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Capitolo primo 

INTRODUZIONE 

1.1 Obiettivo della tesi 

L’obiettivo di questa tesi è di valutare i meccanismi di interazione di nuovi 

derivati sintetici della Berberina nel testo nominati come 1972 e 1994 in 

entrambe le loro forme enantiomeriche R ed S, identificati mediante un 

protocollo di Virtual Screening quali inibitori del meccanismo di resistenza 

MexXY-OprM di Pseudomonas Aeruginosa. Nello specifico la proteina MexY è 

parte del sistema di efflusso MexXY-OprM e una sua over-espressione causa 

resistenza agli aminoglicosidi, favorendo così l’insorgenza di varie patologie, tra 

cui importanti e rischiose patologie nosocomiali come la fibrosi cistica1. 

Questi inibitori sono stati testati in vitro singolarmente e sinergicamente con la 

Tobramicina, uno dei più utilizzati aminoglicosidi, antibiotici in grado di 

bloccare la sintesi proteica andando ad interagire con la subunità ribosomiale 

30S e che, a causa di fenomeni di antibiotico resistenza, vengono estrusi dalla 

pompa MexXY-OprM. 

La scelta del sito specifico di interazione è ricaduta un sito all’interno di MexY 

denominato sito cleft o Allosterico a causa dell’elevata affinità di questi 

composti verso di esso. 



8 

 

 L’intero lavoro è stato condotto considerando la variabilità amminoacidica di 

MexY in un ceppo resistente di laboratorio di Pseudomonas Aeruginosa 

denominato PA7 e in quattro ceppi clinici denominati AR48, AR86, C15 ed 

NC04. 

Il mio lavoro è partito dall’analizzare tramite Virtual Screening tutti i composti 

analoghi alla Berberina presenti all’interno di un database di 2022 composti 

sviluppato dall’Università degli studi di Urbino identificando due composti, il 

1972esimo e il 1994esimo hanno dimostrato una buona affinità per il nostro 

target sia a livello energetiche che per il sito di interazione; pertanto, sono stati 

scelti per analisi più approfondite. Successivamente, attraverso l’approccio del 

Docking Molecolare sono state individuate le rispettive affinità di binding 

dell’inibitore i cui valori di ∆G servono per definire possibili divergenze tra le 

forme della MexY e soprattutto di come i singoli aminoacidi dell’inibitore 

interagiscono con le porzioni di proteina a cui si legano. Infine, attraverso 

l’approccio della Dinamica Molecolare è stato valutato il comportamento di 

questi composti dopo che hanno subito una risistemazione all’interno della tasca 

di binding in modo da valutare nuove interazioni o un possibile allontanamento 

dal sito di binding. 

Attraverso l’analisi in vitro, valutando l’uso sinergico di Tobramicina ed 

inibitore, il ceppo PA7 di Pseudomonas Aeruginosa si è dimostrato il più stabile, 
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mentre risultati incoraggianti sono arrivati dal ceppo clinico NC04 in cui ci sono 

stati buoni cali dei valori di Concentrazione Minima Inibente (MIC). 

1.2 Berberina e derivati 

La berberina è un alcaloide isochinolinico in forma di sale d’ammonio 

quaternario presente in numerose piante del genere Berberis, come Berberis 

vulgaris, Berberis aristata, e altre varietà Xanthorhiza simplicissima, Tinospora 

cordifolia, Argemone Mexicana, Coptis chinensis ed è stata ampiamente 

utilizzata nel trattamento della diarrea batterica e della gastroenterite per lungo 

tempo. Di recente, è stato dimostrato che la berberina agisce in sinergia con 

alcune classi di antibiotici aumentandone la loro efficacia, inoltre è impiegata 

come antinfiammatorio ed è coinvolta anche nelle terapie anticancro2. Tuttavia, 

la bassa biodisponibilità, la scarsa solubilità e la moderata affinità di legame agli 

acidi nucleici costituiscono una grave limitazione nel suo impiego3,4. 

Un altro derivato interessante e promettente è la diidroberberina (DHBER), la 

sua forma ridotta5. Attualmente, è un candidato farmaco per il trattamento del 

diabete di tipo 26,7, è in grado ridurre le dimensioni della placca aterosclerotica8, 

ha potenziale terapeutico per la distrofia miotonica di tipo I9, mostra proprietà 

antiradicali, revitalizzanti e antifibrotiche per applicazioni dermatologiche10 e 

manifesta un effetto sinergico con gli antibiotici11. 
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Anche la sua forma completamente ridotta, chiamata tetraidroberberina 

(THBER)12, è in grado di agire sul sistema nervoso centrale come inibitore, 

possiede effetti epatoprotettivi13, è impiegata nella protezione contro il danno da 

ischemia cerebrale e mostra attività antiaritmica. Inoltre, la THBER e i suoi 

derivati sono agenti antiossidanti efficaci14,15. 

 

Fig. 15 Schema che raffigura il processo di creazione e funzionalizzazione di 

DHBER e THBER.  
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Capitolo secondo 

PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

2.1 Informazioni generali 

Pseudomonas aeruginosa è un batterio gram-negativo aerobio, bastoncellare, 

mobile, in grado di infettare eucarioti superiori, tra cui anche l’uomo. Cresce e 

sopravvive in moltissime nicchie ecologiche caratterizzate da elevatissima 

umidità16, inoltre, a causa delle sue scarse esigenze nutritive può essere isolato 

anche da lozioni, creme, dentifrici e liquidi per lenti a contatto. Per l’uomo si 

configura come patogeno opportunista ed è in grado di infettare pazienti 

debilitati o immunocompromessi, soprattutto se ospedalizzati e recanti ferite 

profonde o ustioni, di conseguenza è collocato tra i patogeni ospedalieri più 

pericolosi17. È responsabile di infezioni respiratorie in pazienti sottoposti a 

ventilazione assistita18, urinarie nel caso in cui il paziente presenti uropatie 

ostruttive19, del sistema circolatorio causando batteremie19 ed è anche causa di 

follicolite ed osteomielite nel caso di profonde ferite o ustioni20; il trattamento 

delle infezioni risulta difficile e spesso inefficace, grazie alla marcata tendenza 

del microorganismo di sviluppare antibiotico resistenza, di persistere alla 

presenza di elevate concentrazioni di antibiotico, normalmente letali, e di 

produrre biofilm21. Inoltre, a causa della sua capacità di conversione in ceppo 

mucoide22, è considerato la principale causa di morbilità e mortalità nei pazienti 
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affetti da fibrosi cistica, in cui l’infezione è caratterizzata dalla colonizzazione 

persistente dell’epitelio polmonare, favorita dalla marcata produzione di muco 

da parte del tessuto stesso23. Anche non essendo classificato come principale 

colonizzatore polmonare, in quanto le infezioni acute sono più frequentemente 

sostenute da Staphylococcus aureus ed Haemophylus influenzae, P. aeruginosa 

costituisce il principale responsabile delle infezioni croniche, spesso 

caratterizzate dalla resistenza alla maggior parte delle classi antibiotiche 

attualmente in commercio16, questo è dovuto alla presenza di una grandissima 

varietà di fattori di virulenza24: 

• Lipopolisaccaride (LPS): componente strutturale che protegge il foglietto 

esterno e danneggia le cellule ospiti. Il lipide A, la sua principale 

componente, causa l’attacco e il riconoscimento da parte dei recettori 

dell’ospite e provoca danni diffusi25. 

• Outer Membrane Proteins (OMPs): contribuiscono ad adesione, scambio 

di nutrienti e antibiotico resistenza26. 

• Sistema di secrezione di tipo 3 (T3SS), che può gravemente ostacolare la 

difesa dell’ospite attraverso l’iniezione di citotossine tra cui ExoU, ExoT, 

ExoS e ExoY, che influenzano l’ambiente intracellulare, in particolare 

bloccando la fagocitosi e la rimozione batterica27. 
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• Esotossina A, può inibire la sintesi proteica dell’ospite attraverso un 

meccanismo di ADP-ribosilazione28,29. 

• Piocianina: danneggia i tessuti dell’ospite ospite e compromette la 

funzione degli organi30. 

• Le elastasi LasA e LasB, la proteasi alcalina (AprA), le lipasi LipC, la 

fosfolipasi C e le esterasi A sono un gruppo di enzimi litici che modulano 

altri fattori di virulenza31. 

• I siderofori come la Pioverdina, sono sistemi di assorbimento del ferro 

che aiutano la sopravvivenza batterica in ambienti privi di ferro32. 

• Le catalasi (KatA, KatB e KatE), le idroperossido reduttasi e le 

superossido dismutasi neutralizzano l’attività delle specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) dei fagociti per evitare di essere eliminati33. 

Un’altra importantissima capacità è la produzione di biofilm, nello specifico un 

biofilm è un complesso di colonie batteriche che risiedono in una matrice di 

esopolisaccaridi, questo conferisce la capacità di svolgere le loro funzioni come 

se fossero un’unica entità, grazie a ciò sono anche in grado di comunicare 

attraverso il meccanismo del quorum sensing34: i principali meccanismi descritti 

in questo microorganismo sono Las, Rhl, PQS35. I biofilm possono formarsi su 

varie superfici che possono spaziare da superfici inanimate a superfici 

appartenenti ad altri microorganismi36. Questo stile di vita è definito sessile e 
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conferisce protezione contro danni fisici, chimici e biologici37. Nello specifico, 

P. aeruginosa produce tre tipi di esopolisaccaridi che sono Psl, Pel ed Alginato38, 

quest’ultimo è responsabile nella formazione del fenotipo mucoide, 

responsabile, come detto in precedenza, dell’insorgenza della fibrosi cistica. 

2.2 Antibiotico resistenze in Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas Aeruginosa è uno dei microorganismi più noti per aver sviluppato 

nel corso del tempo innumerevoli meccanismi di antibiotico resistenza, infatti 

troviamo moltissimi ceppi multi- e pan-resistenti. I meccanismi di resistenza 

sono di tipo cromosomico, extra-cromosomico, acquisito39 e adattivo.  La 

resistenza acquisita si verifica a causa di mutazioni o dall’acquisizione di 

elementi genetici come plasmidi, trasposoni e integroni40,41. La resistenza 

adattativa è di più recente caratterizzazione: include resistenza mediata dal 

biofilm e l’abilità di formare persister cells tolleranti a molti farmaci ed è 

responsabile di recidiva e riacutizzazione di molte infezioni42. 

Alcuni esempi di resistenza cromosomica acquisita da elementi trasponibili: 

• mutazioni nei geni parA, parC e gyrA, che ostacolano il legame dei 

fluorochinoloni a livello della Topoisomerasi IV e della DNA girasi, 

determinando la modificazione del target terapeutico43. 
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• Mutazioni a livello dei loci dei geni repressori mexR, nalB, nalD, 

regolatori dell’espressione del sistema MexAB-OprM, causano una sua 

iper-espressione44. 

• Mutazioni nei geni regolatori per l’espressione di vari enzimi (AmpC) o 

pompe di efflusso che comportano un elevato livello di sintesi proteica45. 

Esempio di resistenza adattiva: 

• Pompa di efflusso MexXY-OprM che causa la resistenza agli 

aminoglicosidi46. 

2.3 Antibiotico resistenza efflusso-mediata 

I meccanismi di resistenza efflusso-mediata si dividono in meccanismi drug 

specific e meccanismi multidrug. I meccanismi di efflusso multidrug sono 

ampiamente conservati nei batteri, geni codificanti questi sistemi di efflusso 

sono quasi sempre presenti all’interno del genoma di un batterio e la loro 

espressione in molti casi è il risultato di mutazioni in geni regolatori. Al 

contrario, i meccanismi di efflusso drug specific sono generalmente codificati da 

plasmidi e/o altri elementi genetici mobili (trasposoni, integroni) che portano 

geni di resistenza aggiuntivi47. Questi meccanismi sono stati descritti per la 

prima volta in Escherichia Coli48,49 e successivamente sono stati scoperti in 
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quasi tutti i batteri fino ad essere classificati tra i primi meccanismi responsabili 

di antibiotico resistenza. 

 

Fig. 2 Schema raffigurante i principali meccanismi di antibiotico resistenza 

efflusso-mediata nei Gram-positivi. 
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Capitolo terzo 

 

POMPE DI EFFLUSSO 

 

3.1 Suddivisione delle pompe di efflusso 

Le pompe di efflusso sono complessi proteici situati all’interno degli involucri 

delle cellule batteriche con lo scopo di espellere varie tipologie di composti 

come sostanze tossiche, antibiotici (sono associate alla MDR50) o molecole 

segnale, dall’interno della cellula direttamente nell’ambiente esterno. Risultano 

essere delle componenti strutturali spesso intrinseche e costituiscono uno dei 

principali meccanismi di difesa dei microorganismi. Evidenze confermano che 

nei batteri con genomi più grandi è presente un numero maggiore di pompe di 

efflusso51. 

Classificazione delle varie tipologie di pompe di efflusso: 

• ABC (ATP-binding cassette superfamily) 

• MATE (multidrug and toxic compound extrusion) 

• RND (resistant and nodulation division family) 

• SMR (small multidrug resistance) 

• MFS (major facilitator superfamily) 
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Fig. 3 Schematizzazione delle principali pompe di efflusso52 

I meccanismi di funzionamento di queste pompe sono differenti: MFS, RND ed 

SMR ricavano l’energia necessaria ad espellere un farmaco dalla cellula 

attraverso la forza proton-motrice generata da un sistema antiporto protone-

farmaco53, MATE utilizza un sistema che scambia un protone con uno ione 

sodio, mentre ABC sfrutta l’idrolisi dell’ATP50. Le pompe che caratterizzano i 

batteri gram-positivi sono solitamente composte da un singolo trasportatore 

localizzato all’interno della membrana. Le pompe dei gram-negativi sono più 

complesse a causa della membrana esterna di questi batteri, nello specifico, 

vanno a formare un canale proteico tripartito che richiede l’ausilio di una 

proteina di fusione di membrana (MFP) e una proteina di efflusso della 

membrana esterna (OEP), il tutto va a coordinarsi con un trasportatore situato 
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all’interno della membrana citoplasmatica. Un microorganismo può esprimere 

più di una pompa di efflusso e la sua espressione può essere costitutiva ma 

anche indotta dalla presenza di un substrato. Ad esempio, P. aeruginosa esprime 

costitutivamente la pompa MexAB-OprM, una pompa RND considerata la 

principale di questo microorganismo54. Sempre in quest’ultimo è presente anche 

una pompa inducibile, la MexXY-OprM, indotta dalla presenza di 

aminoglicosidi55 ed è una dei responsabili del complesso meccanismo di 

antibiotico resistenza di P. aeruginosa. L’attività di queste pompe inducibili è 

regolata da due geni: mexZ e mexR, le cui mutazioni portano ad una over-

espressione della pompa55: tale meccanismo non è l’unico responsabile 

dell’antibiotico resistenza, ma può coordinarsi con altri EP e meccanismi di 

resistenza. 

3.2 Struttura di MexXY-OprM 

La struttura completamente risolta di questa proteina non è ancora disponibile 

nelle banche dati proteiche, perciò nel nostro laboratorio è stato costruito in 

silico un modello ad alta risoluzione di MexY nella sua associazione trimerica 

utilizzando le strutture di AcrB e MexB (2v50)56 come template tridimensionali. 

Il modello ottenuto è stato stabilizzato nella membrana citoplasmatica batterica 

utilizzando simulazioni di dinamica molecolare (MD) atomistiche57. 
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Fig. 4.1A Struttura trimerica di MexXY-OprM 

Fig. 4.1B Struttura trimerica vista dall’alto di MexXY-OprM 

(Figure prese da Laudadio, E. et al. Natural Alkaloid Berberine Activity against 

Pseudomonas aeruginosa MexXY-Mediated Aminoglycoside Resistance: In 

Silico and in Vitro Studies)57 

Ogni monomero è suddiviso in un macrodominio trans membrana e in uno 

periplasmatico. Il dominio trans membrana è costituito da 12 α-eliche e si connette 

a quello periplasmatico con due grossi loop che partono dalle eliche TM1, TM2, 

TM7 e TM8. Oltre a queste strutture possiede anche un dominio porter (PD) e un 

dominio TolC. PD è composto da quattro sub domini denominati PC1, PC2, PN1 

e PN2 (Fig. 3.2) che costituiscono il pore domain, a livello di questi domini sono 

situati l’access pocket o sito accessorio (AP) e il deep binding pocket (DBP); a 

livello di PC2 è presente anche il sito di cleft o allosterico (ALP)1. Il dominio TolC 
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contiene DC e DN, due sub-domini affiancati ad una β-hairpin (Fig. 3.2). Queste 

tre strutture sfruttano un sistema ad incastro in modo che ogni monomero si 

incastra al suo adiacente in modo da formare un trimero stabile58. 

 

Fig. 4.2 A/B Localizzazione delle regioni PN1, PN2, PC1, PC2, DC e DN 

(Laudadio, E. et al. Natural Alkaloid Berberine Activity against Pseudomonas 

aeruginosa MexXY-Mediated Aminoglycoside Resistance: In Silico and in Vitro 

Studies)57 

OprM è una outer membrane protein, nello specifico è un omo-trimero formato 

da un due α-eliche (dominio periplasmatico) e un dominio OM a β-barrel e 

rappresenta il poro che consente l’estrusione del substrato verso l’esterno della 

cellula59,60. 
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3.3 Schema di funzionamento 

Lo scopo principale di questa proteina è conferire la resistenza agli 

aminoglicosidi, come ad esempio la tobramicina. Dall’analisi strutturale è emerso 

che il sito responsabile del legame con il farmaco è il sito cleft o allosterico61. Il 

percorso di estrusione del substrato è caratterizzato da una rotazione funzionale e 

da un cambio conformazionale ciclico in ciascun protomero dell’omotrimero e 

comprende tre steps: accesso, legame ed estrusione del substrato62. Il dominio PD 

di ciascun protomero racchiude due tasche di legame per il substrato, quella di 

accesso o prossimale (AP, access pocket) e quella di legame o distante (DP, distant 

pocket). Entrambe sono coinvolte nella traslocazione dei ligandi attraverso un 

movimento peristaltico. Questi due siti di legame sono separati da una G-loop che 

regola il passaggio tra queste due tasche. Quando la proteina è in conformazione 

loose (L), forma una tasca di accesso più grande in modo da accogliere il substrato 

il più correttamente possibile. Quando è in tight (T) fa in modo che il substrato 

passi nella tasca distale, questo avviene perché il cambiamento conformazionale 

causa un ingrandimento della tasca distale e una diminuzione della tasca di 

accesso. Infine, quando è in conformazione open (O), consentirà l’estrusione del 

substrato verso l’ambiente extracellulare63. “Il canale interno di MexY è 

caratterizzato da estesi polimorfismi sequenziali, che possono influenzare le 

modalità di legame dei substrati e degli inibitori della pompa di efflusso (EPIs). 
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Questi polimorfismi possono spiegare le differenze nella capacità di MexY di 

espellere gli EPIs e lo studio dell’affinità di legame in diverse varianti batteriche 

può aiutare a identificare nuove molecole da utilizzare come efficienti EPIs.”58. 

 

Fig. 51. Tabella raffigurante la composizione amminoacidica di sito accessorio 

(AP), deep binding pocket (DBP) e sito allosterico o cleft (ALP). 

3.4 Riconoscimento del substrato 

Il substrato è generalmente riconosciuto dalla proteina attraverso tre sistemi 

differenti: 

• Induced-fit: le catene laterali si adattano in modo da “indurre” la modifica 

della taglia della tasca di binding64. 

• Multi-site binding: sfrutta la capacità della tasca di binding di 

avere affinità per più substrati, di conseguenza modifica la 
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sua struttura in modo da accogliere quel determinato substrato 

presente in quel momento. 

• Ipotesi di oscillazione del substrato: nel caso in cui il substrato è di grandi 

dimensioni, questo oscillerà all’interno della tasca di binding cercando di 

trovare il miglior orientamento possibile.65 

3.5 EPIs (efflux pump inhibitors) 

Gli EPIs (efflux pump inhibitors) sono degli agenti terapeutici di origine sia 

naturale che sintetica in grado di rinnovare l’attività di antibiotici che avevano 

ormai perso la loro attività a causa di antibiotico resistenze efflusso-mediate 

sviluppate da vari ceppi batterici66. Un EPI deve esclusivamente possedere la 

capacità di inibire le pompe di efflusso, non deve possedere attività antimicrobica 

intrinseca, in quanto l’assenza di un effetto tossico per i microrganismi limita la 

possibilità che questi possano sviluppare insensibilità al composto stesso, e, 

infine, non deve interagire con altri target batterici. Il meccanismo di inibizione 

può essere competitivo o meno; nel primo caso, l’inibitore lega lo stesso sito a cui 

si sarebbe dovuto legare l’antibiotico, in questo modo il farmaco resta confinato 

nell’ambiente intracellulare e non viene più espulso dal patogeno; nel secondo, la 

natura dell’inibizione è legata a fenomeni di ingombro sterico o del blocco di 

cambiamenti conformazionali coinvolti nella dinamica dell’efflusso stesso67. 

Alcuni tra i più conosciuti EPIs caratterizzati sono68: 
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• Phe-Arg β-naftalimide (PaβN), una molecola specifica nei confronti della 

pompa MexAB-OprM di Pseudomonas Aeruginosa e anche molto 

efficace in sinergia con β-lattamici e fluorichinoloni. Dopo vari 

approfondimenti il suo utilizzo è stato abbandonato vista la sua elevata 

tossicità nei confronti delle cellule umane. 

• 1-(1-naftilmetil) – piperazina (NMP), un inibitore di pompe NRD famose 

per conferire varie antibiotico resistenze a batteri Gram-negativi. 

• Carbonile-3-clorofenildrazone (CCCP), un inibitore aspecifico avente 

come bersaglio le membrane batteriche. Purtroppo anch’essa è risultata 

tossica ed inoltre è stata scoperta responsabile dell’induzione cellulare 

verso lo stato di persister cells, andando così a conferire loro resistenze a 

vari composti con attività antibiotica69. 

• Reserpina e Verapamil: sono responsabili del blocco del trasporto 

vescicolare delle monoamine e dell’ingresso del calcio trasmembrana. Il 

Verapamil, nello specifico, blocca le pompe MDR di cellule tumorali e 

microorganismi patogeni, inoltre migliora anche l’attività della 

Tobramicina. La Reserpina blocca l’attività di Bmr e NorA, pompe di 

efflusso presenti nei Gram-positivi70. Tuttavia, le concentrazioni 

necessarie a bloccare l’attività delle componenti appena viste sono 

neurotossiche71. 
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• Berberina, oggetto di studio di questa tesi, in sinergia con antibiotici 

aminoglicosidici come la Tobramicina, funge da inibitore della resistenza 

efflusso mediata da parte della pompa di efflusso MexXY-OprM. 

• Piridopirimidine (D13-9001) 

• Piranopirimidine (MBX)  

Gli inibitori piridopirimidinici e piranopiridinici si legano entrambi a una 

specifica "hydrophobic trap" nel DBP del protomero T di AcrB asimmetrico. 

Questo legame impedisce l'associazione del substrato o blocca la transizione da 

T (tight) a O (open), essenziale per il ciclo catalitico funzionale della pompa 

RND72. 
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Capitolo quarto 

MATERIALI E METODI 

4.1 Docking molecolare 

Il docking molecolare è una tecnica computazionale che permette di studiare 

l’interazione tra due molecole quali acidi nucleici, farmaci e proteine. Per 

effettuarlo occorre conoscere la struttura tridimensionale del target 

macromolecolare che può essere ottenuta tramite: 

• Cristallografia a raggi X 

• Risonanza magnetica nucleare (NMR) 

• Costruzione mediante tecniche di modellistica molecolare (homology 

modeling) o mediante metodi ab initio (Alphaphold, un software in grado 

di sfruttare IA e Deep Learning). 

Per studiare il docking è necessario modellizzare le interazioni fondamentali tra 

i costituenti atomici delle molecole. Queste interazioni sono approssimate in 

modo adeguato da potenziali di interazione classici (interazioni elettrostatiche, 

di volume escluso, nonché intramolecolari). Tali potenziali sono utilizzati anche 

per studiare l’evoluzione temporale delle molecole73. 
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Esistono diversi modelli di docking molecolare: 

• Rigid protein docking: non prevede modificazioni nella struttura della 

proteina, assumendo che le proteine siano rigide 

• Partial protein flexibility: prevede la flessibilità di alcuni residui 

importanti nel legame 

• Full protein flexibility: vengono presi in esame tutti i possibili movimenti, 

ha un elevato costo computazionale 

I metodi si dividono in manuali e automatici: 

• Manuale: all’interno della cavità l’operatore posiziona il ligando 

manualmente sfruttando una grafica computerizzata, basandosi su 

un’ipotesi riguardante l’eventuale modalità d’interazione. A questo punto 

si procede simulando l’associazione tra le due molecole. Il ligando va 

costruito, analizzato conformazionalmente e ne va scelta la 

conformazione sterica adeguata, va orientato all’interno della struttura e 

viene ottimizzato il complesso che deriva dall’associazione delle due 

molecole. 

• Automatico: le operazioni sopra sono rese automatiche. Per valutare la 

bontà di questa metodica viene utilizzato lo scoring, che va a valutare 

l’associazione tra le 2 molecole. Lo score è un valore numerico che 
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permette di stabilire a priori, cioè senza l’ausilio della grafica, se un 

orientamento è apprezzabile o meno. L’operatore sarà comunque tenuto a 

scegliere tra vari complessi con diversi score e diverse conformazioni. 

Score: è l’elemento più importante del docking, permette di valutare la 

complementarità ligando-recettore e tiene conto di tanti fattori: 

 

4.1.1 Autodock 

Autodock è un software in grado di eseguire il processo di docking automatico. È 

progettato in modo da prevedere come piccole molecole, come substrati o 

candidati farmacologici riescano a legarsi ad un recettore avente una struttura 

tridimensionale già risolta mediante i metodi visti in precedenza. Impostando un 

docking, bisogna cercare di trovare il minimo globale dell’energia di interazione 

tra proteina e substrato esplorando tutti i gradi di libertà (DOF). Questo processo 

è stato impostato semplificando la procedura all’intero di questo software 

basandosi su una metodologia che ha come punti chiave la valutazione energetica 

rapid-grid based e una efficiente ricerca della libertà torsionale74. Autodock 
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integra i metodi di Monte Carlo, algoritmi genetici (GA) evolutivi e Lamarckiani 

per rendere flessibile il ligando e rigido il recettore, questi algoritmi considerano 

le conformazioni come se fossero codificate da geni e le loro variazioni sono 

influenzate da ipotetiche mutazioni o da fenomeni di crossing-over, in questo 

modo nascono nuove posizioni per il ligando preso in esame75. Lo scoring è basato 

sul campo di forza AMBER che include interazioni di Van del Walls, legami a 

idrogeno, interazioni elettrostatiche, entropia conformazionale ed energia di 

desolvatazione. Ciascun termine è integrato attraverso l’utilizzo di un sistema di 

scaling ottenuto da dati sperimentali76. Il processo di docking inizia con il 

caricamento dei file del ligando e del recettore, successivamente, prima di 

determinarne le varie pose di legame, è necessario settare il GRID box, una mappa 

che definisce le zone del recettore che sono compatibili a livello di potenziale 

elettrostatico con il ligando. Nel mio caso, il GRID box si estendeva nella regione 

centrale della pompa di efflusso in modo da andare a racchiudere con certezza il 

sito allosterico, in questo caso si parla di blind docking perché le regioni di calcolo 

ed interazione sono molto estese e si cercano tutti i siti possibili di interazione 

sulla superficie proteica. Successivamente, una volta determinate le pose in blind, 

sono andato ad effettuare un’analisi più accurata della zona di interazione 

attraverso il focused docking, in questo caso il GRID box è molto più piccolo e 

centrato sul ligando, in questo modo è possibile una rifinitura della posa del 
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binding sia in termini energetici che strutturali. Infine, come detto prima, la 

classificazione delle pose avviene secondo uno score (in questo caso energia 

libera del binding) e, nello specifico, le conformazioni-pose vengono organizzate 

in clusters sulla base della zona di interazione e RMSD del ligando; all’interno 

dei vari clusters si troveranno  tutte le conformazioni classificate con score e 

popolazioni relative. Nel mio lavoro di tesi ho utilizzato come recettore la pompa 

MexXY-OprM dei ceppi di Pseudomonas Aeruginosa PA7 (ceppo di laboratorio 

resistente per MexY) AR48, AR86, C15 ed NC04 (ceppi clinici). I ligandi 

utilizzati sono stati i derivati della Berberina numero 1972 (R ed S) e numero 1994 

(R ed S) provenienti dal database dei suoi analoghi proveniente dalla libreria 

sintetica del gruppo del Prof. Mantellini dall’Università degli Studi di Urbino. 

4.2 Virtual Screening 

Il Virtual Screening (VS) è una tecnica in grado di identificare molecole candidate 

come punti di partenza per la chimica farmaceutica77. Le principali tecniche di 

Virtual Screening sono classificate in due macro-categorie: ligand-based virtual 

screening (LBVS) e structure-based virtual screening (SBVS)78. Il metodo LBVS 

più conosciuto è il virtual screening basato sul farmacoforo (PBVS) o modello 

farmacoforico. Il farmacoforo è una descrizione astratta di una molecola 

biologicamente attiva che possiede le caratteristiche necessarie, basate sulla sua 

attività biologica, per essere considerata un farmaco79. Un modello farmacoforico 
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è generato utilizzando un approccio basato sul ligando in cui è essenziale 

possedere almeno una molecola attiva, denominata query ed un database di 

ricerca; in alternativa è utilizzato un database contenenti tutte molecole attive80. 

Per eseguire questo VS, vengono presi in considerazione solamente tratti chimici 

comuni tra tutte le molecole presenti nel database, come ad esempio, quelle 

porzioni di molecola che sono considerate rilevanti per l’interazione tra recettore 

e ligando. Il processo di PBVS comprende due fasi principali: la creazione di uno 

spazio conformazionale per i ligandi nel set di addestramento in modo da poter 

illustrare la flessibilità associata alla conformazione dei ligandi e l’allineamento 

di diversi ligandi per individuare le caratteristiche chimiche fondamentali per 

generare il farmacoforo81. Tra i metodi di SBVS più utilizzati c’è il docking-based 

virtual screening (DBVS) che sfrutta la capacità di un programma di docking di 

gestire un gran numero di composti e classificarli sulla base dell’energia di 

legame/punteggio in modo automatizzato. Il processo tiene conto principalmente 

della dimensione del database, il sistema di scoring e la potenza computazionale78. 

Questo metodo è anche quello che ho utilizzato io nell’individuare i composti 

analoghi della Berberina; nello specifico ho eseguito il VS in triplicato prendendo 

in considerazione prima i migliori 50 composti ottenuti dal database e 

successivamente ho effettuato un’ulteriore scrematura considerando solo i 

migliori 10 composti. 
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4.2.1 Openbabel 

Openbabel è un software open-source che permette di cercare, convertire, 

analizzare o archiviare dati ottenuti attraverso il modeling molecolare. Riesce a 

fare ciò attraverso l’integrazione di numerosi linguaggi di programmazione82. Ho 

usato questo software per convertire i files del database utilizzato dal formato 

(PDB) al formato (MOL2). 

4.2.2 Raccoon83 

Raccoon è una interfaccia grafica di Autodock in grado di operare virtual 

screening. Il suo scopo è quello di eseguire automaticamente tutti i vari processi 

computazionali che si susseguono durante un virtual screening: 

• Processare librerie di ligandi 

• Dividere file multi-strutturali (MOL2) 

• Generare file di inupt (PDBQT) 

• Generare varie conformazioni del recettore 

• Rendere flessibili i residui 

• Filtrare le varie tipologie di ligandi 

• Generare file di configurazione per AutoGrid e AutoDock 

• Generare scripts per lanciare dei virtual screening 
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4.2.3 ChemDraw84 

ChemDraw è in software di disegno molecolare che consente di costruire da zero 

strutture chimiche. Possiede presets di strutture classiche come anelli, legami, 

catene, atomi e gruppi funzionali, inoltre include calcolatori di proprietà, 

modelli di attrezzature chimiche e attrezzature di laboratorio così come strumenti 

di disegno per piastra TLC gel per elettroforesi. Versioni più avanzate consentono 

anche la predizione NMR e permettono anche di interrogare basi di dati online, 

esplorare, organizzare ed elaborare dati strutturali. 

4.3 Minimizzazione dell’energia85 

Una molecola tende naturalmente ad assumere la conformazione in cui l’energia 

è il più bassa possibile. Spesso, queste molecole sono sistemi quantomeccanici 

che rispondono alle leggi della fisica quantistica e spesso sono di grandi 

dimensioni (come proteine), per questo ci si serve della meccanica molecolare in 

modo da trattare queste molecole con metodologie descritte mediante le leggi 

della fisica classica. Le metodologie di meccanica molecolare si basano 

sull’utilizzo di funzioni empiriche che contengono parametri; tutti i parametri 

vanno a formare un force field (campo di forza) che descrive l’energia di un 

sistema chimico in base alle coordinate di tutti i suoi atomi disposti nello spazio. 

Utilizzando un campo di forza, quindi, l’energia diventa una funzione analitica 

delle coordinate interne, cioè della conformazione, indicata come E(R). È 
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possibile trovare il punto in cui questa funzione raggiunge il suo minimo, 

determinando sia il valore minimo di R che di E. Questo processo viene eseguito 

attraverso un metodo iterativo che richiede la conoscenza della derivata seconda 

di E(R): si raggiunge un minimo quando questa derivata è uguale a zero. L’aspetto 

fondamentale è che la conformazione risultante dalla minimizzazione è il punto 

di minimo relativo più vicino alla conformazione di partenza. In situazioni 

semplici si può arrivare alla conformazione corrispondente al minimo attraverso 

“semplici” processi di ricerca conformazionale. Nel caso di sistemi complessi, 

come le proteine, non c’è un metodo efficace al 100% in grado di determinare la 

conformazione preferenziale conoscendo solamente la sua sequenza. Il protocollo 

utilizzato per eseguire la minimizzazione consiste in 5000 steps di steepest 

descent e conjugate gradient. Questo ha reso possibile discernere correttamente 

tra tutte le buche di minimo locale ed arrivare ad identificare il minimo globale 

della superficie di energia potenziale. 

4.3.1 GaussView/G1686 

GaussView è un’interfaccia grafica utilizzata con Gaussian software per il 

calcolo computazione quantistico delle geometrie ed energie molecolari. Nel 

nostro caso è stata utilizzata la versione G16.  Aiuta nella creazione di file di 

input per Gaussian, consente all’utente di eseguire calcoli da un’interfaccia 

grafica senza la necessità di utilizzare istruzioni da linea di comando e assiste 
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nell’interpretazione dell’output di Gaussian (ad esempio, è possibile utilizzarlo 

per tracciare proprietà, animare vibrazioni, visualizzare spettri calcolati, ecc.). 

4.4 Dinamica molecolare85 

Tornando al concetto di E(R), è possibile studiare il movimento di nuclei che 

porta allo spostamento da una conformazione ad un’altra. I nuclei, essendo 

particelle con una massa considerevole rispetto agli elettroni, il processo può 

essere effettuato utilizzando metodi derivanti dalla fisica classica. I movimenti, 

però, essendo molto rapidi, per essere identificati al meglio, richiedono ingenti 

potenze di calcolo per riuscire a simulare (in nanosecondi) il movimento 

molecolare. La dinamica può essere utile per: 

• Ricerche conformazionali 

• Studiare il comportamento di molecole flessibili come loops delle 

proteine 

• produrre strutture tridimensionali in accordo con i dati derivanti da NMR 

(simulated annealing) 

• Calcolare le energie libere di binding 

• Testare la posizione di molecole disposte sulla superficie di catalizzatori 

Esistono diverse metodologie per eseguire una dinamica molecolare e la scelta 

della metodologia più adeguata dipende dalla funzione energetica più 
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appropriata per descrivere interazione intermolecolari e intramolecolari. Nella 

dinamica molecolare classica sono usati metodi di meccanica molecolare 

considerando il movimento degli atomi solo dal punto di vista nucleare 

attraverso l’approssimazione di Born-Oppenheimer. Per studiare altri sistemi 

biologici più complessi contenenti proteine che fungono da recettore e ligandi, 

sono stati sviluppati campi di forza con una parametrizzazione più opportuna 

come il CHARMM22, questo è stato parametrizzato separatamente per 

consentire lo studio, anche singolo, di proteine, acidi nucleici, lipidi e 

carboidrati87. 

4.4.1 CHARMM-GUI88 

CHARMM è un’interfaccia grafica ad uso accademico utilizzato per elaborare 

input per simulazioni di meccanica e dinamica molecolare, è provvisto di 

strumenti di analisi e manipolazione delle coordinate atomiche e delle traiettorie 

dinamiche. CHARMM-GUI è stato sviluppato per fornire un’interfaccia utente 

web-based per generare file di input e sistemi molecolari. Questo ha permesso di 

racchiudere in un’unica piattaforma, semplificare e standardizzare l’uso di 

tecniche di simulazione comuni e avanzate in CHARMM. L’ambiente web offre 

una piattaforma ideale per costruire e convalidare un sistema modello 

molecolare in modo interattivo. Il grande vantaggio è anche rappresentato dal 
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fatto che, durante l’ispezione visiva, se viene riscontrato un problema, è 

possibile tornare alla configurazione precedente e rigenerare l’intero sistema. 

4.4.2 GROMACS89 

GROMACS è un software estremamente veloce dedicato alla simulazione di 

dinamica molecolare. Pur non avendo un proprio campo di forza, è compatibile 

con i principali campi di forza come CHARMM, GROMOS, OPLS, AMBER e 

ENCAD. Il programma supporta modelli di shell polarizzabili e vincoli dinamici. 

La sua flessibilità consente agli utenti di integrare nuove routine di forza, 

specificare funzioni tabulate e personalizzare facilmente le analisi. Inoltre, 

GROMACS include funzionalità per la dinamica fuori dall’equilibrio e per la 

determinazione dell’energia libera. Offre anche interfacce per la simulazione 

combinata MM/QM con pacchetti di chimica quantistica come MOPAC, 

GAMES-UK e GAUSSIAN. Il pacchetto include un’ampia gamma di circa 100 

programmi per utility e analisi. 

4.4.3 g_mmpbsa90 

g_mmpbsa è un software open source sviluppato utilizzando GROMACS e APBS 

e presenta un'interfaccia utente simile agli altri strumenti di GROMACS. Questo 

strumento calcola le componenti dell'energia di legame tramite il metodo MM-

PBSA, escluso il termine entropico, e determina il contributo energetico di 



39 

 

ciascun residuo al legame mediante uno schema di decomposizione energetica. 

L'output generato dallo strumento viene poi utilizzato come input negli script 

Python inclusi nel pacchetto, per ottenere l'energia di legame finale e il contributo 

energetico di ogni residuo. 

4.5 Prove microbiologiche in vitro 

Queste prove microbiologiche sono state effettuate dal laboratorio di 

Microbiologia della Prof.ssa Carla Vignaroli all’interno del Dipartimento di 

Scienze della Vita e dell’Ambiente dell’Università Politecnica delle Marche. I 

ceppi sono conservati in forma congelata a -80°C in brodo LB con l’aggiunta del 

20% di glicerolo. Per la coltivazione, i ceppi sono stati seminati su piastre di agar 

LB o su agar selettivo per Pseudomonas, mentre il test di sensibilità è stato 

condotto in brodo Muller Hinton Broth II (MHII). Tutti i terreni di coltura sono 

forniti da Liofilchem S.r.l., preparati secondo le indicazioni del produttore e 

sterilizzati in autoclave a 121°C per 15 minuti. La tobramicina è stata acquistata 

da SigmaAldrich (Saint Louis, Missouri, USA). I sei candidati EPI (2F, 3F, 2G, 

3G, 2H, 3H) sono stati sintetizzati dal team del Prof. Mantellini presso 

l’Università di Urbino e conservati come soluzioni stock in DMSO a 20 mg/ml. 

La determinazione della Concentrazione Minima Inibente (MIC) è stata effettuata 

seguendo il metodo di microdiluizione in piastre microtiter da 96 pozzetti, in 

conformità con le linee guida del CLSI, utilizzando concentrazioni scalari di 
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tobramicina tra 0,125 e 256 µg/ml. Come controllo è stato utilizzato il ceppo P. 

aeruginosa ATCC 27853, mentre sono stati impiegati un ceppo con MexY 

eliminato e un altro con un plasmide per ripristinare la sua espressione. L’attività 

antibatterica dei singoli composti è stata valutata tramite microdiluizione in brodo, 

con concentrazioni variabili da 0,5 a 320 µg/ml. È stata prestata attenzione 

all’aggiunta corretta di DMSO per mantenere una concentrazione costante 

dell’1,6% in ogni pozzetto. Il test della griglia è stato condotto in piastre microtiter 

da 96 pozzetti, con concentrazioni scalari di tobramicina tra 256 µg/ml e 0,06 

µg/ml e i sei composti tra 320 µg/ml e 10 µg/ml. 
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Capitolo quinto 

RISULTATI DEL VIRTUAL SCREENING 

5.1 Risultati dalla libreria di composti dall’Università di Urbino 

Ho eseguito un Virtual Screening in triplicato partendo da una libreria di composti 

analoghi della berberina sintetici del laboratorio del Prof. Mantellini 

dell’Università di Urbino; la libreria comprende 2022 composti.  

Il protocollo computazionale utilizzato è riportato di seguito: 

• Generazione attraverso il software Openbabel delle coordinate 3D di ogni 

composto in formato MOL2 dal formato SDF. 

• Conversione in PDBQT ogni file MOL2. 

• Verifica tramite Raccoon che i file prodotti non fossero danneggiati. 

• Aggiunta del percorso corrispondente al file in PDBQT della proteina 

recettore (PA7) all’interno dello script necessario per eseguire il Virtual 

Screening e settaggio dei parametri e delle coordinate: 

x 21.4 

y 72.469 

z 117,812 
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Spacing 1.000 

• Lancio del Virtual Screening da riga di comando. 

Terminato il processo, ho selezionato i migliori 50 composti di ogni sessione di 

Virtual Screening in termini di energia di binding.  

Successivamente, ho visionato la posizione di ogni ligando all’interno del 

recettore basandomi sui vari siti di legame identificati in altri studi(riferimenti): 

sito Allosterico, sito Accessorio e Deep Binding Pocket ed indicato con “Altro” 

pose di legame differenti. 

Ho racchiuso in una tabella tutti i migliori composti indicando da quale Virtual 

Screening provenissero (VS1, VS2, VS3), le loro energia di binding 

corrispondente e il sito di legame: 

CODICE nHTVS 

ENERGIA DI 

LEGAME 

SITO DI 

INTERAZIONE 

1236 VS1, VS2, VS3 -11.8, -11.0, -10.4 Altro 

1725 VS1, VS2, VS3 -11.8, -11.5, -10.9 

Deep Binding 

Pocket, Allosterico 
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1977 VS1, VS2, VS3 -11.1, -11.7, -10.8 

Deep Binding 

Pocket, Allosterico, 

Altro 

1990 VS1, VS3 -11.6, -11,5 Altro 

1469 VS1, VS3 -11.1, -11.6 Altro 

1985 VS1, VS3 -11.6, -10.6 

Deep Binding 

Pocket, Allosterico 

1243 VS2 -11.5 

Deep Binding 

Pocket 

1978 VS2 -11.5 

Deep Binding 

Pocket 

1576 VS1, VS2, VS3 -11.5, -10.5, -10.5 

Deep Binding 

Pocket, Allosterico 

1222 VS1, VS2, VS3 -11.1, -11.4, -11.4 Allosterico 

1241 VS1, VS2, VS3 -10.4, -11.4, -10.2 

Altro, Deep 

Binding Pocket 

276 VS1, VS3 -11.2, -10.5 Altro 

1992 VS1 -11.2 Altro 

1234 VS1, VS2, VS3 -10.9, -10.4, -11.2 

Altro, Deep 

Binding Pocket 
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1980 VS1, VS2 -11.2, -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

187 VS1, VS2, VS3 -10.9, -11.2, -11.2 

Deep Binding 

Pocket 

1988 VS2, VS3 -11.2, -10.2 

Deep Binding 

Pocket, Altro 

1972 VS2 -11.1 Allosterico 

278 VS1, VS3 -10.3, -11.1 Altro 

1223 VS1, VS2, VS3 -11.1, -11.0, -11.1 

Deep Binding 

Pocket, Allosterico 

1974 VS1 -11.0 Allosterico 

1995 VS1, VS2 -11.0, -10.7 Altro 

666 VS1, VS2 -11.0 

Deep Binding 

Pocket 

1315 VS2 -11.0 

Deep Binding 

Pocket 

1984 VS1, VS2 -10.9 

Deep Binding 

Pocket 

1983 VS1, VS2, VS3 -10.9, -10.9, -10.8 

Deep Binding 

Pocket 
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1126 VS1, VS2 -10.8, -10.9 

Deep Binding 

Pocket 

1973 VS1, VS3 -10.7, -10.9 

Deep Binding 

Pocket 

1726 VS2, VS3 -10.3, -10.9 

Altro, Deep 

Binding Pocket 

1994 VS1, VS2, VS3 -10.3, -10.6, -10.8 Allosterico, Altro 

441 VS1, VS2, VS3 -10.8, -10.8, -10.7 

Deep Binding 

Pocket 

1971 VS1, VS2, VS3 -10.8 

Deep Binding 

Pocket 

853 VS1, VS3 -10.5, -10.8 

Deep Binding 

Pocket 

1976 VS2 -10.8 Allosterico 

854 VS2 -10.8 

Deep Binding 

Pocket 

146 VS1, VS2 -10.7, -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

1986 VS2, VS3 -10.4, -10.7 Allosterico, Altro 
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1989 VS2, VS3 -10.4, -10.7 

Deep Binding 

Pocket, Altro 

1237 VS3 -10.7 

Deep Binding 

Pocket 

1224 VS1, VS2, VS3 -10.5, -10.6, -10.6 Allosterico 

1109 VS1, VS2, VS3 -10.6, -10.6, -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

144 VS1, VS3 -10.6, -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

151 VS1 -10.6 

Deep Binding 

Pocket 

1007 VS1, VS2, VS3 -10.5, -10.5, -10.6 

Deep Binding 

Pocket 

1991 VS2 -10.6 

Deep Binding 

Pocket 

205 VS2 -10.6 

Deep Binding 

Pocket 

592 VS2 -10.6 

Deep Binding 

Pocket 

273 VS2, VS3 -10.6, -10.4 Altro 
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309 VS1, VS2 -10.5 Altro 

1574 VS1, VS2, VS3 -10.4, -10.5, -10.4 Altro 

1970 VS1, VS3 -10.5, -10.2 

Altro, Deep 

Binding Pocket 

389 VS1 -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

1009 VS1, VS2 -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

1967 VS2 -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

2002 VS2, VS3 -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

1260 VS2, VS3 -10.5 

Deep Binding 

Pocket 

275 VS3 -10.5 Altro 

850 VS1 -10.4 Altro 

308 VS1, VS2, VS3 -10.4 Altro 

851 VS1 -10.4 Altro 

65 VS1, VS3 -10.4 Altro 
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143 VS1 -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

1975 VS2 -10.4 Allosterico 

420 VS2, VS3 -10.4, -10.2 

Deep Binding 

Pocket 

191 VS2, VS3 -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

414 VS3 -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

1993 VS3 -10.4 Altro 

593 VS3 -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

1987 VS3 -10.4 

Deep Binding 

Pocket 

89 VS1, VS2, VS3 -10.3 Allosterico 

1982 VS1 -10.3 Altro 

855 VS1 -10.3 

Deep Binding 

Pocket 

1968 VS1, VS2, VS3 -10.3, -10.3, -10.2 

Deep Binding 

Pocket 
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199 VS1 -10.3 

Deep Binding 

Pocket 

1777 VS1, VS2, VS3 -10.3 

Deep Binding 

Pocket 

1719 VS1 -10.3 

Deep Binding 

Pocket 

865 VS3 -10.3 Allosterico 

170 VS3 -10.2 

Deep Binding 

Pocket 

302 VS3 -10.2 Altro 

1944 VS3 -10.2 

Deep Binding 

Pocket 

 

Tabella 1. Tabella contenente i composti ottenuti dal processo di Virtual 

Screening ordinati dalla migliore (valore più basso) alla peggiore (valore più 

alto) energia di legame. 

Successivamente, sempre attraverso Raccoon, ho stilato una lista dei migliori 50 

composti di ogni virtual screening (VS1, VS2, VS3) in termini di ΔG di binding, 

ho valutato le loro pose e ho ulteriormente preso i migliori 10 tra tutti i VS che 

andassero a posizionarsi all’interno del sito allosterico. Da questi composti, i più 
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rilevanti sono stati questi 9 composti: 89, 865, 1222, 1223, 1224, 1972, 1975, 

1976, 1994. 

Attraverso il software ChemDraw ho controllato la struttura in 2D di questi 

composti e la loro chiralità: 

NOME nHTVS ENERGIA COMPOSTO 

89 VS1, VS2, 

VS3 

-10.3 

  

865 VS3 -10.3 

 

1222 VS1 -11.1 

 

1223 VS3 -11.1 
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1224 VS1, VS2, 

VS3 

-10.5, -10.6, -

10.6 

 

1972 VS2 -11.1 

 

1975 VS2 -10.4 

 

1976 VS2 -10.8 

 

S
O

NH

NN

N N
H

N
H

E

racemate

BrH

O

N+
O-

N
N
H

&1

O

O

N+

O

O

O

O

O

E

racemate

BrH

O

N+
O -

N
N
H

&1

O

N

O

O

O

O

E



52 

 

1994 VS1, VS2 -10.3, -10.6 

 

 

Tabella 2. Migliori 9 composti che agiscono nel sito allosterico con le loro 

relative strutture 2D 

 

Fig. 6.1 Posa predetta del docking per il Composto 89 
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Fig. 6.2 Posa predetta del docking per il Composto 1222 

 

 

Fig. 6.3 Posa predetta del docking per il Composto 1223 
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Fig. 6.4 Posa predetta del docking per il Composto 1224 

 

 

Fig. 6.5 Posa predetta del docking per il Composto 1972 
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Fig.6.6 Posa predetta del docking per il Composto 1975 

 

 

Fig. 6.7 Posa predetta del docking per il Composto 1976 
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Fig. 6.8 Posa predetta del docking per il Composto 1994 

La scelta per analisi più approfondite è ricaduta sui composti 1972 e 1994 per la 

loro analogia strutturale con la DHBER (diidroberberina) e la THBER 

(tetraidroberberina). All’interno del database questi composti, però, si 

presentavano in forma racemica, di conseguenza ho ritenuto opportuno proseguire 

le analisi disponendo di entrambi gli enantiomeri R ed S di questi composti. 

Servendomi del software ChemDraw ho disegnato gli enantiomeri di questi 

composti: 
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1972 S 

 

1972 R 
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1994 S 

 

1994 R 

 
 

Tabella 3. Enantiomeri S ed R dei composti 1972 e 1994 realizzati attraverso 

ChemDraw. 
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Per quanto riguarda le prove microbiologiche effettuate con questi composti, esse 

sono state condotte sulla miscela racemica dei composti selezionai, di 

conseguenza i valori di MIC riportati corrisponderanno, per convenzione, ad un 

valore mediato ipotetico ottenuto con i due enantiomeri. 

5.2 (OFF-TOPIC) Prospettive future: LasR e Quorum Sensing 

Il quorum sensing, nei batteri consente di regolare globalmente l’espressione 

genica in base alla densità di popolazione91,92. In Pseudomonas Aeruginosa questo 

meccanismo è coinvolto nella fibrosi cistica. Allo scopo di sviluppare metodi di 

inibizione di quorum sensing gli studiosi si sono concentrati sulla proteina LasR, 

che funga da attivatore trascrizionale di questo processo in Pseudomonas 

Aeruginosa93. In un recente studio sono stati effettuati virtual screening e docking 

nei confronti del ligand binding domain (LBD) di LasR; nello specifico è stato 

ipotizzato un modello farmacoforico attraverso lo screening di 2373 composti 

approvati dalla Food and Drug Administration: di questi composti 6 sono risultati 

ottimi candidati per essere inibitori di LasR-LBD a causa delle loro evidenti 

analogie con inibitori già conosciuti94.  

 

Fig. 7 Struttura di LasR-LBD 

derivante dal file PDB 2uv0 
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Sulla base di ciò, per acquisire dimestichezza con i software di virtual screening 

ho effettuato uno screening molto simile a questo utilizzando il catalogo dei 

Natural Products del database ZINC20. ZINC è una piattaforma contenente più 

di 1 miliardo e 400 milioni di composti divisi in 310 cataloghi che sono disponibili 

commercialmente per tutti95. Il procedimento effettuato è identico a quello che ho 

condotto con il database dei composti analoghi alla Berberina: effettuato il Virtual 

screening in triplicato prendendo prima una top 50 di composti e successivamente 

una top 10, l’unica differenza sta nel fatto che, essendo un’esercitazione, mi sono 

fermato alla top 10 di ogni virtual screening. Di seguito sono presenti i risultati: 

VIRTUAL SCREENING 1 

CODICE nHTVS ENERGIA IMMAGINE 

57 VS1 -12.3 
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95 VS1 -11.9 

 

52 VS1 -11.4 

 

69 VS1 -11.4 
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89 VS1 -11.4 

 

88 VS1 -11.3 

 

74 VS1 -11.2 
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84 VS1 -11.2 

 

137 VS1 -11.2 

 

32 VS1 -11.1 

 

 

Tabella 4. Composti del Virtual Screening 1 di LasR disposti in ordine crescente 

di energia. 



64 

 

VIRTUAL SCREENING 2 

CODICE nHTVS ENERGIA IMMAGINE 

87 VS2 -12.6 

 

57 VS2 -12.3 

 

91 VS2 -12.1 
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95 VS2 -11.9 

 

89 VS2 -11.4 

 

69 VS2 -11.4 
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52 VS2 -11.4 

 

88 VS2 -11.3 

 

84 VS2 -11.2 
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137 VS2 -11.2 

 

 

Tabella 5. Composti del Virtual Screening 2 di LasR disposti in ordine crescente 

di energia. 

VIRTUAL SCREENING 3 

CODICE nHTVS ENERGIA IMMAGINE 

87 VS3 -12.6 
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57 VS3 -12.3 

 

95 VS3 -11.9 

 

69 VS3 -11.5 
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89 VS3 -11.4 

 

52 VS3 -11.4 

 

88 VS3 -11.2 
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137 VS3 -11.2 

 

74 VS3 -11.2 

 

131 VS3 -11.1 

 

 

Tabella 6. Composti del Virtual Screening 3 di LasR disposti in ordine crescente 

di energia. 
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Da quello che ho potuto evincere, tutti questi composti hanno un’elevatissima 

affinità con LBD, con energie di binding tutte oltre i -11 Kcal/mol con anche 

alcuni composti che hanno raggiunto i -12,6 Kcal/mol. Queste interazioni 

potrebbero risultare ancor più efficienti attraverso processi di docking e 

dinamica molecolare identificando questi composti come promettenti candidati 

inibitori del processo di quorum sensing in Pseudomonas eruginosa. 
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Capitolo sesto 

DOCKING DEI COMPOSTI SCELTI CON PA7 E CEPPI CLINICI 

6.0.1 Parametri utilizzati per il docking 

Tutti i docking sono stati effettuati utilizzando una GRID box di 126x126x126 Å3 

per il blind, mentre per il focused la GRID box è stata settata ai valori di 50x50x50 

Å3 e centrata sul ligando. L’algoritmo utilizzato è stato quello Genetico (GA) e le 

run effettuate sono state sempre 100. Il file di output è di tipo Lamarckiano. In 

quasi tutti i seguenti docking il sito d’interazione è il sito allosterico o di cleft (Fig. 

8 Esempio di ligando all’interno del sito 

allosterico). Per ogni docking verranno 

mostrati la posizione ravvicinata del 

ligando all’interno del recettore, le energie 

di binding, intermolecolare, interna, 

torsionale e di non legame. In più, 

nell’ultima immagine verranno mostrati gli 

aminoacidi presenti all’interno di siti di 

interazione e i legami a idrogeno, se 

presenti. La valutazione e la scelta delle 

pose di binding per le analisi successive è 

stata impostata nella seguente maniera: numero di interazioni con amminoacidi 
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presenti nella tasca di binding, numero di amminoacidi vicini a quelli presenti 

nella tasca di binding, ΔG di legame, analogia con il comportamento dello stesso 

ligando in PA7 (controllo positivo) ed infine prove microbiologiche in vitro. 

 

Fig. 9 Di seguito sono riportati gli amminoacidi facenti 

parte del sito allosterico 

 

 

 

 

 

Fig. 10 In rosso sono rappresentati gli 

amminoacidi facenti parte del sito 

allosterico. 
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6.1.1 Docking di 1972 R con PA7 

 

Il primo composto testato è stato l’enantiomero R di 1972, il docking è stato 

effettuato con PA7 come recettore, essendo state già verificate le ottime 

interazioni, ci si poteva già aspettare interazione con vari amminoacidi della tasca 

di legame come SER831, GLN824, SER673, GLU563, LEU561, PHE560. In 

totale sono presenti anche 3 legami a idrogeno. 

 



75 

 

6.1.2 Docking di 1972 R con AR48 

 

Il primo ceppo clinico analizzato è l’AR48. In questo caso non è stata trovata 

nessuna posa all’interno del sito allosterico facendo pensare ad una 

incompatibilità del ligando con questo ceppo. È presente un legame a idrogeno. 
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6.1.3 Docking di 1972 R con AR86 

 

Il risultato è diverso con il ceppo clinico AR86 che mostra una discreta energia di 

binding nel sito allosterico e numerose interazioni: SER831, GLY674, PHE675, 

ALA825, SER673, GLN824, GLU563. Ci sono in totale due legami a idrogeno. 
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6.1.4 Docking di 1972 R con C15 

 

Il ceppo clinico C15 è caratterizzato da numerose interazioni, l’energia di binding 

è più alta (meno negativa) dei composti di riferimento e denota una bassa attività 

dello stesso nei confronti di tale recettore. Interazioni: ALA834, GLU833, 

PHE675, GLY674, ALA825, SER831, SER830, LEU561, PRO562, GLU563. In 

totale è presente un solo legame a idrogeno. 
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6.1.5 Docking di 1972 R con NC04 

 

 

Il ceppo clinico NC04 ha presentato la più elevata affinità (energia di binding  più 

negativa), le interazioni sono diffuse intorno a tutta la tasca di legame, 

probabilmente questo ha contribuito ad abbassare l’ energia di binding, inoltre le 

interazioni con amminoacidi non facenti parte della tasca di binding sono in realtà 

molto vicine a quelle con amminoacidi facenti parte della tasca di legame. 

GLU563, PRO665, PHE560, ALA825, SER830, SER831, ALA834, GLU833, 

GLY674. Ci sono 4 legami a idrogeno, il numero più elevato visto fino ad ora. 
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6.2.1 Docking di 1972 S con PA7 

 

L’enantiomero S di 1972 ha energia di binding leggermente minore rispetto al suo 

corrispettivo ma è comunque rilevante. Interazioni: SER673, PRO664, PHE560, 

PRO562, ALA825. I legami a idrogeno sono due.  
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6.2.2 Docking di 1972 S con AR48 

 

Anche in questo caso il composto non mostra elevata compatibilità nei confronti 

del ceppo clinico AR48, sono presenti soltanto due interazioni: GLU563, 

GLU564. Unica nota positiva sono 3 legami a idrogeno, di cui 1 presente a livello 

degli amminoacidi del sito allosterico. 
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6.2.3 Docking di 1972 S con AR86 

 

Con AR86 l’energia di binding è addirittura leggermente minore di AR48, ci sono 

3 interazioni in più ma nessun legame a idrogeno. Interazioni: PRO562, GLU563, 

LEU561, ALA825, SER831. 

 

 

 



82 

 

6.2.4 Docking di 1972 S con C15 

 

Sono presenti numerose interazioni con gli amminoacidi della tasca, l’energia non 

è molto elevata. Interazioni: PHE560, LEU561, PRO562, GLU563, ALA825, 

SER830, SER831. È presente un legame a idrogeno. 

 

 

 



83 

 

6.2.5 Docking di 1972 S con NC04 

 

Anche in questo caso, la pompa di efflusso di NC04 si conferma la più compatibile 

con il ligando in esame. Con un elevato numero di interazioni e un’energia di 

binding di quasi -9 Kcal/mol l’enantiomero S si prospetta un promettente 

candidato per l’inibizione di questa pompa di efflusso. Interazioni: PHE560, 

LEU561, SER673, ALA825, SER831, ALA834, PHE675. Ci sono due legami a 

idrogeno. 
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6.3.1 Docking di 1994 R con PA7 

 

Come ampiamente previsto, l’interazione dell’enantiomero R del composto 1994 

con PA7 è molto elevata, ci sono anche numerose interazioni con gli amminoacidi 

del sito allosterico: PHE560, LEU561, PRO562, SER673, GLY674, PHE675, 

ALA825, GLU833, SER830, SER831. Unica pecca, non è presente nessun 

legame a idrogeno. 
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6.3.2 Docking di 1994 R con AR48 

 

Anche in questo caso, con AR48, non c’è nessuna interazione con amminoacidi 

del sito allosterico. È presente un legame a idrogeno. 
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6.3.3 Docking di 1994 R con AR86 

 

Il docking di questo composto con AR86 ha dato scarsi risultati, la migliore posa 

di binding ha energia poco più superiore a -7 Kcal/mol ed interagisce con solo tre 

amminoacidi della tasca: GLY674, SER831, ALA825. Ci sono due legami a 

idrogeno. 
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6.3.4 Docking di 1994 R con C15 

 

Anche con C15 sono stati ottenuti scarsissimi risultati, analoghi al precedente 

docking. Interazione: SER830. Sono presenti tre legami a idrogeno; questo dato a 

mio parere potrebbe essere interessante: sono presenti numerosi legami a idrogeno 

in zone di interazione con amminoacidi limitrofi, ciò significa che, anche in casi 

di bassa energia di binding, il ligando ha comunque elevata affinità con tutti gli 

amminoacidi presenti nella zona centrale della proteina. La cosa importante, però, 

è il suo comportamento e, a mio parere, questa posa è comunque troppo esterna 

al sito allosterico, di conseguenza potrebbe non essere pienamente funzionale. 
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6.3.5 Docking di 1994 R con NC04 

 

Contrariamente a quello che è stato visto nei precedenti docking, il ligando ha 

elevata affinità per il sito allosterico di NC04 rendendo questo ceppo l’unico 

rilevante per futuri approfondimenti che verranno affrontati nell’ultima parte di 

questa tesi. Interazioni: PRO665, PHE560, GLU563, SER673, ALA825, SER831. 

Un solo legame a idrogeno è presente. 
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6.4.1 Docking di 1994 S con PA7 

 

Anche nel caso dell’enantiomero S del composto 1994, c’è una elevata energia di 

legame che rasenta i -11 Kcal/mol e tutte le interazioni, ad eccezione di due, sono 

con amminoacidi presenti nella tasca di legame: LEU561, PRO562, GLU563, 

PRO664, SER673, GLY674, PHE675, GLN824, ALA825, SER830, SER831, 

ALA834. È presente un solo legame a idrogeno. Fino ad ora questo è il miglior 

docking riscontrato ed il composto 1994S ha le potenzialità per essere il migliore. 
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6.4.2 Docking di 1994 S con AR48 

 

Nel caso del ceppo clinico AR48 è la prima volta che si riscontra un’energia di 

legame al di sopra dei -10 Kcal/mol, anche le interazioni sono numerose: PHE560, 

LEU561, GLU563, PRO665, SER673, GLY674, GLN824, ALA825, GLU833. 

La cosa che subito salta all’occhio è che le interazioni con gli amminoacidi della 

tasca sono rivolte solo verso la parte interna della molecola mentre nella parte 

esterna ci sono altre interazioni con amminoacidi esterni che però presentano due 
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dei tre legami a idrogeno presenti, probabilmente questi legami a idrogeno vicini 

hanno contribuito all’aumento dell’energia di legame. 

6.4.3 Docking di 1994 S con AR86 

 

Anche in questo caso, l’energia di legame è molto più elevata rispetto ai 

precedenti docking con questo ceppo clinico, le interazioni però sono leggermente 

minori: PHE560, PRO665, GLY674, PHE675, ALA825, SER831, ALA834. Non 

è presente nessun legame a idrogeno. 
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6.4.4 Docking di 1994 S con C15 

 

Questa posa di docking ha energia di legame minore rispetto alle precedenti, le 

interazioni sono numerose: PHE560, LEU561, SER673, GLY674, PHE675, 

ALA825, SER830, SER831, GLU833. È presente anche un legame a idrogeno. 

 

 

 



93 

 

6.4.5 Docking di 1994 S con NC04 

 

Infine, con il ceppo clinico NC04 si presenta una stranezza; solitamente i migliori 

risultati provenivano sempre da questo ceppo clinico, con 1994S si riscontra 

invece la peggior energia di legame registrata nei docking con questo ligando, le 

interazioni sono comunque soddisfacenti: LEU561, PRO562, GLU563, PRO665, 

GLN824, ALA825, SER830, SER831. È presente un legame a idrogeno.  
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6.5 Resoconto 

Alla fine del processo di docking molecolare è stato deciso di proseguire negli 

studi di dinamica molecolare con il ceppo PA7 e con il ceppo clinico NC04, 

valutato complessivamente il migliore tra i quattro ceppi clinici. In particolare, la 

dinamica è stata eseguita su PA7 ed NC04 con il composto 1994 mentre con il 

composto 1972 è stata eseguita solamente sul PA7. 

Kcal/mol PA7 AR48 AR86 C15 NC04 

1994 R -10.4 -8.61 -7.12 -7.44 -9.7 

1994 S -10.96 -10.2 -10.35 -9.25 -9.08 

1972 R -10.4 -9.49 -8.38 -7.93 -8.52 

1972 S -9.22 -7.66 -7.43 -7.6 -8.97 

 

Tabella 7. Riassunto del processo di Docking molecolare con tutte le energie di 

legame registrate. 

 E560 L561 P562 E563 E564 S611 P664 P665 L666 S673 

1994 R – PA7           

1994 R – AR48           

1994 R – AR86           

1994 R – C15           

1994 R – NC04           

1994 S – PA7           

1994 S – AR48           

1994 S – AR86           

1994 S – C15           

1994 S – NC04           

1972 R – PA7           

1972 R – AR48           

1972 R – AR86           

1972 R – C15           

1972 R – NC04           

1972 S – PA7           
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1972 S – AR48           

1972 S – AR86           

1972 S – C15           

1972 S – NC04           

 

 G674 F675 E822 Q824 A825 S830 S831 E833 A834 Q856 

1994 R – PA7           

1994 R – AR48           

1994 R – AR86           

1994 R – C15           

1994 R – NC04           

1994 S – PA7           

1994 S – AR48           

1994 S – AR86           

1994 S – C15           

1994 S – NC04           

1972 R – PA7           

1972 R – AR48           

1972 R – AR86           

1972 R – C15           

1972 R – NC04           

1972 S – PA7           

1972 S – AR48           

1972 S – AR86           

1972 S – C15           

1972 S – NC04           

 

Tabella 8. Mappatura delle interazioni di ogni posa di docking con gli 

amminoacidi presenti nel sito allosterico. Il colore verde indica una semplice 

interazione, il colore rosso sta ad indicare che quell’amminoacido partecipa 

anche ad un legame a idrogeno. 
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Capitolo settimo 

RISULTATI DI DINAMICA MOLECOLARE 

7.0 Parametri utilizzati per la dinamica molecolare 

Il processo di dinamica molecolare è iniziato con la costruzione dei file necessari 

alla piattaforma CHARMM-GUI: inizialmente è stato assegnato un nome 

differente ai due composti (BNO per il 1994 ed NNO per il 1972); in seguito, 

partendo dal file pdb 2v5096, è stato costruito ad-hoc il file del trimero della 

pompa di efflusso MexXY-OprM attraverso un processo di matchmaking in 

Chimera e il suddetto file è stato caricato su CHARMM-GUI per costruire i file 

necessari all’esecuzione degli step di dinamica molecolare in GROMACS. Le 

dinamiche sono state simulate tutte per 50 ns e sono state valutate visivamente 

attraverso il software VMD, mentre GROMACS è stato utilizzato per calcolare 

gli RMSD di intero sistema, proteina, ligandi del trimero e tasche di legame di 

ogni monomero. L’RMSD (Root Mean Square Deviation) è un parametro che 

permette di ottenere quantitativamente la similarità tra due coordinate atomiche, 

è calcolato attraverso questa formula: 

97. 
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7.1.1 Dinamica molecolare di 1994 R su PA7 
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Questi primi due grafici indicano l’RMSD ottenuto dall’intero complesso 

proteina-ligando e dalla proteina presa singolarmente. Si può notare come in 50 

ns restano entrambi stabili, soprattutto l’intero sistema. 

 

Questo grafico misura la stabilità di tutti e tre i ligandi all’interno delle tre tasche 

di legame del trimero. In questo caso il ligando che ha meno oscillazione del 

valore di RMSD è BNO2 che subisce grosse oscillazioni di valore soltanto verso 

gli ultimi 5 ns della simulazione. Il ligando più stabile verrà preso in 

considerazione per ulteriori analisi che verranno affrontate successivamente 

all’interno di questa tesi. 
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Questo grafico, invece, è la misura della stabilità di tutti gli amminoacidi facenti 

parte della tasca di legame (il sito allosterico indicato, appunto, con ALP). In 

questo caso ALP2 è la tasca più stabile tra le tre. Da notare che la tasca corrisponde 

con BNO2 che era stato individuato come ligando più stabile. 
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7.1.2 Dinamica di 1994 R su NC04 
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Dai due grafici si evince che l’intero sistema di stabilizza dopo circa 5 ns e resta 

costante fino alla fine della dinamica. Anche l’RMSD della proteina è molto 

soddisfacente: in 50 ns si parte da circa 0,2 nm fino ad arrivare a quasi 0,4 nm. 

 

 

I tre ligandi sono tutti molto stabili e simili tra loro con valori di RMSD quasi 

sovrapponibili. 
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Valori di RMSD molto soddisfacenti sono stati ottenuti anche per quanto riguarda 

i soli amminoacidi facenti parte della tasca di legame (ALP o cleft), si nota come 

il terzo monomero sia un po’ più stabile rispetto agli altri. 
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7.1.3 Dinamica molecolare di 1994 S su PA7 
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Anche in questo caso, il comportamento del sistema è sovrapponibile alla 

dinamica precedente, stesso discorso vale anche per la proteina. 

 

Il discorso è differente per quanto riguarda i ligandi, sia nel primo che nel terzo 

ligando ci sono repentini innalzamenti del valore di RMSD, soprattutto nel terzo 

dove in circa 2 ns passa da un valore di 0,15 nm a circa 0,3 nm. Il ligando più 

stabile è senza dubbio BNO2. 
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L’andamento si rispecchia anche nelle tasche di legame, infatti BNO1 e BNO3 

hanno valori di RMSD più alti rispetto a BNO2 che era il ligando più stabile. Tutte 

e tre le tasche di legame sono comunque molto stabili. 
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7.1.4 Dinamica molecolare di 1994 S su NC04 
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I valori ottenuti da sistema e proteina sono quasi sovrapponibili con quelli ottenuti 

con PA7, è quindi innegabile che il comportamento dell’intero sistema e della sola 

proteina è costante e si possono quindi considerare molto stabili. 

 

Come sempre, il comportamento dei ligandi, invece, è molto singolare: in questo 

caso notiamo meno stabilità rispetto alla dinamica eseguita su PA7; in BNO2, che 

precedentemente era il più stabile, notiamo una pesante oscillazione dopo quasi 

20 ns in cui il valore di RMSD cambia repentinamente da meno di 0,15 nm fino a 

raggiungere gli 0,3 nm, permane così per circa 10 ns per poi ritornare nuovamente 

a valori più bassi. BNO1 ha molte oscillazioni ma quasi nessuna repentina, nessun 
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picco improvviso. BNO3 sale repentinamente nei primi 10 ns per poi rimanere 

stabile intorno agli 0,3 nm fino alla fine della simulazione. 

 

Le tasche di legame si comportano in maniera molto simile alla dinamica eseguita 

su PA7 in cui c’è un lento aumento di valore di RMSD, ALP3 è quello che si 

mantiene intorno a valori più bassi. 
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7.2.1 Dinamica di 1972 R su PA7  
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Con il ligando 1972 R la stabilità dell’intero sistema e della proteina non 

cambiano, sono stabili al pari dei sistemi contenenti il ligando 1994 in entrambe 

le sue forme enantiomeriche. 

 

Analizzando i valori di RMSD dei tre ligandi, si nota subito un innalzamento del 

valore di circa 0,1 nm nei primi 15 ns: questo innalzamento è graduale per il 

ligando NNO1 mentre è repentino per NNO2 ed NNO3, successivamente si può 

notare anche come NNO1 è sommariamente più stabile rispetto agli altri 2. 
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I valori concernenti le 3 tasche di legame sono abbastanza distinti, un’unica 

sovrapposizione è presente verso 40 ns tra ALP1 e ALP2. ALP3 si presenta come 

la tasca più stabile a causa dei minori valori di RMSD. 
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7.2.2 Dinamica di 1972 S su PA7 
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Il comportamento di sistema e proteina è molto simile nei due enantiomeri, la 

proteina con 1972S è leggermente più stabile. 

 

I valori di RMSD ottenuti dai tre ligandi sono molto simili tra loro fino al 

raggiungimento dei 40 ns, dove NNO3 ha un picco di innalzamento fino a circa 

0,22 nm per poi restare stabile intorno al medesimo valore. Dall’analisi di NNO1 

ed NNO2 si notano evidenti picchi in NNO2 decretando NNO1 come ligando più 

stabile. 
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Dall’analisi dei valori di RMSD delle tre tasche di legame si evince che ALP2 ed 

ALP3 hanno più fluttuazioni nei valori riportati risultando quindi leggermente 

meno stabili di ALP1. 
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7.3 Energia di interazione Short Range (SR) 

Di seguito sono riportare le energie di interazione short range (SR), cioè 

interazioni forti e deboli, nello specifico Coulombiane e di Lennard-Jones (LJ) 

calcolate attraverso GROMACS. Le Coulombiane misurano il contributo dato 

dalle interazioni degli amminoacidi polari/idrofilici, mentre le LJ misurano il 

contributo energetico degli amminoacidi apolari/idrofobici.  Le energie sono state 

calcolate tenendo conto di tutti i 50 ns ottenuti dalle precedenti simulazioni. 

1994R PA7 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -183.195 +/- 8.8 43.0368 -30.8368 

LJ-SR -640.089 +/- 25 56.5103 175.762 

 

1994S PA7 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -396.171 +/- 9.6 54.3941 -54.2943 

LJ-SR -498.521 +/- 18 51.1978 69.8297 

 

1994R NC04 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -352.172 +/- 8.5 38.925 10.9738 

LJ-SR -658.754 +/- 6.7 28.9629 -21.5326 

 

1994S NC04 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -171.133 +/- 7.5 33.1416 42.1028 

LJ-SR -458.79 +/- 15 46.3278 96.9626 
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1972R PA7 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -271.17 +/- 5.1 35.2848 -15.8738 

LJ-SR -646.63 +/- 14 40.4298 78.0232 

 

1972S PA7 Energy Average 

(kJ/mol) 

RMSD (nm) Total Drift 

(kJ/mol) 

Coul-SR -252.34 +/- 24 61.0928 114.298 

LJ-SR -654.746 +/- 13 36.4855 75.8796 

 

Dalle analisi si evince che i composti sono tutti attivi, nello specifico, analizzando 

e confrontando gli enantiomeri R ed S del composto 1994 si nota che le 

Coulombiane sono migliori in S quando interagisce con PA7 mentre sono migliori 

in R quando l’interazione è con NC04. Questo potrebbe essere spiegato dalla 

diversa interazione dei due enantiomeri con gli amminoacidi del sito allosterico 

dei due ceppi e anche dalle posizioni che i ligandi occupano all’interno di esso. 

Le LJ invece seguono lo stesso pattern in tutti e due i ceppi batterici. Per quanto 

riguarda il composto 1972 sono stati ottenuti risultati simili, quasi sovrapponibili, 

in entrambi i ceppi. Questo composto, quindi, indipendentemente 

dall’enantiomero agisce quasi alla stessa maniera. 
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7.4 Risultati di g_mmpbsa 

Attraverso g_mmpbsa sono stati calcolati 16 termini differenti in 1 ns di 

simulazione: 

• Energia di Van der Waals (Proteina) 

• Energia elettronica (Proteina) 

• Energia Polare (Proteina) 

• Energia Apolare (Proteina) 

• Energia di Van der Waals (Ligando) 

• Energia elettronica (Ligando) 

• Energia Polare (Ligando) 

• Energia Apolare (Ligando) 

• Energia di Van der Waals (Complesso) 

• Energia elettronica (Complesso) 

• Energia Polare (Complesso) 

• Energia Apolare (Complesso) 

• ΔE_MM 

• ΔE Polare 

• ΔE Apolare 

• ΔE Binding 
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Questi termini sono stati plottati per ogni composto e ceppo fino ad ottenere un 

unico termine energetico espresso in Energia libera di Gibbs (kJ/mol). 

 

L’energia libera ottenuta dal composto 1994R con PA7 è di -126.540 +/- 20.553 

kJ/mol, è un’energia molto più alta rispetto a quello che ci si aspettava, visti anche 

i risultati ottenuti dalle energie di interazione short range. Questo valore 

presumibilmente è dovuto ad un ingombro sterico tra la proteina e il 

posizionamento del ligando, sarà quindi cruciale visionare con attenzione la 

posizione del ligando all’interno del sito di legame confrontando anche la sua 

posizione prima e post dinamica molecolare. 
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L’energia ottenuta dal composto 1994S con PA7 è nettamente migliore di quella 

del suo corrispondente enantiomero e corrisponde a -578.832 +/- 16.557 kJ/mol, 

ed è collegata ad un miglior posizionamento del ligando rispetto al suo 

stereoisomero che massimizza l’efficacia delle interazioni non-bonding con altri 

amminoacidi del sito ALP. 
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Il risultato ottenuto da 1994R con il ceppo clinico NC04 è nettamente differente 

rispetto a quella dello stesso composto con PA07, l’energia libera è di -467.832 

+/- 14.337 kJ/mol. Il ligando nella sua posa di binding sviluppa un minor 

ingombro sterico ed interagisce con molti amminoacidi del sito di legame. le 

discrepanze energetiche ottenute tra i due ceppi possono essere razionalizate solo 

attraverso la visualizzazione grafica. 
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I risultati ottenuti dal composto 1994S nel ceppo clinico sono in linea con quelli 

ottenuti con PA7. L’energia libera registrata è di -482.190 +/- 19.33 kJ/mol, 

leggermente minore rispetto al ceppo di controllo con un trend identico a quello 

visto nei risultati ottenuti dal calcolo dell’energia di interazione. 
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I risultati ottenuti dal composto 1972R con PA7 non sono soddisfacenti. L’energia 

libera è di soli -16.305 +/- 4.35 kJ/mol. Il dato non è in linea perché le interazioni 

short range avevano dato valori corrispondenti a -271 kJ/mol (valore 

approssimato) per le Coulombiane e -647 kJ/mol (valore approssimato) per le LJ. 

È necessario analizzare il ligando in modo da identificare eventuali ingombri 

sterici o scarse interazioni con amminoacidi. 
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L’enantiomero S del composto 1972 ha dato ottimi risultati con PA7 con 

un’energia libera di -255.958 +/- 25.289 kJ/mol. Anche questi valori sono in linea 

con ciò che è stato ottenuto dalle precedenti analisi energetiche short range. 
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7.5 Sovrapposizione pre- e post-dinamica 

Di seguito verranno inserite rappresentazioni grafiche ottenute con Chimera ver. 

1.16; nello specifico sono rappresentate le pose di ogni ligando prima e post 

dinamica: il magenta rappresenta sempre la posa pre-dinamica mentre il colore 

verde rappresenta un enantiomero R post dinamica e il colore rosso rappresenta 

un enantiomero S post-dinamica. Le parti di proteina colorate in blu rappresentano 

gli amminoacidi che compongono il sito allosterico. 

 

Figura 11. Pose pre- e post-dinamica del composto 1994R con PA7: il magenta 

rappresenta sempre la posa pre-dinamica mentre il colore verde rappresenta post 

dinamica. Le parti di proteina colorate in blu rappresentano gli amminoacidi che 

compongono il sito allosterico. 
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Il primo composto sovrapposto è stato 1994R con PA7, la posa è leggermente 

cambiata; infatti, si può notare il ligando ruotato di circa 90° rispetto alla posa 

pre-dinamica derivante dal docking molecolare. 

 

Figura 12. Pose pre- e post-dinamica del composto 1994S con PA7: il magenta 

rappresenta sempre la posa pre-dinamica mentre il colore rosso rappresenta post 

dinamica. Le parti di proteina colorate in blu rappresentano gli amminoacidi che 

compongono il sito allosterico. 

 

Il suo enantiomero corrispondente S si è comportato in maniera molto simile, 

post-dinamica la posa è più centrale. 
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Figura 13. Pose pre- e post-dinamica del composto 1994R con NC04: il magenta 

rappresenta sempre la posa pre-dinamica mentre il colore verde rappresenta post 

dinamica. Le parti di proteina colorate in blu rappresentano gli amminoacidi che 

compongono il sito allosterico. 

Il composto 1994R all’interno del ceppo clinico NC04 ha mantenuto quasi la 

stessa posizione che aveva assunto pre-dinamica. Probabilmente le posizioni 

sfalsate sono principalmente dovute al normale movimento molecolare dell’intero 

complesso avvenuto nel corso dei 50 ns di simulazione. 
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Figura 14. Pose pre- e post-dinamica del composto 1994S con NC04 

1994S ha leggermente cambiato la sua posa subendo una leggera rotazione, come 

detto precedentemente, la diversa posizione può essere dovuta alla normale 

oscillazione del complesso. 

 

Figura 15. Pose pre- e post-dinamica del composto 1972R con PA7 
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Il composto 1972R presenta un radicale cambio di posizione, infatti lo si vede 

spostato molto in basso al confine con la parte inferiore del sito allosterico. Da 

questa nuova si riconduce al bassissimo valore di energia libera di Gibbs scovato 

attraverso le analisi di g_mmpbsa: la sua posa sfavorevole causa ingombro sterico 

con dei loop proteici che vanno a chiudersi a ridosso della parte aromatica del 

composto. 

 

Figura 16. Pose pre- e post-dinamica del composto 1972S con PA7 

L’enantiomero S ha solo leggermente ruotato la sua posa, ma ha mantenuto la 

stessa posizione nello spazio. 

Da tutte queste analisi effettuate sono giunto alla conclusione che è necessario 

effettuare le seguenti sovrapposizioni al fine di discernere quale dei composti sia 

il migliore: sovrapposizione di 1994R ed S con PA7, sovrapposizione di 1994R 
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ed S con NC04, sovrapposizione di 1972R ed S con PA7 e sovrapposizione di 

1994R e 1972 R per capire come mai le energie libere ottenute con g_mmpbsa 

sono così basse ed analizzare eventuali ingombri sterici. Inoltre, è opportuno 

capire quali interazioni comuni sono presenti con gli amminoacidi del sito di 

legame. 

7.6 Sovrapposizioni e confronti post-dinamica tra i vari enantiomeri 

 

Figura 17. Sovrapposizione di 1994 R ed S con PA7: il colore verde rappresenta 

l’enetiomero R, il rosso l’entiomero S, post dinamica. Le parti di proteina colorate 

in blu rappresentano gli amminoacidi che compongono il sito allosterico. 
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Dai precedenti calcoli di g_mmpbsa l’enantiomero S si è dimostrato nettamente 

superiore rispetto al suo corrispondente (circa -578 kJ/mol rispetto a circa -126 

kJ/mol) (la previsione del docking è in linea con questo dato) . Dalla 

sovrapposizione si può notare che la sua posizione spostata leggermente a destra 

nel sito allosterico fa si che riesca probabilmente ad evitare di generare ingombro 

sterico con altri amminoacidi non facenti parte della tasca di legame, cosa che R 

non fa trovandosi spostato più internamente alla tasca di legame, probabilmente 

proprio a causa di un ingombro sterico ha alti valori di energia libera di Gibbs. In 

giallo sono indicati gli amminoacidi della tasca con cui entrambi i composti 

interagiscono e sono PHE675, GLY674, PHE560 e SER831. 
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Figura 18. Sovrapposizione di 1994 R ed S con NC04: il colore verde 

rappresenta l’enetiomero R, il rosso l’entiomero S, post dinamica. Le parti di 

proteina colorate in blu rappresentano gli amminoacidi che compongono il sito 

allosterico. 

 

All’interno del ceppo clinico NC04 il comportamento e la posa delle molecole 

sono completamente diversi: entrambi possiedono ottimi valori di energia libera 

di Gibbs, dovuti ad una eccellente distribuzione di entrambi i composti all’interno 

della tasca di legame. L’enantiomero R è leggermente meno efficace dell’S 

probabilmente a causa di un anello aromatico che esce dalla tasca di legame verso 

il basso. L’enantiomero S si distribuisce perfettamente con i 3 anelli aromatici 
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privi di ingombri sterici. Gli amminoacidi con cui entrambi interagiscono sono 

GLN824, SER673, LEU561. 

 

Figura 19. Sovrapposizione di 1972 R ed S con PA7 

Questa sovrapposizione è necessaria a chiarire il perché l’enantiomero S del 

composto 1972 ha attività molto più elevata rispetto al suo corrispettivo R. Si può 

evincere che S, colorato in rosso, abbia una posizione nettamente più favorevole, 

è più centrato e riesce ad avere molte più interazioni con gli amminoacidi della 

tasca di legame. È opportuno specificare che l’energia libera ottenuta dal calcolo 

di g_mmpbsa è comunque di valori numericamente maggiori rispetto a quella 

ottenuta da 1994, infatti si assesta intorno ai -256 kJ/mol e di conseguenza ha 

minore capacità di inerazione. L’enantiomero R invece ha energia libera quasi pari 

a 0 ed è un composto praticamente inutile ai fini del mio studio: si nota come tutto 
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il corpo principale della molecola protrude verso l’interno della proteina, è molto 

più interno rispetto all’S ed esce quasi completamente dal sito di interazione. 

Interazioni comuni con amminoacidi: GLN856, LEU669, PHE560. 

 

Figura 20. Sovrapposizione di 1972R e 1994R con PA7: il colore verde 

rappresenta l’enetiomero R, il rosso l’entiomero S, post dinamica. Le parti di 

proteina colorate in blu rappresentano gli amminoacidi che compongono il sito 

allosterico. 

Questa sovrapposizione è necessaria solo per comprendere come anche composti 

con bassa affinità per il sito allosterico vadano ad interagire con alcuni 

amminoacidi ritrovati anche nelle altre sovrapposizioni; questi due composti 
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hanno in comune GLN856, SER673, LEU666, PHE560. In particolare, GLN856, 

un amminoacido polare e PHE560, un amminoacido apolare. 

 

Figura 21. Grafico a barre che riporta il resoconto dei valori di energia libera 

di Gibbs (kJ/mol) ottenuti dai calcoli di g_mmpbsa. 

 

7.7 Risultati ottenuti dalle prove microbiologiche in vitro 

Le prove microbiologiche sono state condotte esclusivamente sulla miscela 

racemica del composto 1994, analogo alla DHBER. Sono stati effettuati dei 

checkerboard assays al fine di valutare le MIC della Tobramicina in 

corrispondenza di una determinata concentrazione di composto (µg/ml). Di 

seguito verranno riportate le analisi su PA7 ed il ceppo clinico NC04.  
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Dai risultati ottenuti si nota come la MIC all’interno del ceppo clinico NC04 

diminuisce di 8 volte rispetto a PA7 a concentrazioni di composto pari a 320 µg/ml 

mentre diminuisce di 4 volte a concentrazioni a partire da 160 µg/ml fino a 10 

µg/ml. Alla luce di ciò, il composto 1994 seppur testato solo sottoforma di miscela 

racemica si è rivelato essere efficace nella lotta all’antibiotico resistenza 

nonostante non riesca ancora a ripristinare la suscettibilità.  
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Capitolo ottavo 

CONCLUSIONI E DISCUSSIONE 

In seguito ai dati ottenuti in silico, i composti analoghi della Berberina 1994 in 

entrambe le sue forme enantiomeriche R ed S e 1972R ed S ricavati da metodiche 

computazionali come il Virtual Screening hanno confermato la loro interazione 

con il sito allosterico situato all’interno della pompa di efflusso MexXY-OprM di 

P.aeruginosa. Nello specifico, attraverso metodiche di Docking molecolare, 

l’interazione, per alcuni enantiomeri, è molto forte all’interno del ceppo di 

controllo PA7 e nel ceppo clinico NC04 e pertanto sono stati scelti per ulteriori 

analisi e approfondimenti in silico. Interazioni sono state anche individuate 

all’interno dei ceppi clinici AR48, AR86 e C15 seppur di minore rilevanza rispetto 

a NC04. Infine, attraverso simulazioni di dinamica molecolare, calcoli di energia 

di interazione short range ed uso di g_mmpbsa al fine di individuare interazioni 

polari e apolari è emerso che l’enantiomero S del composto 1994 è il più indicato 

per ricoprire il ruolo di inibitore di pompa di efflusso grazie ad eccellenti risultati 

in termini energetici ottenuti sia sul ceppo PA7, sia sul ceppo clinico NC04. I 

composti 1994 R e 1972 R hanno ottenuto scarsi risultati ed interagiscono molto 

meno rispetto ai loro corrispettivi enantiomeri S, ad eccezione del composto 1994 

R che ha ottenuto buoni risultati sul ceppo clinico anche se di minore rilevanza 

rispetto all’enantiomero S. Il composto 1972 S, seppur testato solo sul ceppo PA7, 
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ha ottenuto buoni risultati in termini energetici ma comunque non paragonabili a 

1994 S. Infine, dalle prove microbiologiche in vitro, condotte solo sul composto 

1994 in forma racemica è stata ottenuta una notevole riduzione della MIC sul 

ceppo NC04 rispetto a PA7 con valori minori anche di 8 volte rispetto alle stesse 

concentrazioni di composto somministrate al ceppo PA7. 

Bisogna comunque notare che il risultato del test microbiologico in vitro è un 

effetto mediato dei due enantiomeri. Pertanto, è ragionevole supporre che se fosse 

possibile ottenere i due enantiomeri in forma pura, i valori di MIC diminuirebbero 

sensibilmente utilizzando per ciascun ceppo l’enantiomero più attivo. 

Inoltre, i risultati di questo lavoro di tesi mettono in luce e confermano quanto sia 

importante considerare la stereochimica di potenziali inibitori, essendo 

l’interazione di binding il risultato di interazioni 3D in ambienti chirali (proteina, 

ligando). 

In conclusione, il composto 1994 S, analogo della Berberina, dalle analisi di 

chimica computazionale è emerso come un ottimo candidato per l’inibizione della 

pompa di efflusso MexXY-OprM sia sulle forme canoniche che in quelle mutate, 

e pone le basi per ulteriori approfondimenti per lo studio di analoghi della 

Berberina nella lotta all’antibiotico resistenza e per la costruzione di una mappa 

3D pharmacoforica per un modello di interazione. Non si può escludere che, una 
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terapia antibiotica mirata associata a tali composti, potrebbe migliorare la risposta 

terapeutica alle infezioni indotte da P.aeruginosa. 
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