita in questo schema sono date da :

) = QLN[r,(t AL — 1yt — Ab)] (2.13)

in cui I'errore sulle velocita € dell'ordine diAt)3.
Il leap-frog € una variante dello schema d’integrazioneeappvisto. Viene utilizzato in

GROMACS, ed in particolare € stato impiegato in tutte le samigni di questo lavoro. Questo

schema usa per le coordinate intervalli interi e per le v&antervalli semi-interi.

vilt + At/2) = vilt — A1) + Figm (2.14)
vt AF) = 1i(t) + vi(t + At/2)At (2.15)

L'algoritmo leap-frog € molto efficiente da un punto di vistamputazionale, essendo sem-

plice e richiedendo meno tempo di CPU e memoria rispetto adpaltavanzati.

2.10 Metodi per il controllo della temperatura e della pres-
sione

Per poter confrontare i risultati di una simulazione MD calaii sperimentali occorre mettersi
nelle stesse condizioni in cui questi sono stati ricavatie§o spesso costringe ad eseguire la
simulazione a pressione e temperatura costanti. Nel cagl ani sono stati sviluppati, a
questo proposito, vari algoritmi. | metodi generalment@iggati per generare insiemi stati-
stici isotermi e isobari si possono dividere in due gruppel primo fanno parte quella classe

di procedure definite con il nome dktended system methd@6]. Questi metodi fanno uso
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di meccanismi di retroazione per correggere le deviaziopadametri controllati (temperatura
e pressione) da valori medi prestabiliti, questo implica @hvalore puo fluttuare, ma I'am-
piezza della fluttuazione puo essere controllata. L'altigpgo € rappresentato dai cosiddetti
constraint methodsn cui le equazioni del moto vengono accoppiate ad un opporvincolo
(per esempio, nel caso della temperatura questo vincoemenjia cinetica costante). Nel caso
della temperatura esistono due ulteriori gruppi costitlai cosiddettistochastic methoga7]

e daiweak coupling method28]. | primi consistono nell’aggiustare la temperaturamondo
da riprodurre I'effetto di un bagno termico esterno o, in makh generare ad ogni passo una
distribuzione maxwelliana di velocita in modo da riportdnealore dell’energia cinetica totale
a quello stabilito; nei secondi le equazioni del moto vemgorodificate in modo che ci sia
un rilassamento del primo ordine 1A verso un valore di riferiment@; secondo la classica

equazione:

ar(t) _ (To = T(t))
= - (2.16)

Nelle simulazioni eseguite nel corso di questa tesi si ® fasb del metodo di Berendsen
o dell'accoppiamento debole con un bagno termico che fa Bt gruppo deweak coupling
methods Non si € utilizzato alcun metodo per il controllo della miese poiché tutte le simu-
lazioni sono state effettuate in un box a dimensioni fissesdguito verra illustrato brevemente
il metodo di Berendsen. Uno dei pregi di questo metodo € la keitap L'algoritmo simula
I'accoppiamento del sistema con un bagno termico estetaderhperaturd;. La velocita
dell'interazione tra questo bagno termostatato ed il siaté determinata da una costante di
tempo, 7, che puo essere liberamente scelta. L'accoppiamento vigeeuto modificando ad

ogni passo la velocita degli atomi. Questo puo essere fatitipiicando per una opportuna
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costante\ le velocita delle singole particelle. Il livellament@écaling della temperatura T ad
un valore limiteT, seguendo una legge esponenziale puo essere ottenuto aguee emendo
conto cheT’(t) e la temperatura ottenuta dal valore delle velocita dopeegrazione €7 (t) €

il valore di temperatura ottenuto dopadscaling

% - %[TD —T(t)] (2.17)
AT = %[T0 —T(t)] (2.18)
T'(t) = \T(¢) (2.19)
AT =T'(t)—=T{t)=\N-1)T(t) (2.20)

da (2.18) e (2.20) si ottiene :
A= 1)T(t) = %[TO — T(t)] (2.21)

e

A=1+ %(% —1) (2.22)
() =14+ %(% — T (2.23)

Il metodo che é stato impiegato in questo lavoro di tesi peoiitrollo della temperatura

e I’ isotermo gaussianf?9]. Tale metodo appartiene ai cosidettinstraint methods utiliz-
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za I'energia cinetica totale del sistema come una variabieolata; le equazioni del moto,

utilizzando I'accoppiamento isotermo gaussiano divegon

. _ OH(x.p) (2.24)
Ip;
. OH (r,
po= R, (229)
€T

dove~ e equivalente a un coefficente di attrito e varia implicitateenel tempo cosi da

garantire che il valore dell’energia cinetica sia costaot®ero mantiene il vincolo

' PiDi
K = =0 2.26
; o (2.26)

Si puo dimostrare che questo metodo genera una distribeinielfo spazio delle configura-

zioni in accordo con la meccanica statistica.






Capitolo 3

Il Metodo della Matrice Perturbata
(PMM)

3.1 Introduzione al PMM

I metodo della matrice perturbat@MM ) [20, 21] combina la dinamica molecolare classica e
le proprieta elettroniche quantistiche con lo scopo dingtte una descrizione del comportamen-
to dei sistemi complessi. In tale procedura, la dinamicaecabre fornisce la perturbazione che
modifica le proprieta elettroniche imperturbate, calelaediante i metodi quanto-meccanici
standard. In questo capitolo si introdurranno i metodi dormeccanici utilizzati per ottene-
re i dati “ imperturbati " necessari al PMM. In particolare, équazioni generali del metodo
Hartree-Fock (HF), Post Hartree-Fock comeCil [30] (Interazione di Configurazione) o il
MCSCF [31] (SCF Multi Configurazione) e il metoddFT [14](Teoria del Funzionale della
Densita). Nell'ultima sezione di questo capitolo verrarihgstrate le derivazioni di base del
PMM e la metodologia per caratterizzare gli stati elettcoperturbati e calcolare lo spettro di
assorbimento. In questa tesi il PMM é stato utilizzato penodlurre lo spettro UV dell® L H,

e dei suoi derivati coinvolti nel processo di bioluminestadella lucciola.

45
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3.2 Metodi Quanto-Meccanici

Tenendo conto degli effetti relativistici che possono essescurati, I'equazione di Schrodin-
ger puo descrivere il comportamento elettronico di un sistenolecolare. In generale I'equa-
zione di Schrodinger dipendente dal tempo che prevedellieme temporale della funzione

d’onda ha la forma seguente:

HV(r,t) :ihaﬁl(r,t) (3.1)

dove I & 'operatore hamiltoniano definito conte = K + V dovekk & I'operatore energia

cinetica:

. h [ 0? 0? 0?
K——%(@-Fa—yz—F@) (32)

conh = h/2m, doveh e la costante di Plancklé I'operatore di energia potenziale. Quindi
tutte le informazioni del sistema sono contenute nellaiimzd’'ondal (r, t) che soddisfa I'e-
guazione (3.1). Se I'hnamiltoniano é dipendente dal tempigpossiamo fattorizzare la funzione
d'onda¥(r,t) comeV(r,t) = ¢(r)x(t), al fine di utilizzare il metodo della separazioni delle

variabili per risolvere I'equazione (3.1), fattorizzamaloelle due equazioni:
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d
md—f — Ey (3.3)
Hy = Ey (3.4)

L'equazione (3.3) & facilmente risolvibile e da come salgy(t) = ¢“'/" mentre I'e-
guazione (3.4) e conosciuta come equazione di Schrondindgendente dal tempo e le sue

soluzioni sono chiamateinzioni d’onda stazionarie

3.2.1 Lapprossimazione di Born-Oppenheimer

L'approssimazione di Born-Oppenheimer (BO), che & universate assunta nella teoria della
struttura elettronica, € un disaccoppiamento del motdretéto da quello nucleare. L'appros-
simazione si basa sulla differenza di massa tra gli eléteronuclei (un fattore di0® — 10°), e
assume che gli elettroni seguano i nuclei “istantanearhdaotante il movimento di questi ulti-
mi. La derivazione completa puo essere trovata in molti tibtesto [32, 33], ma qui tratteremo
brevemente solo i concetti principali. Quando i gradi defid nucleari ed elettronici vengono
separati, 'Hamiltoniano elettronico va a dipendere patimamente dalle posizioni nucleari,
con il risultato che le coordinate nucleari appaiono nelhhiltoniano elettronico ma non ne
compaiono le derivate a nessun ordine. Il problema elettoquuo pertanto essere risolto per i
nuclei che sono momentaneamente bloccati in posizioni fisbe spazio. E’ importante con-
siderare che la funzione d’onda elettronica dipende daledinate nucleari, e quindi in linea
di principio I'operatore di energia cinetica nucleare hgldeffetti su di essa. Tuttavia, anche
se questa dipendenza e formalmente presente, € in genaidarata irrilevante a causa della
grande differenza di massa tra i nuclei e gli elettroni clmeleell movimento dei nuclei molto

piu lento di quello degli elettroni. Cio si traduce nel fattoeda funzione d’onda elettronica
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varia poco in caso di mutamenti delle posizioni nucleariuandi i termini che contengono
le derivate prime e seconde delle coordinate nuclé&aki,e V%, quando vengono applicate
all'interno della funzione d’onda elettronica possonaeessrascurate. Gli errori introdotti dal-
I'approssimazione BO sono piuttosto piccoli, quindi le zabni della parte elettronica sono
chiamateesatte Notiamo inoltre che un gran numero dei concetti basilarewd in chimi-

ca, come ad esempio le superfici di energia potenziale et molecolari, sono risultati

impliciti dell’'approssimazione BO.

3.2.2 Il Metodo di Hartree-Fock

Come puntualizzato nel precedente paragrafo rimane il nodldi trovare un metodo semplice
che possa provvedere a fornire, in maniera qualitativaeneaotretta, soluzioni approssimate
dellequazione di Schrodinger multi-elettronica. |l maédodi Hartree-Fock (HF) fornisce tale
soluzione e allo stesso tempo soddisfa anche la necessitandodello gestibile della struttura
elettronica di sistemi a molti elettroni. Spesso nei protldi fisica matematica una buona
funzione di prova per la risoluzione di un sistema multiteteico e il cosiddettgrodotto di

Hartree(3.5)

@(17 27 37 <o >n> = ¢1(1)¢2(2)¢3(3) S ¢n(n) (35)

dove le funzionip;, gli spin-orbitale, sono funzioni d’onda che descrivonosurgolo elet-
trone. Questo modello era quello usato agli albori dellagaeita quantistica per ottenere le
strutture elettroniche degli atomi, ma e stato surclasdatoetodi successivi. Infatti il prodotto
di Hartree non soddisfa il principio di antisimmetria (orgripio di Pauli), e quindi sono neces-

sarie ulteriori modifiche a questa funzioni d’'onda per retedantisimmetrica. Una funzione
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d’onda antisimmetrica scritta in forma di determinantd,@gaterminante di Slatef3.6)

oi(x1)  ¢j(x1) - Pr(T1)

V(@1 o, ., T) = (N!)_1/2 bi(x2) ¢j(£132) o Pr(a) (3.6)

di(xn) ¢j(xN) -+ dr(TN)

dove il fattore( N'!)~1/2 & un fattore di normalizzazione e gli orbitali di sgis;, ¢;, . . ., ¢x)
sono gli N spin-orbitale occupati d& elettroni, in cui tuttavia non viene specificato quale
elettrone € in quale orbitale. | determinanti di Slater abdeono al principio di antisimmetria
perché scambiare due righe qualsiasi del determinanteachisponde di fatto allo scambio di
due elettroni, modifica il segno del determinante e quintladenzione d’onda. Ovviamente
diventa poco pratico scrivere il determinante di Slater earell’equazione (3.6) ogni volta
che deve essere rappresentato, e quindi si preferiscezatdéi una abbreviazione, mostrando

solamente gli elementi diagonali del determinante:

\I/(ml, o, ... ,QZN) = (N')_1/2d6t|¢l(m1)¢](m2) s gbk(mN» = (N')_I/Qdetkbngj s ¢k>(37)

L’'Hamiltoniano elettronico per un sistema a molti eletir@um sistema atomico o moleco-

lare) puo essere scritto in termini a zero, uno e due eléttamne segue:

ﬁ:ﬁo—l—zmﬁ—zgz‘j (3.8)

1<j

dove
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Z,2,
ho = Zlm—rul => = (3.9)

r
n<v p<v HY

e una costante additiva derivante dalle coordinate nudlese. L'equazione

= ——V2 Z —4 (3.10)

Tin

dipende dalle coordinate di un singolo elettrone; mentedratore a due elettroni

R 1

rij
descrive l'interazione tra due elettrare j. Il valore atteso di un hamiltoniano che opera su

un determinante di Slater prende la forma (3.12)

BIY] = (WA[0) = S (6o + 5 (0l — Kl (3.12)

dove J e K sono rispettivamente gli operatori @oulombe di Scambio | determinanti di
Slater sono una ragionevole approssimazione di una fuezimmda a molti elettroni. Tuttavia,
gli orbitali che definiscono questa funzione d’onda devammaa essere determinati esattamen-
te. Pertanto e possibile applicare il principio variazierel'espressione dell’energia ottenuta
con una funzione d’onda inziale, con il presupposto imgiche gli orbitali che portano al-
I'energia piu bassa siano i migliori possibili. Di frequemntella ricerca di valori limite, ci si
avvicina alla meta desiderata utilizzando il calcolo d#feziale. Gli orbitali sono quindi modi-

ficati di una piccola (infinitesima) quantita; = ¢; + d¢;. Questo comporta un cambiamento
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della funzione d’onda total& = ¥ + 0¥, nonché nell'espressione dell’energia. Rimpiaz-
zandog; cong; + d¢; nellequazione (3.12), e possibile ottenere la variazain@imo ordine

dell’energias™") E[V]

SWE[] = Y (6eilhlgi) + > [(66i;1aleis) — (36:051316;61)] + c.c.
]

7

- Z<6¢i|ﬁ|¢i>+Z<5¢i|j_fq¢i>+C.C.

7

= Z(@’F’@) +c.c (3.13)

7

dovec.c. sta per complesso coniugatd-e I' Operatore di Fockdefinito come

F=h+J-K (3.14)

Scrivendodg; in termini di orbitali molecolari (MO) occupaty; e non occupati (chiamati

ancheorbitali virtuali) ¢,, Si puo ottenere I'equazione (3.15).

(6al Fles) =0 (3.15)

che e chiamataquazione di Hartree-FocKale equazione puo anche essere riscritta come

Fo; = Z ki Ok (3.16)
k

dovek varia su gli indici dei MO occupati &;; definisce una matrice hermitiana visto dhe

e hermitiana. Introducendo una matrieche diagonalizza la precedente matrixggtteniamo
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i nuovi MO che lasciano invariaté.

6= _ iV (3.17)

Quindi moltiplicando I'equazione (3.16) per la matri¥%€ e sommando su € possibile

ottenere la forma piu conosciuta delle equazioni di Harfreek (3.18),

Fo; = ;¢ (3.18)

Queste equazioni sono chiamatguazioni canoniche di Hartree-Fadkcorrispondenti or-
bitali sono chiamati orbitali canonici e gli autovalefirappresentano le energie degli orbital

che sono date da

& = (6il F|on) (3.19)

e I'energia totale e espressa come

=Y a—3 Y (61 - Kid (3.20)

Si noti infine che I'energia totale HF non é la somma delle cliegnergie degli orbitali
canonici e che comunque gli elettroni sono caratterizzatha dal loro spirs. L'elettrone ha
un numero quantico di spn= % che identifica la lunghezza del vettore di spin, la comptxen
di questo vettore e quantizzata e puo prendere uno dei possilori m, = i%. Per gli
spin elettronici, al fine di dare significato alla teoria M@bthiamo lasciare che gli orbitali
ottenuti dipendano dallo spin. Visto che ci sono solo dusibiscasi, € sufficiente classificare

i spin-orbitali¢ comeg® 0 ¢°, dipendenti dallo spin:
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% = Yi(r)a

¢ = V(r)B (3.21)

dove sono orbitali spaziali, ossia funzioni che dipendono saltedcoordinate spaziali,
dove tuttavia la parte spaziale di uno spin-orbitale pu@wiijere dal fatto che la parte di spin
e a 0 4. Finché 'hamiltoniana non dipende esplicitamente datim,sessa pudo commutare
con gli operatori di spin, e quindi ognuna delle sue autafumzdovrebbe essere anche una
autofunzione degli operatori di spin. Allo stesso modo, fumzione d’onda multi-elettronica
che e una autofunzione di un Hamiltoniano e non dipendecspliente dallo spin € anche un

autofunzione degli operatori di spin totale$fi e S,, cioé deve soddisfare le relazioni:

~

SPU = S(S+ 1) (3.22)

SU = MU (3.23)

L'implementazione di queste equazioni & conosciuta cdamtree-Fock non ristrettUHF)
[30]. Il determinante di Slater in generale non soddisfgu&zione (3.22) ma il corretto com-
portamento degli spin della funzione d’onda puo esserawtiban alcuni casi tramite il metodo
computazionalmente complesso noto con il nomEelaitree-Fock non ristretto a shell aperta
(ROHF) [34]. Un importante situazione si ha quando lo std¢ttrenico e uno stato di sin-
goletto, cioéS = 0, in cui la molteplicita di spin vald e si ha un numero pari di elettroni.
Imponendo che gli orbitali accoppiati abbiano la medesiaréepspaziale e si differenzino solo

nella parte di spin, sono possibili importanti semplificai
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o = r(r)a

o) = i(r)pB (3.24)

Il determinante & quindi un autofunzione dell'operatStecon autovalord. Segue inoltre
che esso debba essere un autofunzione anct8.diapproccio utilizzato nelle equazioni
(3.24) assicura quindi le corrette proprieta degli spifantinzione d’onda di singoletto e la
metodologia derivante viene chiamdtartree-Fock ristretto(RHF) [30]. L'RHF é di gran
lunga la variante piu utilizzata del metodo di Hartree-FdZio & dovuto al fatto che la maggior
parte dei principali gruppi di molecole stabili possiedenumero pari di elettroni e uno stato
fondamentale di singoletto. Se lo schema UHF fosse applmatmolecole a shell chiuso le
soluzioni ottenute soddisferebbero ancora le equazioBRf2 (3.24), ma il calcolo sarebbe,
computazionalmente parlando, molto piu gravoso del meRIdB. Per risolvere le equazioni
di HF & ampiamente utilizzata una tecnica basata sull’'espaea della parte spaziale dei MO

Y, (r) come combinazione lineare di orbitali atomigi(r):

N
Ui(r) = Crixp(r) (3.25)

identificata dall'acronimo LCAOL(inear Combination Atomic Orbital L'espansione di
funzioni sconosciute in una serie di funzioni di base nota patente approccio comunemente
utilizzato in molti settori della matematica, del resto I@AO e anche molto interessante dal
punto di vista puramente chimico. Nel metodo LCAO l'energéaalessere minimizzata va-

riando i coefficentC,,;, che specificano il coefficente che moltiplicaiesimo orbitale atomico
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dello i-esimo orbitale molecolare. Seguendo questo approccimlil@ma puod essere succes-
sivamente risolto tramite lequazioni di Roothaan-HaJB5]. Per risolvere queste equazioni il
metodo piu comune e la procedura daimpo auto-consisten{§CF) [36]. Si noti che le equa-
zioni HF potrebbero essere risolte esattamente se fossip@sostruire I'operatore di Fock,
e quindi la matrice di Fock, che una volta diagonalizzataifebbe gli orbitali molecolari. In
ogni caso l'operatore di Fock e definito proprio da quellasdeserie di orbitali che dovreb-
be infine fornire, cioe le soluzioni delle equazioni sonoppi@ quelle necessarie per definire
le equazioni del problema. Per risolvere questo inconvdaigiene adottata una procedura

iterativa:

1. Si adotta un set di prova di orbitali, senza alcuna pddirecgiustificazione, per I'inizio

del processo.

2. Usando questi orbitali &€ possibile costruire un opeeathr-ock approssimato che puo

quindi essere diagonalizzato per ottenere un nuovo sebidabr

3. 1 vecchi orbitali utilizzati per la costruzione dell’'opgore di Fock vengono rimpiazzati

da i nuovi orbitali ottenuti e si diagonalizza di nuovo pdaeaere un nuovo set di orbitali.

Dopo un certo numero di iterazioni si puo constatare chet itliserbitali varia pochissimo
da un passo iterativo a quello successivo. Arrivati a qupstto, si puo osservare che gli
orbitali cosi ottenuti soddisfano le equazioni canonichédaitree-Fock, ottenendo la soluzione

al problema.

3.2.3 | Metodi Post Hartree-Fock

Anche se l'approssimazione di HF ci da dei risultati notewoin tiene conto delénergia di

correlazione elettronica Sono presenti diverse procedure in letteratura per nmagkocalcoli
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basati su un primo approccio HF, tali metodi sono chiarffast HE

Cle MCSCF

In questo paragrafo vengono presentati i concetti priticgeel metodo dell’ Interazione di
Configurazion€Cl) [30] e del piu sofisticato approcc®CF Multi ConfigurazionéMCSCF).

Il metodo CI si basa sul concetto che una qualunque funziooredd perN elettroni possa
essere espressa esattamente come una combinazione tinedtiei possibili determinanti di
Slater adV elettroni (base polielettronica) formati partendo da urceenpleto di spin-orbitale
monoelettronici (base monoelettronica) e usando in seguitietodo variazionale. Se la base
fosse completa si potrebbe ottenere in linea teorica fasstergia dello stato fondamentale ma
anche di tutti gli stati elettronici eccitati del sistemeae iBsistema molecolare di interesse ha
un numero pari di elettroni e pud essere rappresentato degole determinante RHFY ),

e possibile ottenere gli altri determinanti modificandottatsura di questo primo determinan-
te. Quindi un insieme possibile di determinanti dovrebbmpeendereg V), i determinanti
singolarmente eccitatil'?), che differiscono d&l,) perché lo spin-orbitale occupatg viene
sostituito con il precedente orbitale virtualg, i determinanti doppiamente eccit&ﬁ;%, etc.,
fino ad includere tutti i possibili determinanti eccitafiresimi. Queste funzioni d’onda multi-
elettroniche vengono utilizzate come base per espandéuazéone d’onda multi-elettronica

esattg®,) come:

|CI)()> = Co|\110> + Cs|S> + CD|D> + CT|T> + CQ|Q> + ..... (3.26)

dove i|.S) rappresentano i termini in cui sono coinvolte singole ezini, | D) i termini

in cui ci sono doppie eccitazioni, e cosi via. Data la funeidinprova definita nell’equazione
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(3.26), le energie corrispondenti dei vari stati elettcosono ottenute utilizzando il metodo
variazionale lineare, che consiste nel formare la rapptage®ne matriciale dell’hamiltoniano
nella base delle funzioni d’onda utilizzate nell’espansi@¢3.26), e in seguito calcolare gli au-
tovalori di tale matrice hamiltoniana. Se nell’espansidaba funzione d’onda esatta vengono
considerate tutte le infinite eccitazioni possibili di ustema molecolare, la matrice hamilto-
niana che ne deriva prende il nomerndatrice CI completae il metodo & chiamat&ull-Cl.

Di solito, per motivi ovvi, nell’espansione della funziod®nda vengono considerate solo le
singole eccitazioni, le doppie eccitazioni, o le singolepmle eccitazioni e quindi le metodo-
logie corrispondenti sono chiamate rispettivamente SCI, ®SDCI. Si noti che nel metodo
Cl solo i coefficenti dell’espansione (3.26) vengono ottiraiz. In generale la serie che deter-
mina la funzione d’onda CI converge molto lentamente quamndsano gli orbitali canonici
di HF, ma qualunque troncamento a quella serie produce deglii apprezzabili sopratutto
guando si hanno molti elettroni. Esiste una serie di metothputazionali dettMulti Confi-
gurazionali(MCSCF) in cui vengono inclusi nella serie Cl solamente poctemeinanti. Non
sarebbe possibile scegliere i determinanti da includesessassero gli orbitali canonici forniti
da un calcolo HF in quanto, come abbiamo detto, la risultaatee Cl converge lentamente
con essi. Il metodo MCSCF quindi non si limita a determinareeifibccienti di mescolamento
dei determinanti (come il Full-Cl o il SDCI), ma ottimizza sitaneamente anche gli orbitali

molecolari. Quindi la funzione d’onda MCSCF € un espansioneddkcata

U rcscr) = ZCI|‘1’1> (3.27)
i

in cui vengono ottimizzati sia i coefficenti dell’espanssan che gli orbitali contenuti in

|W;). Uno dei maggiori problemi dei calcoli MCSCF é legato alla nogbne della struttura
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generale della funzione d’onda. Questo non puo esserestatita una conoscenza a priori della
struttura elettronica. Un metodo ampiamente utilizzatogestruire funzioni d'onda MCSCF
e chiamato CASSCF [31]. Tale metodo parte dalla separaziohgtidgli orbitali molecolari
occupati in sottogruppi chiamati orbitali molecolari @tte inattivi. Gli orbitali molecolari
attivi possono essere quelli di valenza,quelli maggiot@memplicati nelle reazioni chimiche
di interesse o quelli virtuali se stiamo cercando di caraitare anche gli stati eccitati. Gli
orbitali molecolari inattivi vengono lasciati doppiamermiccupati in tutte le configurazioni che
sono utilizzate per costruire le funzioni d’'onda CASSCF. taes elettroni liberi occupano in

tutti i modi possibili il sottospazio dei soli orbitali atti

Il DFT

Come gia detto in precedenza i calcoli HF non tengono contd deérgia di correlazione
elettronicg ossia quel contributo energetico strettamente attrileudd!’effettiva interazione
istantanea fra coppie di elettroni (intrinsecamente trega in qualsiasi modello a particel-
le indipendenti). In prima approssimazione questa linoia puo essere aggirata utilizzando
metodi basati sulla teoria delle perturbazioni a molti caagd esempio la Mgller-Plesset (MP-n)
[37] o i metodiCoupled Clustef38, 39]. Una strada alternativa, computazionalmente enolt
piu conveniente rispetto ai metodi perturbativi appenainat) e la teoria basata sfuinziona-

le della densitd DFT). Questa teoria porta alla sostituzione della conapdidunzione d’onda
multi-elettronica¥ (x, 2, . .., ) € dell’equazione di Schrodinger associata con la piu sem-
plice densita elettronica(r) e il suo schema di calcolo associato. All'inizio utilizzanth
densita elettronica la correlazione elettronica é presamsiderazione implicitamente. 3eé

il numero di elettroni del sistema, tkensita di particellgo elettronica) e definita nel’equazione
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(3.28),

p(r) :N/.../|\Il(:c1,a:2,...,a:N)|2drda:1dsc2...da:N (3.28)

dove [ p(r)dr = N. La teoria & derivata dall'idea originale di Thomas e Fergli120
[40, 41], in cui si assumeva che gli elettroni erano disitiluniformemente nello spazio delle
fasi a sei dimensioni, alla frequenza di due elettroni pai etemento di volumé?, e che vi
fosse un campo di potenziale effettivo generato dalle bancleari e dalla stessa distribuzio-
ne elettronica. | due teoremi di Hohenberg e Kohn [42] madlifecla precedente intuizione fino
a portarla a fornire predizioni quantitative per atomi, eaalle e nella fisica dello stato solido.
Essi dimostrarono, enunciando il loro primo teorema, chaelasita elettronica dello stato fon-
damentale non degenere di un sistema di elettroni permietieterminare univocamente tutte
le proprieta dello stato fondamentale, e che quindi & piesidppresentare I'energia come un

funzionale della densita, come segue:

Elp] = Vielp] + Tlp] + Veelp)

= [ ptryotryar + Tl + Vil (3.29)

dovew(r) & il potenziale esterno in cui interagiscono gli elettrdriy| I'energia cinetica e
Vee|lp] € 'energia di interazione elettrone-elettrone che comtiéinterazione di Coulomb[p].
Il secondo teorema di Hohenberg-Kohn introduce il prircimriazionale, inoltre restringe la

teoria al solo stato fondamentale. Tale teorema enuncigpehena densita di prova(r) tale
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chep(r) > 0e [ p(r)dr = N valga che,

Ey < Ep] (3.30)

doveFE|p] e il funzionale dell'energia dell’equazione (3.29). Liompanza di questo teorema
e nella sua praticita, vale a dire che, se si assume di passeda buona rappresentazione del
funzionale, allora e possibile cercare di minimizzarlogt&gnere i migliori orbitali e la migliore
struttura. Si noti che I'uso del principio variazionale inegto processo limita 'uso del DFT
per il calcolo del solo stato fondamentale. L'utilizzo ateidel DFT in chimica computazionale
si basa sull'idea di Kohn e Sham [43] di considerare la fumzid’onda determinatale péf
elettroni non interagenti com¥ orbitali ¢; e quindi utilizzare su questi orbitali Equazioni di
Kohn-Shane risolvere il problema DFT per una data struttura moleeol&ueste equazioni
danno la densita esatta, una volta che la parte di scambio@réiazione del funzionale sono
stati determinati. Inoltre tali equazioni sembrano sialiie equazioni SCF, quindi gli orbitali di
Kohn-Sham solitamente sono espansi in termini dello stessatomico di base. Esistono altri
modi di rappresentare il funzionale, come ad esempipgdiossimazione locale della densita
(LDA) [44, 45], lacorrezione dello scambio di Becl#5] o il potenziale di correlazione di Lee-
Yang-Parr(LYP) [47]. Va osservato che il DFT é fondamentalmente unagetsemi-empirico,
perché probabilmente non sara mai possibile trovare undoale che valuti in maniera esatta
gli integrali di correlazione e di scambio. Tuttavia il DRInziona molto meglio di altri metodi
semi-empirici perché i parametri, che definiscono il funaie, non sono specifici per ogni
molecola. Inoltre negli ultimi anni il DFT e stato applicaton ottimi risultati su molti sistemi
molecolari di dimensioni differenti. Recentemente il metddFT e diventato adatto anche

per valutare le energie di eccitazione elettroniche. Tgtiesto & possibile applicando una
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perturbazione tempo dipenden(fED) [14] sullo stato fondamentale ben descritto dal noamal

DFT [48].
3.3 [IPMM

La trattazione principale del PMM é ampiamente descritt@@guenti articoli [20, 21, 49-52].
In questa sezione verra descritta la teoria e le implicafisiche del PMM. Infine, si mostrera
come utilizzare le analisi statistiche su i risultati del Mcon lo scopo di caratterizzare gl

stati quantistici perturbati delentro quantisticdQC).
3.3.1 Lateoriadi base

Definendo conr,, le coordinate del QC e com le coordinate degli atomi che generano |l
campo perturbante (classico), si puo scrivere il seguepéeatore Hamiltoniano elettronico

complessivé H come

ﬂ(’rn, x) = FIO(rn) + VQC’e(rn, x) + 7%2(:1:) (3.31)

dove H° & l'operatore Hamiltoniano del QC isolat%c,e rappresenta l'operatore di in-
terazione del QC con I’ambiente?ég e l'operatore Hamiltoniano dell’ambiente (escludendo
le interazioni QC-ambiente). Per ogni configurazione atandefinita dar, e x si assume
sempre che lo stato elettronico complessive possa essere espresso dal prodotto di una fun-
zione d’onda® che descriva il QC e una funzione d’onda che descriva I'antbi&., ossia
U = P,. Tale ipotesi pud essere considerata come una approssimeaazicellente fintanto
che il QC e 'ambiente possano essere ben distinti e tratbatie appartenenti a diversi sistemi

fisici, condizione che viene rispettata nel caso in cui naossiderino reazioni chimiche o in-

Lcon Hamiltoniano elettronico complessivo si intende l'@pere dell'energia elettronica dove le interazioni
nucleo-nucleo sono incluse
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terazioni molto strette tra il QC e 'ambiente. Se si assumétie che per ogni stato eccitato del
QC lo stato fondamentale del’ambiente rimanga praticaeienariato, per ogni stato quantico

complessivo in cui solamente il QC € in uno stato eccitat@asitie

HUp, = MoV, (3.32)
\IIT,TL = (I)nqje,o (333)
il quale implica
7:(\116,0(1)71 = an)n (334)
7%\116,0 = <\I]€,0‘7:(’\Ije,0> (3.35)

in cui H,, e 'autovalore dell’Hamiltoniano elettronico complessivnoltre, dalla definizio-

ne dell'operatore Hamiltoniano si ha

Ho,, = H°+ Vo, +Heo (3.36)
Vo, = <‘I’e,0|VQC,e|‘If@,o> (3.37)
He,O = <\Ile,0‘7:{2“ye,0> (338)

Si noti chef/q,&0 corrisponde alla perturbazione del QC ad opera della bistione di ca-
rica dell'ambiente descritta dalla funzione d’'ondla, (cioe lo stato fondamentale perturbato

dell’ambiente). Quindi, separando il termine dovuto alleiche atomiche dell’ambient!éiff;0
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da quelli di ordine superiore, espressi‘ljﬁo, si ottiene

My, =H°+ Vi + AVy,, + Heg (3.39)

Fornendolo invece in notazione matriciale otteniamo

Hy,o = H® + Vi + AV, , + Heol (3.40)

in cui si usa ilbasi s- set imperturbato del QC per esprimere tutte le matrici (cioe la
matrice Hamiltoniand/® del QC & diagonale). L'espressione dell'operatore otgesipuo svi-
luppare ulteriormente considerando che per un QC intetag@m un set di cariche puntiformi,
le cariche atomiche, le interazioni di dispersione a coppéarepulsioni a corto raggio non sono
presenti e quindi, assumendﬂzpe?0 = AVq,e’OIN(ossia che gli autovettori d?ll?\pe’o coincidano

con gli autovettori diH® + ‘75600), Si puo scrivere

I

Ha., H® + Ve + (AVay,, + Heo) T

>~ 0O+ Vg + Uy +Upg) T (3.41)

EeENnv

dove, all'interno dell'approssimazione utilizzatd’y, , + Heo = U,

env

+ Up g il termine

Uu.,, e l'energia potenziale dellambiente (escludendo tuttelerazioni semi-classiche con

il QC) e il termineld}, , rappresenta le interazioni a coppia di repulsione e digpegdra il

QC e I'ambiente generate dal campo di forze utilizzato n&laulazione di MD (si noti che

il potenziale di interazioné\Vy, , non e in generale equivalente al termine di interazione di
dispersione e repulsione come pgy , perche in questo caso possono essere coinvolte energie

di rilassamento intramolecolari). Infine espandefr;@g)O in multipoli del QC e approssimando
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tutti i termini da i quadrupoli in poi tramite un potenzialearto raggio (cioéﬁvgfofconfla

matrice identita), si ottiene [49-52]

H = ﬁ\pe)o(rn,m) ~U' T=H(r,)+V(rg,x)

ENV

> Hr,) + qrV(ro, )] + Zy(E(ro, @), ) + AV ()] (3.42)

in cui ¢r € la carica totale del QQ/(r, x) e E(ry, ) sono rispettivamente il potenziale
elettrico perturbante e il campo elettrico prodotto dadieahe atomiche delllambiente, per una
data geometria del Q& (tipicamente il centro di massa o geometrico del QZ)(,E,frn)
e la matrice di perturbazione dell’energia data esplicgai® da[Zl}”/ = —E - (®?|pn|D))
in cui 1 € 'operatore di dipolo, &V (r,,x) = AVge, + Uy approssima tutti i termini di
ordine superiore come un potenziale a corto raggio (nel casoi il QC fosse solo una parte
di una molecola piu grandeé\V' potrebbe includere una costante additiva corrisponddiate a
possibile variazione dell’energia di riferimento). L'eagione (3.42) mostra la matrice Hamilto-
niana perturbata del Q@ e fornisce I'espressione del PMM per un QC interagente inienan

semi-classica con 'ambiente. Esprimendo tale equazionetazione matriciale

H = H+V

12

H +¢V—E-j+AV (3.43)

con l'operatore di perturbaziong fisicamente coincidente alla perturbazione dovuta al
campo generato dallo stato fondamentale delllambientatagail QC. Gli autovettori dH,

cioé gli autostati diff, possono essere quindi utilizzati per ottenere le prapmdgttroniche
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perturbate del QC. Deve essere sottolineato tuttavia chgulgzéoni (3.42) e (3.43), basandosi
sull’approssimazione che 'operatore di perturbaziongspeessere troncato al termine dipola-
re includendo esplicitamente i termini di ordine superiooene un potenziale a corto raggio
indipendente dallo stato elettronico, possono non esskguate per descrivere il tipo di in-
terazioni QC-ambiente in cui sia necessario esplicitaraiterdi ordine superiore o operatori
multipolari distribuiti. D’altronde, quando € possibilgniorare, stati elettronici eccitati ad alta
energia I'approssimazione utilizzata nelle equaziomZ3e (3.43) é tipicamente piuttosto ac-
curata. L'introduzione di termini multipolari, benche gdsle in teoria [50, 52], richiederebbe
I'utilizzo di multipoli di transizione che allo stato attigadei software sono meno accurati dei

corrispondenti dipoli, il che si tradurrebbe in un PMM di gey qualita.

3.3.2 Il calcolo dello spettro di assorbimento

In questo paragrafo verra descritto come attraverso ibbalbegli stati elettronici perturbati del
QC durante la simulazione, limitando I'attenzione ad utesm con un solo cromoforo, cioe
considerando un singolo QC immerso in un ambiente atoraistémi-classico, sia possibile ri-
costruire lo spettro di assorbimento UV complessivo. Taj@accio é stato utilizzato in questo
lavoro di tesi, in cui il QC e definito dall&® L H, e dai suoi derivati simulati a diluizione infinita
in acqua e DMSO. Se si effettua una dinamica molecolare, mgiénerale un campionamen-
to dello spazio delle fasi, viene prodotta, durante la samioihe, una 'sequenza’ di potenziali
elettriciV e campi elettriciE perturbanti da cui si puo ottenere la matrice Hamiltoniaoa-c

plessiva perturbatél (r,,, ). Quindi, la diagonalizzazione di (r,,, x) effettuata lungo questo
campionamento di configurazioni produrra una 'traiettatiautovalori (energie) e autovettori
(stati elettronicic;) perturbati del QC. Attraverso gli autovettori perturbapa@ssibile calco-

lare i dipoli di transizione perturbaty ;), necessari per ottenere lo spettro di assorbimento,
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mediante la seguente equazione

Hi; = <<I>i\/l\<1>j>

= cITo¢i+clT¢;j + eI Tk (3.44)

in cui le matricil™® dei dipoli sono espresse nella base imperturbata, ossia

o= (@l (3.45)
), = (®lleh) (3.46)
)= (@fladleh) (3.47)

Una volta ottenuti i dipoli di transizione & possibile ote® lo spettro elettronico (con-
siderando una densita unitaria di energia per unita di #ega e trascurando il contributo

vibrazionale) attraverso il coefficente di assorbimentdewmare,

B; ;(v)p(v)hv
e s) = Bl a9
|:u‘z',j‘2
B;; = N (3.49)

in cui B; ;(v) e il coefficente di Einstein dipendente dalla frequenzaNelle equazioni
(3.49,3.48)¢ € la costante dielettrica nel vuotp(v) & la densita di probabilita di assorbi-
mento in funzione della frequenzacioe la densita di probabilita di trovare un cromoforo che
assorba energia in un intervallo infinitesimale di freq@eoentrato sw (tale funzione viene

ricostruita attraverso I'analisi della traiettoria di M sui viene applicato il PMM)j e la
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costante di Plank, coh = h/27, e c e la velocita della luce. La conoscenza delle funzioni
€9 ;(v) calcolate cord che rappresenta lo stato fondamentale per tutti i possitaiti eccitatij
permette la ricostruzione dello spettro di assorbimeniomessivo del QC perturbato. Occorre
ricordare che gli autostati della matrice Hamiltoniana ptassiva perturbata?(frn, x), Sono
una ricombinazione degli autostati imperturbati del QCcigebenche in alcuni casi sia pos-
sibile identificare delle corrispondenze dirette tra atattbperturbati e imperturbati, quando i

vari autostati non rimescolino eccessivamente, in gea¢a#e corrispondenza non e possibile.






Capitolo 4

Risultati sullo studio del force-field

4.1 Parametrizzazione delle molecole

4.1.1 Il calcolo delle cariche

Le molecole utilizzate in questo lavoro di tesi non appayter al database di GROMACS [19],
quindi sono state costruite e parametrizzate dal nostigpgraecondo il seguente metodo. Sono
state per prima cosa costruite le strutture delle moleanédlsoftware di modellizzazione mo-
lecolare 3D Hyperchem [53]. Le geometrie ottenute son@ $iat ottimizzate con il software
GAUSSIAN [54], un programma per la modellizzazione di strg elettroniche, utilizzando il
basi s- set cc-pVTZ, e il metodo DFT denominato B3LYP [55]. Le struttumstottimizzate
sono state poi utilizzate per costruire una griglia di pimgui e stato calcolato il potenziale
elettrico con un passo di 0.3 A e una distanza massima di agribpalcolato all’atomo pitl
vicino non superiore ai 3.0 A con il programma di modellizrae di strutture elettroniche
chiamato GAMESS [56] con ibasi s- set cc-pVTZ, e il metodo B3LYP [55]. | valori del
potenziale elettrico in questi punti sono stati poi utidiiper calcolare le cariche puntiformi su
ogni atomo, con una procedura di fitting chiamata RESP [57hado tale che riproducano al

meglio la superficie di potenziale elettrico.

69
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4.1.2 Langolo diedro C2-C2’

Una volta ottenute le cariche elettriche su i vari atomi edargetria di equilibrio della mole-
cola, il passo successivo e stato quello di trovare le cosdaforza adeguate a descrivere |l
comportamento intramolecolare. Gran parte di queste msi@no state prese per analogia da
molecole simili gia parametrizzate rfebr ce- f i el d di GROMACS [19], tuttavia la costante
di forza K, dell'angolo diedro passante per il legame C2-C2’ (parag2a4),; necessaria per
utilizzare la funzione di potenziale tipica della MD (I'eagione (2.4)), non era mai stata pa-
rametrizzata per le molecole diH, e OxyLH,. Per ottenerédy, é stato utilizzato il seguente

metodo:

1. Sono state fatte varie ottimizzazioni di geometria detéssa molecola tenendo fisso uni-
camente I'angolo diedro passante per il legame C2-C2’ pastdadin angolo diedro di

0 gradi (molecola in posiziongans) fino a 180 gradi, con un passo di 15 gradi.

2. Perogni geometria ottimizzata sono state calcolatedsg@ntotali a cui sono state sottrat-
te le energie di interazione elettrostatiche e di Lennartkgd di tutte le possibili coppie
di atomi la cui distanza varia al variare del solo angolo hegd2-C2’ e quindi costruite
scegliendo atomi appartenenti alle 2 parti planari delléecwa (anello tiazolico e anello

benzotiazolico) separate dal legame C2 e C2'.

3. Unavolta posti questi valori di energiakd /mol all'interno di un grafico, il fitting di tale
grafico con la funzione periodiga= K, [1 + cos (2% — )] (Figura:4.1.1), utilizzando

come unico parametry,,, permette, in linea di principio di identificare il valoregliesta

costante.
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Purtroppo a causa dell’estrema vicinanza dei 2 atomi dozwf tipi di molecola studiate, le
costantiC® e C'? per il potenziale di interazione Lennard-Jones fornitefaalce- fi el d di
GROMACS mal si adattavano a descrivere I'interazione zntitfo e quindi il profilo di energia
ottenuto alla fine del punto 2 dello schema precedente nasiraraetrico come sarebbe dovuto

essere.

0,8~ |

041 .

Energia potenziale

0,2— _

0 ‘ \ ‘ \ ‘ \
0 50 100 150 200

Angolo diedro

Figura 4.1.1: funzione esempijo= 0.5 [1 + cos (32 — )]

Per superare questo ulteriore problema tale profilo di émérgtato ricalcolato tralasciando
I'interazione Lennard-Jones zolfo-zolfo. Il nuovo profilbenergia cosi ottenuto é stato usato

per il fitting con la funzione (4.1),

2mx o2 8

in cui la distanza zolfo-zolfe e determinata dall'angolo diedrg ottenendo contempora-
neamente i tre parametif®, C'? (dell’'interazione zolfo-zolfo) €4 dell’angolo diedro C2-C2'.

Le costanti di forzak, trovate sono riportate nella Tabella:4.1.1.
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Ky (kJ/mol)
DLH, 13.934
chetoOxyLH, 17.028
fenolato-cheta@xy L H~ 33.205
enol-OxyLH, 15.071
fenolato-enol©Oxy L H - 20.151

Tabella 4.1.1: costanti di forz&, dell’angolo diedro C2-C2’ per le molecole studiate

4.2 La distribuzione degli angoli diedri C2-C2’

Per completezza in questo sezione verranno mostratelddmsoni (normalizzate) degli angoli
diedri C2-C2’ cosi come ottenute dalle simulazioni. Si e pasuoe angolo 0 la configurazione
trans e come mostrano tutti gli istogrammi (da Figura:4.2.1 -5),2durante le simulazioni le
molecole non riescono mai ad accedere alla configuraziend._e costanti di forza calcolate
come descritto nel Paragrafo:4.1.2 e le interazioni conliente producono delle oscillazioni

intorno alla posizione di equilibridrans).

—— distrib. angolo diedro C2-C2’ (DLH?)

0,025 —

' di probabilita’ (1/grado)

Ita

0,005 —

dens

Il L L
-50 0 50 100

Angolo (gradi)

=
o
o

Figura 4.2.1: distribuzione di probabilita dell’angol@dro C2-C2’ per lab L H, in acqua
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"]— distrib. angolo diedro C2-C2’ (cheto—Ony-qz)
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Figura 4.2.2: distribuzione di probabilita del’angole@dio C2-C2’ per la chet®xy L H,

Figura 4.2.3:
OxyLH™

—— distrib. angolo diedro C2-C2’ (fenolato-cheto-OxyLH-)
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distribuzione di probabilita dell’angoloedio C2-C2’ per il fenolato-cheto-
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o
o
N}

" [— distrib. angolo diedro C2-C2’ (enol-OxyLHR)
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Figura 4.2.4: distribuzione di probabilita dell’angoleedio C2-C2’ per la enalbzy L H, in
DMSO
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Figura 4.2.5: distribuzione di probabilitd dell’angoloedio C2-C2’ per la fenolato-enol-
OzyLH™~ in acqua
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4.3 Parametri della Simulazione di Dinamica Molecolare

Le molecole che sono state simulate sono le seguenti:

e la DLH, (Figura:1.2.1) in acqua con tutti i protoni;
e la cheto©OxyL H, (Figura:1.3.1) in acqua e in DMSO;

e il fenolato-cheto©xy L. H~ (Figura:1.3.1) in acqua, utilizzando come controione wn at

mo diNa™;
e I'enol-OxyLH, (Figura:1.3.1) in acqua e in DMSO;

e il fenolato-enol©OxyL H~ (Figura:1.3.1) in acqua, utilizzando come controione ot

di Na™.

Tutte le simulazioni, in acqua e in DMSO, sono state effégtean il pacchetto simulativo
GROMACS [19], le velocita iniziali delle particelle sono t@aenerate con una semplice distri-
buzione maxwelliana, dipendente dalla temperatura deflalazione. Tutte le traiettorie simu-
late sono di 10ws (tranne quella delld L H, che e di 20hs) e sono ottenute usando 10000000
di passi ed un tempuscolo di integrazione dfd La temperatura di tutte le simulazioni é
di 300 K. Come metodo per il controllo della temperatura éostdilizzato 'accoppiamento
isotermo gaussianfdescritto nel paragrafo:2.10), per tutte le simulaziosiao usato I'algo-
ritmo LINCS per vincolare le lunghezze di legame ed inoltréaéosbloccato il centro di massa
del soluto. Le interazioni a corto raggio sono state cateadstro un raggio di cut-off di 0.9
nm. L'energia elettrostatica a lungo raggio e stata calcaltii@azando il metodo Particle Mesh
Ewald [25]. Per le simulazioni in acqua € stato costruito ar tubico di 674 molecole, 673

molecole di acqua piu quella di interesse al centro del badxyrea densita di 55.5 mol/L (tipica
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densita dell’acqua liquida a temperatura ambiente). Pamalazioni in DMSO e stato costrui-
to un box cubico di 163 molecole, 162 di DMSO piu quella di iesse al centro del box, ad

una densita di 14.08 mol/L (tipica densita del DMSO a tempeasambiente).

4.4 Parametri calcolo quantistico
Come spiegato nel capitolo 3, per effettuare il calcolo PMMaspecessarie:

1. la matrice Hamiltoniana imperturbata definita dalle gieedegli stati elettronici imper-

turbati (stati elettronici delle molecola isolata).
2. idipoli dello stato fondamentale e degli stati eccitatperturbati.

3. Tutti i possibili dipoli di transizione tra gli stati etebnici imperturbati.

Per ottenere tutte queste informazioni & stato utilizzasoftware di chimica quantistica
DALTON [58], utilizzando ilbasi s- set 6-31+G* e il metodo TD-DFT [14] con il funzio-
nale B3LYP [55]. Infine la base imperturbata utilizzata ndtaln PMM ha incluso lo stato
fondamentale e i primi 11 stati eccitati garantendo unanaitconvergenza nella regione di

spettro di interesse.









Capitolo 5

Risultati sulle proprieta elettroniche

In questo lavoro di tesi le metodologie teorico computaziotescritte nei capitoli precedenti
sono state utilizzate per studiare il comportamento spsttpico della D-luciferinalf L Hs) e

di alcuni suoi derivati in acqua e in DMSO. Tale studio si o da un lato di verificare I'ac-

curatezza quantitativa ed eventualmente i possibili lidgt metodi teorico-computazionali uti-

lizzati e dall’altro, se ottenuta una sufficiente accurzéedi interpretare gli spettri sperimentali

in termini delle eccitazioni principali coinvolte nellegieni spettrali di interesse.
5.1 Lo spettro della D-luciferina

Per verificare I'accuratezza del metodo usato e stato riptodb spettro delld) L H, in acqua
(pH~5), condizione in cui questa molecola non é soggetta a nesguitibrio chimico di ri-
lievo ed € stabilmente nella sua forma protonata [59]. Nafigp (Figura:5.1.1) confrontiamo

lo spettro sperimentale dellaL H, in acqua con lo spettro corrispondente ottenuto dal meto-
do PMM/MD. Da tale grafico (Figura:5.1.1) e evidente I'ottirfivello di riproduzione dello
spettro sperimentale ottenuto dalla nostra metodologiaotsche il calcolo teorico non ripro-
duce quasi esattamente solo la posizione del picco prilecipa anche la posizione del picco

secondario a piu alta energia, cosi come la forma e 'amaide#io spettro sperimentale.
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L'intensita del picco secondario € maggiore nello spefperisnentale che in quello PMM,
probabilmente a causa della parziale sovrapposizionectae®ni di ordine superiore trascu-
rate nel nostro calcolo (nel presente lavoro abbiamo métiz una base imperturbata definita

dai primi 12 stati elettronici).
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T
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— sperim. D(-)-LH2 in acqua a pH
_ — PMM D(-)-LH2 in acqua a pH 5|}

(=Y

o
©

o
~

Assorbanza (unita rel.)

250 300 350 200 450 500
Lunghezza d’onda (nm)

Figura5.1.1: In nero lo spettro di assorbimento UV sperimerdellaD L H, a pH~5 (A 41 =
262 nm e Ao = 328 nm) e in rosso lo spettro ottenuto dal PMM\G a1 = 258 nm e
)\PMJMI =332 nm)

Verificata la sostanziale accuratezza nel riprodurre gketisquantitativi fondamentali della
DLH, in acqua, e stato possibile caratterizzare le singole aaoiti coinvolte nello spettro
complessivo studiato e quindi identificare per ognuno deslpirilevati i corrispondenti stati

eccitati principali (Figura:5.1.2, Figura:5.1.3).
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Figura 5.1.2: La scomposizione del massimo di assorbimeentqa,,; = 258 nm dellaD L H,

negli assorbimenti dovuti alle singole eccitazioni
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Figura 5.1.3: La scomposizione del massimo di assorbimeentq, > = 332 nm dellaD L H,

negli assorbimenti dovuti alle singole eccitazioni
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E’ interessante notare che i risultati ottenuti dal metoVPMD mostrano che il picco
principale dellaDLH; (Apyar = 332 mm) € il risultato della combinazione delle prime 4
eccitazioni e quindi non e riconducibile alla sola eccibaz 0->1 come invece ipotizzato sulla
base di calcoliab i ni ti o fatti in alcuni lavori computazionali precedenti [13]. Itre si
puo notare come il picco secondario (Figura:5.1.2) sia lalinazione di tutte le eccitazioni
superiori alla quarta, tali eccitazioni diventano semgtedense ma diminuiscono via via in
intensita. Tale comportamento e stato riscontrato pes tettnolecole studiate in questo lavoro

di tesi.
5.2 Lo spettro della Ossiluciferina

Come gia descritto nel paragrafo (1.3), al contrario dBllaf,, la Oxy L H,, molecola respon-
sabile dell’emissione luminosa nell’enzima luciferasyrea specie chimica piuttosto mutevo-
le in soluzione che presenta un triplice equilibrio chimeana bassa stabilita termica. Per
indagare in dettaglio il comportamento spettroscopicopessivo dellaDxy L H, sono state
studiate tutte le sue principali forme che coesistono imzaohe e che sono inoltre di rilievo
nel processo enzimatico della bioluminescenza. A cauda sied instabilita il confronto con

i dati sperimentali e estremamente difficile. Fortunataimel recente Hirano et al. [16] e
Naumov et al. [17] hanno ottenuto gli spettri UV in soluziahalcune forme dell@®xyL H,
[17] (enol-OxyLH, e il fenolato-enol©xy L H~) e di alcuni suoi analoghi (I&/OxyLH, e

la DM OxyL H,) [16], essenzialmente corrispondenti alle formeidiy L H, non rilevabili in

soluzione (chet@)xy L H, e fenolato-chet@zy L H ™).
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Nei grafici seguenti sono riportati, analogamente al cala dd. H>, i confronti degli spet-

tri ottenuti attraverso il metodo PMM/MD con i corrispettspettri sperimentali per le seguenti

forme dellaOxy L Ho:

1. la cheto®zyL H, (Figura:1.3.1) in DMSO, spettroscopicamente corrispotel@i dati

sperimentali suDMOxyL H, in DMSO [16].

2. il fenolato-cheta®xy L H~ (Figura:1.3.1) in acqua, spettroscopicamente corrispoted

ai dati sperimentali sul fenolat®-\M Oxzy L H~ in acqua (pH-7) [16].
3. I'enol-Oxy L H, (Figura:1.3.1) in DMSO il cui spettro sperimentale € noto][1

4. il fenolato-enol©xy L H~ (Figura:1.3.1) in acqua il cui spettro sperimentale € nd@.[
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1. cheto©xyL H5 in DMSO.

— sperim. DMOxyLHZ2 in DMSO
— PMM cheto-OxyLH2 in DMSC
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Figura 5.2.1: In nero lo spettro di assorbimento UV speritaendel DM OxyL Hs in DMSO
(Aaps1 = 268 nm € A aps2 = 390 nm) e in rosso lo spettro del chetoxy L H, ottenuto con il
PMM (Apararn = 255 nm € Apprare = 345 nm).

Nella Figura:5.2.1 si pud notare come, benche si stianoraoténdo spettri di molecole
differenti, lo spettro di assorbimento PMM della ché&tey L. H, in DMSO (spettro non rivela-
bile sperimentalmente) sia molto simile per forma, ammezposizione dei picchi (lo spettro
PMM mostra uno shift a energie piu alte) a quello ddlld/Oxy L H,; in DMSO. | risultati
ottenuti in Figura:5.2.2 e Figura:5.2.3 mostrano che itpiprincipale della chet@xyLH,
(Aparar2 = 345 nm) e il risultato della combinazione delle prime 5 eccitaz®il picco secon-
dario (\pasa2 = 255 nm) € la combinazione di tutte le eccitazioni superiori allan¢a, anche

se buona parte del picco € essenzialmente costituito dalsedta eccitazione, mentre le altre
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diventano piu dense diminuendo via via di intensita.
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Figura 5.2.2: La scomposizione del picca gy, 1 = 255 nm della cheto©zy L H, in DMSO

negli assorbimenti dovuti ai singoli stati eccitati
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Figura 5.2.3: La scomposizione del picca gy, 2 = 345 nm della cheto©zy L H, in DMSO

negli assorbimenti dovuti ai singoli stati eccitati
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2. fenolato-chet@>xy L H, in acqua.
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Figura 5.2.4: In nero lo spettro di assorbimento UV sperialerdel DM OxyL H~ in acqua a
PH~7 (A aps1 = 360 nm € A ap2 = 487 nm) € in rosso lo spettro del fenolato-cheto:y L H ~
ottenuto con il PMM &pya1 = 360 nm € adparae = 487 nm)

La Figura:5.2.4 mostra che lo spettro PMM del fenolato-ckiety L H~ riproduce fedel-
mente lo spettro sperimentale del/ Oxy L H~ (Figura:5.2.4), mostrando come, nel caso del-
I'anione l'aggiunta dei due metili sostituiti in posizioedel DM OzyL H~ non produce le
grandi variazioni osservate nel confronto chétoy L Hy, <—> DM OxyL H,. Dalle scomposi-
zioni dei picchi (Figure:5.2.5 - 5.2.6) si puo notare che uresfo caso le eccitazioni che vanno
a costituire il picco principale (prima e seconda eccitagjoe il secondario (essenzialmente
terza e quarta eccitazione) sono ridistribuite in manieodtordifferente rispetto al caso della

molecola non carica (Figure:5.2.2 - 5.2.3).
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Figura 5.2.5: La scomposizione del picca a1 = 360 nm della fenolato-chet@xy L H -
negli assorbimenti dovuti ai singoli stati eccitati
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Figura 5.2.6: La scomposizione del picco gy, 2 = 487 nm, della fenolato-cheté)zy L H~
negli assorbimenti dovuti ai singoli stati eccitati
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3. enolOxyLH, in DMSO.
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Figura 5.2.7: In nero lo spettro di assorbimento UV speriaerdell’enolOxy L H, in DMSO
(Aaps = 377 nm) e in rosso lo spettro dell’enaley L H, ottenuto con il PMM Rpyy =
362 nm)

Benche riesca a riprodurre il massimo di assorbimento conroneedi 10nm, tra tutti gli
spettri studiati in questo lavoro di tesi, quello ottenugy penol-OxyL H, in DMSO (Figu-
ra:5.2.7) e senz’altro il piu peculiare visto che il piccogdatminato essenzialmente dalla sola
eccitazione 0->1 (la scomposizione del picco non viene ratasperche identica al grafico della
Figura:5.2.7). In questo caso specifico € necessario aggyierche I'attendibilita del risultato

ottenuto non & molto elevata data la scarsa qualita neldipre la forma e I'ampiezza dello

spettro sperimentale.
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4. fenolato-enolOzy L H~ in acqua.
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Figura 5.2.8: In nero lo spettro del fenolato-eddty L H~ in acqua a pH 7,8X4,s = 410 nm)
e in verde lo spettro PMM del fenolato-enOley LH ~ (Apyrar = 433 nm)

Contrariamente allo spettro PMM del suo analogo neutro (&ig2.7), I'ampiezza del pic-
co della fenolato-enozy L H~ in acqua (Figura:5.2.8) supera quella del picco sperintenta
Dalla scomposizione dello spettro PMM (Figura:5.2.9) sb medere come per questo anio-
ne, il picco sia formato dalla somma delle prime 5 eccitaziernon solamente dalla prima

eccitazione.
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Figura 5.2.9: La scomposizione del picco\ay,y, = 433 nm della fenolato-enoPxy L H ~
negli assorbimenti dovuti ai singoli stati eccitati

Tutti i grafici mostrano che anche perdey L H, il calcolo PMM/MD riproduce in generale
piuttosto bene gli spettri sperimentali, ancorché con wtaiiatezza mediamente inferiore al
caso dellaD L H, (Figura:5.1.1). Cio é probabilmente dovuto a una minoreitgudél calcolo
ab i niti o per gli stati elettronici imperturbati, in particolare perdue forme enoliche (Fi-
gure 5.2.7 - 5.2.8), per le quali la metodologia TD-DFT (B3D)\Ytplementata su DALTON
non da risultati particolarmente accurati. Nonostantel @alcolo teorico riproduce sostanzial-
mente, entro un ragionevole errore, la posizione del piccwipale e, almeno per le due forme
chetoniche, ne riproduce quantitativamente anche la fertreanpiezza. E’ da notare che per

gueste ultime, gli spettri calcolati riproducono piuttobene i picchi secondari (ad energia piu



5.2. LO SPETTRO DELLA OSSILUCIFERINA 91

alta) e la differenza tra questi e il loro corrispondentegiprincipale. La buona riproduzione
guantitativa degli spettri complessivi delle varie forme(try L H, permette, come nel caso
della DL H,, di utilizzare la procedura teorico-computazionale penggorre gli spettri nelle
singole eccitazioni coinvolte. Complessivamente i datitnam® che, come per &L H,, anche
per le varie forme dOxy L H,, eccetto la enol@xyL Hs, il picco principale & costituito dalla

sovrapposizione di diverse eccitazioni (Figure 5.2.3 :6:5.2.9).






Capitolo 6

Conclusioni

In questo lavoro di tesi e stato caratterizzato in dettagj@mite la metodologia PMM/MD, lo
spettro di assorbimento UV della D-luciferina e di varienfier della Ossiluciferina in soluzio-
ne che sono implicate nei processi biochimici alla baseadstlluminescenza delle lucciole.
| risultati ottenuti mostrano che la metodologia PMM/MDroguce in modo piuttosto accu-
rato gli spettri sperimentali delle molecole studiate héardo informazioni quantitative sulla
posizione, la forma e I'ampiezza dei picchi di assorbimertanalisi del picco principale di
assorbimento dei vari spettri ha mostrato che in genewmdke picco € dato dalla combinazione
degli assorbimenti di varie eccitazioni. 1| metodo PMM/MDbgsa sulla combinazione della
dinamica molecolare classica e delle proprieta elettranailo scopo di ottenere una descrizio-
ne del comportamento quantistico dei sistemi complessi{oforo in solvente o in proteina).
In tale procedura, la dinamica molecolare fornisce la pbazione che modifica gli stati elet-
tronici del centro quantistico da cui si ottengono le prefrielettroniche (perturbate) lungo
la traiettoria della simulazione. Per ottenere le traregtdi MD, per le molecole utilizzate in
guesta tesi, € stato necessario parametrizzdrerice-f i el d della D-luciferina O LH,) e
delle varie forme di Ossiluciferina)zyL H,) a partire da calcoli di struttura elettronica sulla

molecola isolata. Le tecniche e i risultati ottenuti in godavoro di tesi potranno fornire in

93
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futuro una base computazionale per affrontare un evensitatBo degli eventi chimico-fisici
di assorbimento ed emissione della Ossiluciferina aéliind dell’enzima luciferasi, riuscendo
forse a dimostrare quale delle possibili forme € la respuatesprincipale dell’emissione di luce
in vivo. Le numerose informazioni ottenute dal metodo PMNIYMotrebbero inoltre essere
utilizzate per studiare in dettaglio le interazioni dinahe tra cofattore e enzima, compreso il

ruolo del solvente durante I'emissione.
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