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L’attività di ricerca per la quale ho ricevuto il “Pre-
mio Divisione Chimica Farmaceutica 2022” ri-

guarda lo studio del meccanismo di enzimi coinvolti 
nella degradazione di mediatori lipidici e la proget-
tazione di composti in grado di modularne l’attività. 
Grazie alla collaborazione del mio gruppo di chimica 
farmaceutica presso il Dipartimento di Scienze degli 
Alimenti e del Farmaco dell’Università di Parma con 
il Prof. Piomelli della University of California, Irvine, 
ho avuto modo di chiarire il meccanismo dell’enzima 
NAAA (N-acylethanolamine acid amidase), respon-
sabile dell’idrolisi di mediatori lipidici in grado di mo-
dulare la risposta infiammatoria.
Come è noto le fasi inziali del processo infiamma-
torio sono innescate dall’attività di segnali chimi-
ci di natura lipidica rilasciati da cellule del sistema 
immunitario (SI). Macrofagi e neutrofili, ad esempio, 
rilasciano metaboliti dell’acido arachidonico in gra-
do di provocare vasodilatazione e sensibilizzazione 
dei nocicettori, due fondamentali sintomi dell’in-
fiammazione acuta. Le cellule del SI sono altresì 

responsabili della produzione di mediatori in grado 
di contrastare il processo infiammatorio, favorendo 
sia la risoluzione dell’infiammazione e la guarigione, 
sia l’aumentata capacità dei tessuti di opporsi agli 
insulti. Tali mediatori lipidici comprendono non solo 
lipossine e resolvine, ma anche derivati ammidici di 
acidi grassi, come la palmitoiletanolammide (PEA). 
La PEA è sintetizzata in modo costitutivo da parte di 
vari tipi di cellule del SI ed esplica la propria attività 
biologica attivando i recettori PPAR-α, contribuendo 
così ad attenuare lo stimolo doloroso e a ridurre la 
produzione di citochine ed eicosanoidi [1].
L’attività della PEA è regolata dall’idrolisi catalizza-
ta dall’enzima NAAA. Identificata per la prima volta 
da Ueda e Yamamoto nel 1999 [2], la NAAA è sta-
ta oggetto di numerosi studi da parte di gruppi di 
ricerca accademici interessati alla progettazione di 
nuovi composti attivi per il trattamento di patolo-
gie infiammatorie a livello periferico e centrale. Tra 
le classi di inibitori più rilevanti si ricordano gli inibi-
tori irreversibili della classe dei β-lattoni e β-lattami, 
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Fig. 1 - Strutture di PEA e inibitori di riferimento; rappresentazione del sito catalitico della NAAA
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tra cui il composto URB913, valutato in fase clinica 
per il trattamento delle lesioni infiammatorie dell’e-
pidermide. Più recentemente, inibitori di tipo com-
petitivo come il derivato benzotiazolico ARN19702, 
sono stati identificati come potenziali composti per 
il trattamento di patologie infiammatorie del sistema 
nervoso centrale come la sclerosi multipla (Fig. 1) 
[1]. L’elevato interesse riguardo lo sviluppo di agenti 
antiinfiammatori in grado di regolare l’attività della 
NAAA ha infine portato, nel 2018, all’identificazione 
della struttura cristallografica dell’enzima [3].
Membro della famiglia degli enzimi con gruppo nu-
cleofilo N-terminale (Ntn hydrolases), l’attività della 
NAAA avviene esclusivamente nell’ambiente lisoso-
miale a pH 4,5-5 ed è mediata da una cisteina nu-
cleofila, Cys126, in posizione N-terminale. L’enzima, 
sintetizzato come precursore inattivo, risulta cata-
liticamente competente in seguito ad una reazione 
auto-catalizzata che porta alla rottura di un legame 
peptidico e alla formazione di due subunità, α e β, 
che modellano un sito attivo adatto ad accogliere la 
catena idrofobica della PEA. Le strutture cristallogra-
fiche disponibili hanno, inoltre, consentito di valutare 
che, in prossimità della cisteina catalitica Cys126, 
altri residui amminoacidici potrebbero avere un ruolo 
importante nella reazione di idrolisi catalizzata dalla 
NAAA. Arg142, Asp145, Glu195 e Arg300 rivestono 
un ruolo cruciale nel mantenimento dell’architettura 
del sito catalitico e, al tempo stesso, nel regolare la 
pKa della Cys126 (Fig. 1). Inoltre, la presenza di un 
elevato numero di residui acidi, un tratto del tutto 
caratteristico di questo enzima, potrebbe avere un 
ruolo nel garantire la capacità della NAAA di esplica-
re la propria attività a pH acidi.
Partendo da tali premesse, la mia attività di ricerca 
si è concentrata sull’applicazione di metodi compu-
tazionali allo studio dell’idrolisi della PEA catalizza-
ta dalla NAAA. I risultati sono stati pubblicati sulla 
rivista ACS Catalysis e hanno ottenuto, come rico-
noscimento, l’opportunità di essere rappresentati 
graficamente sulla front cover della rivista [4]. Nel-
lo studio riportato su Catalysis ho utilizzato diversi 
approcci computazionali, dalla dinamica molecolare 
(molecular dynamics, MD) a simulazioni con approc-
cio ibrido QM/MM (quantomeccanica/meccanica 
molecolare) accoppiate a metodi di enhanced sam-
pling, per la caratterizzazione a livello atomistico del 
meccanismo catalitico della NAAA.

Partendo dalle coordinate cristallografiche dell’enzi-
ma umano in complesso con l’inibitore ARN19702, 
è stato condotto uno studio di MD per valutare quale 
sia lo stato di protonazione dei gruppi funzionali di-
rettamente coinvolti nella costituzione del sito cata-
litico, ovvero della catena laterale e del gruppo am-
mino-terminale della Cys126 e della catena laterale 
del residuo Asp145, e dei residui acidi che, situati in 
prossimità del sito attivo, ne influenzano la stabilità 
attraverso la formazione di legami di natura polare. 
Questo studio si è rivelato fondamentale per com-
prendere che la corretta attribuzione dello stato di 
protonazione di tali gruppi è necessaria a garantire la 
stabilità dinamica dell’enzima. Un’ulteriore informa-
zione critica emersa dalle simulazioni MD riguarda 
la distribuzione delle cariche nella diade catalitica 
Cys126-Asp145. In presenza dell’inibitore non co-
valente, infatti, la struttura del sito catalitico risulta 
maggiormente stabilizzata da una configurazione in 
cui la catena laterale dell’Asp145 si trova nella sua 
forma neutra, mentre il gruppo ammino-terminale e 
la catena laterale della Cys126 si trovano, rispetti-
vamente, nella loro forma neutra e carica negativa-
mente. Se da un lato questa configurazione proto-
nica risulta inaspettata per un enzima la cui attività 
ottimale richiede che il pH sia acido, è importante 
sottolineare che il gruppo ammino-terminale della 
cisteina catalitica si trova ad una distanza ridotta dal 
gruppo guanidinico della Arg300 che ne modula la 
pKa e che, come sottolineato da studi di mutagenesi 
su enzimi appartenenti alla famiglia delle Ntn hydro-
lases, ha un ruolo fondamentale nel regolare l’attività 
enzimatica.
Partendo da questo risultato, è stato effettuato uno 
studio in cui si sono combinate tecniche di enhan-
ced sampling, e, in particolare, simulazioni umbrella 
sampling (US), con l’approccio ibrido QM/MM. Que-
sto approccio consente l’investigazione a livello ato-
mistico degli eventi coinvolti nei fenomeni di trasfe-
rimento protonico e rottura e formazione dei legami 
interatomici che si verificano durante una reazione 
chimica e, grazie all’uso di coordinate di reazione 
adeguate, di effettuare una stima del profilo di ener-
gia libera associato ad un determinato processo. 
Sono state effettuate delle simulazioni US per valu-
tare quale sia la configurazione protonica della diade 
catalitica Cys126-Asp145 dell’enzima in complesso 
con il substrato. Partendo da un modello PEA-NAAA
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nella forma dinamicamente stabile identificata dagli 
studi MD, è stato investigato il processo di trasfe-
rimento di un protone dalla catena laterale dell’A-
sp145 al gruppo ammino-terminale e al tiolato della 
Cys126 utilizzando una coordinata di reazione rap-
presentata da combinazioni di distanze tra gli ato-
mi coinvolti nel processo. Il risultato di questo pri-
mo studio di QM/MM ha consentito di stabilire che, 
nel complesso NAAA-PEA, la configurazione in cui 
la diade catalitica è costituita da Asp145 in forma 
carica negativamente e Cys 126 con gruppo am-
mino-terminale e catena laterale in forma neutra è 
favorita da un punto di vista energetico rispetto ad 
altre configurazioni.
Questa configurazione è stata selezionata per pro-
cedere allo studio della fase di acilazione dell’idrolisi 
della PEA. Seguendo lo stesso schema di lavoro, ma 
usando in questo caso due coordinate di reazione 
che rendessero conto 1) dell’evento di attacco nu-
cleofilo dello zolfo della Cys126 al gruppo ammidico 
e della PEA e conseguente espulsione dell’etano-
lammina come gruppo uscente, e 2) dei processi di 
trasferimento protonico correlati, è stato calcolato 
il profilo di energia libera associato alla reazione di 
acilazione, che, con una barriera energetica di cir-
ca 11 kcal/mol, è risultato essere il passaggio li-
mitante dell’intera reazione. Come illustrato in Fig. 
2, il meccanismo emerso indica che, in seguito al 
trasferimento del protone dal tiolo al gruppo ammi-
no-terminale della Cys126 (II, Fig. 2), l’atomo di zolfo 
carico negativamente attacca il gruppo ammidico 
della PEA, dando luogo ad uno stato di transizione 

(III, Fig. 2) da cui origina, infine, il prodotto della fase 
di acilazione che vede la formazione del legame tio-
estereo tra Cys126 e acido palmitico e l’espulsione 
dell’etanolammina (IV, Fig. 2).
Un analogo approccio è stato applicato allo studio 
della fase di deacilazione nella reazione di idrolisi [4].
In conclusione, lo studio qui descritto ci ha consen-
tito, grazie all’uso di metodi computazionali, di chia-
rire i processi chiave nella reazione di idrolisi della 
PEA catalizzata dall’enzima NAAA e di raccoglie-
re elementi utili per la progettazione di futuri nuovi 
composti con attività antiinfiammatoria.
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Fig. 2 - Profilo di energia libera associato alla fase di acilazione e stati caratterizzanti 
la reazione di idrolisi della PEA (atomi di carbonio in arancio)
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