Biologia strutturale e intelligenza artificiale:
una rivoluzione multidisciplinare nella
comprensione delle strutture proteiche

Federico Forneris*

SunTO — La biologia strutturale ¢ una disciplina affascinante e in continua evoluzione, che
si occupa dello studio della struttura tridimensionale delle macromolecole biologiche e della
loro relazione con la funzione cellulare. Attraverso avanzate tecniche sperimentali e compu-
tazionali, si procede alla progressiva comprensione dei meccanismi molecolari che governano
la vita, con implicazioni dirette sulla salute umana attraverso la comprensione dei meccanismi
molecolari alla base di molteplici malattie, aprendo prospettive innovative per lo sviluppo di
farmaci specifici ed efficaci. L’intervento che segue si propone di offrire un’introduzione alla
biologia strutturale, con particolare attenzione al problema del folding delle proteine e all’im-
patto rivoluzionario che I’intelligenza artificiale sta avendo da qualche anno in questo settore.
In relazione alla tematica e per sottolineare quanto gli strumenti basati sull’intelligenza artifi-
ciale possano rappresentare, se ben utilizzati, una preziosa risorsa per la ricerca scientifica,
desidero precisare di aver fatto uso di strumenti basati sull’intelligenza artificiale nella reda-
zione del presente testo. In particolare, la prima stesura di questa relazione ¢ stata generata dal
software ChatGPT a partire dalla trascrizione dell’intervento tenuto presso I’Istituto Lom-
bardo, ottenuta anch’essa sfruttando I’intelligenza artificiale facendo analizzare la registra-
zione, disponibile su YouTube, al sofiware Panopto.

PAROLE CHIAVE — Biologia strutturale; Folding delle proteine; Intelligenza artificiale.

ABSTRACT — Structural biology is a fascinating and constantly evolving discipline that
focuses on studying the three-dimensional structure of biological macromolecules and their
relationship with cellular functions. Through advanced experimental and computational tech-
niques, researchers progressively gain a deeper understanding of the molecular mechanisms
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that govern life. This knowledge has direct implications for human health by shedding light
on the molecular basis of various diseases, opening up innovative perspectives for the devel-
opment of targeted and effective drugs. The following presentation aims to provide an intro-
duction to structural biology, with particular emphasis on the problem of protein folding and
the revolutionary impact that artificial intelligence has had in this field in recent years. In relation
to this topic, and to highlight how Al-based tools can serve as a valuable resource for scientific
research when used appropriately, I would like to clarify that I have utilized artificial intelligence
tools in drafting this text. Specifically, the first draft of this presentation was generated by the
ChatGPT software based on the transcription of a talk given at the Lombard Institute. This tran-
scription was also obtained using artificial intelligence by analyzing the recording of the talk
available on YouTube through the Panopto software.

KEYWORDS — Structural biology; Protein folding; Artificial intelligence.

1. IL MONDO INVISIBILE DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE

Quando si parla di cellule e processi biologici, spesso si ha un’immagine
semplificata della realta microscopica. Nei libri di testo, le cellule vengono
rappresentate come ambienti spaziosi e ordinati, con pochi elementi distinti
che interagiscono tra loro. Tuttavia, la realta ¢ molto piu complessa, e per
comprendere davvero il funzionamento della cellula bisogna scendere a li-
vello molecolare. Qui, proteine, DNA, RNA e altre biomolecole interagi-
scono costantemente in un intricato “balletto molecolare”, che rende possi-
bile la vita. La biologia strutturale si occupa proprio di studiare come queste
molecole comunicano tra loro e come la loro forma tridimensionale influenzi
la loro funzione. Comprendere questa relazione € cruciale per molteplici ap-
plicazioni, dalla biotecnologia alla medicina.

Particolarmente sfidante € poi riuscire a integrare 1’informazione relativa a
singole macromolecole all’interno di complesse architetture quali organelli,
compartimenti sub-cellulari o intere cellule. Un esempio significativo ¢ il mo-
dello dettagliato dell’organizzazione molecolare di una cellula di Mycoplasma
genitalium, reso possibile attraverso sforzi congiunti di ricerca sperimentale,
modellistica e grafica molecolare (Maritan et al., 2022). Questa rappresenta-
zione (disponibile in modalita interattiva all’url: Attps://ccsb.scripps.edu/gal-
lery/mycoplasma_model/, consultato il 18 settembre 2025) mostra un am-
biente incredibilmente affollato, in cui proteine, acidi nucleici e altre macro-
molecole interagiscono costantemente per mantenere il funzionamento cellu-
lare. Ogni singola proteina svolge una funzione specifica, contribuendo al
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metabolismo cellulare, alla regolazione dell’espressione genica, alla risposta
agli stimoli esterni e ad altre funzioni essenziali.

Tra tutte le macromolecole biologiche, le proteine sono particolarmente
affascinanti: questi polimeri composti da lunghe catene di amminoacidi co-
stituiscono 1 mattoni fondamentali della vita, svolgendo funzioni strutturali,
catalitiche ed enzimatiche, regolatorie e molto altro. Ma il segreto della loro
funzione sta nella loro forma tridimensionale, un aspetto che la biologia
strutturale cerca di comprendere da decenni. Il processo dinamico attraverso
cui una proteina raggiunge la propria configurazione funzionale ¢ noto come
folding. Questo meccanismo ¢ estremamente complesso, in quanto la stessa
catena di amminoacidi potrebbe teoricamente assumere un numero enorme
di conformazioni. Tuttavia, in natura, ogni proteina adotta una sola o poche
configurazioni stabili e funzionali.

Fin dalle prime determinazioni strutturali, la complessita nel ripiega-
mento della sequenza proteica in articolate strutture tridimensionali ha rap-
presentato una componente particolarmente sfidante della comprensione
delle macromolecole. A differenza del DNA, la cui struttura a doppia elica
appariva straordinariamente regolare e intuitivamente semplice da visualiz-
zare, le proteine presentavano architetture piu difficili da rappresentare e, di
conseguenza, da interpretare. Un esempio evidente di questo ¢ dato dalla pre-
sentazione della struttura cristallografica del lisozima fatta da David Phillips
alla Royal Society negli anni ’60, in cui per evidenziare la difficolta del pro-
blema, Phillips mostro due modelli metallici fianco a fianco. Il primo era il
modello della proteina correttamente ripiegata. Questo modello era piccolo,
compatto e altamente organizzato per via delle estese interazioni non cova-
lenti tra gli amminoacidi ripiegati a costituire la struttura globulare. Il se-
condo era il modello della stessa proteina, completamente srotolato: un filo
metallico che si estendeva fino al soffitto della hall della Royal Society, mo-
strando quanto fosse lunga la sequenza amminoacidica in assenza di un ri-
piegamento ordinato.

Oggi, grazie a tecniche sperimentali avanzate e all’intelligenza artificiale,
decifrare la relazioni struttura-funzione di molte proteine (e quindi decifrare,
almeno in parte, il problema del folding) ¢ diventato una sfida sempre piu
possibile. I prossimi paragrafi presentano una sintetica descrizione dei mo-
menti chiave dell’evoluzione della biologia strutturale, il problema del fol-
ding delle proteine, le metodiche sperimentali di piu frequente utilizzo per la
determinazione delle strutture molecolari delle proteine.
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2. I PRIMI STUDI SULLE PROTEINE E LA RIVOLUZIONE DELLA CRISTALLOGRA-
FIA A RAGGI X

I primi studi biochimici contenenti descrizioni legati all’isolamento e alla
caratterizzazione delle proteine risalgono al XIX secolo, ma la loro struttura
tridimensionale rimase un mistero fino alla meta del secolo successivo.

Uno dei primi a proporre un modello strutturale fu Linus Pauling, che nel
1951 propose per la prima volta, quali elementi ricorrenti nell’architettura mo-
lecolare delle proteine, le strutture secondarie a a-clica e a foglietto B (Eisen-
berg, 2003). Queste intuizioni furono fondamentali per comprendere la com-
plessita delle proteine e prepararono il terreno per scoperte ancora piu grandi.

La vera svolta avvenne alla fine degli anni ’50, quando Max Perutz e John
Kendrew riuscirono a determinare le strutture tridimensionali rispettiva-
mente di mioglobina e dell’emoglobina usando la cristallografia a raggi X
(Strandberg, 2009). Questa tecnica permette di analizzare le proteine in
forma cristallina, rivelandone I’organizzazione atomica. Da allora, la cristal-
lografia a raggi X ha permesso di risolvere migliaia di strutture proteiche,
fornendo informazioni cruciali su enzimi, recettori cellulari e proteine coin-
volte in malattie. A queste si sono uniti progressivamente 1 modelli moleco-
lari ottenuti attraverso altre tecniche sperimentali (descritti nel §4), mettendo
a disposizione dei ricercatori preziose informazioni circa ’architettura mo-
lecolare di proteine e complessi macromolecolari presenti in una moltitudine
di organismi diversi.

3. IL PROBLEMA DEL FOLDING DELLE PROTEINE: UNA SFIDA SCIENTIFICA
APERTA

Una delle domande piu difficili della biologia molecolare ¢: come fa una
proteina a ripiegarsi nella sua forma tridimensionale corretta? 11 folding
delle proteine ¢ uno dei piu intriganti e difficili problemi scientifici aperti. In
teoria, data una sequenza di 100 amminoacidi, esistono circa 10*100 possi-
bili combinazioni tridimensionali plausibili (Regan et al., 2015). Tuttavia,
solo una ¢ biologicamente attiva.

Al problema combinatorio si aggiunge una componente dinamica. Il pro-
cesso di biosintesi delle proteine inizia a partire dai ribosomi, da cui queste
macromolecole vengono generate come lunghe catene di amminoacidi prive
di una struttura tridimensionale definita. Alla fine degli anni *60, il fisico
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Cyrus Levinthal sottolineo I’apparente paradosso del folding delle proteine.
Se una proteina dovesse esplorare tutte le possibili conformazioni prima di
trovare quella corretta, ci vorrebbero miliardi di anni. Bastano tuttavia pochi
millisecondi perché queste catene si ripieghino spontaneamente in una sin-
gola architettura tridimensionale, precisa e funzionale (Levinthal ez al., 1968;
Id., 1969).

Tutto ci10 ¢ possibile poiché le proteine non esplorano a caso tutte le con-
formazioni, ma seguono percorsi energeticamente favorevoli, in cui 1 legami
chimici e le interazioni tra amminoacidi guidano il folding in modo estrema-
mente rapido ed efficiente. Tanto che errori sistematici nel folding proteico che
portano ad architetture tridimensionali stabili differenti da quelle fisiologica-
mente funzionali sono causa di gravi malattie, tra le quali figurano il morbo di
Alzheimer e il morbo di Parkinson, causati dall’aggregazione di proteine non
correttamente ripiegate (Fitzpatrick et al., 2017; Yang et al., 2022).

4. LE PRINCIPALI TECNICHE SPERIMENTALI PER STUDIARE LA STRUTTURA
DELLE PROTEINE

Accanto alla cristallografia a raggi X, negli ultimi decenni sono state svi-
luppate diverse tecniche sperimentali per studiare la struttura e il folding
delle proteine, che rappresentano al giorno d’oggi un importante portfolio di
metodologie applicabili per la caratterizzazione di complesse architetture
molecolari. Ciascuna tecnica presenta alcune prerogative legate al proprio
funzionamento, cui sono associati vantaggi e svantaggi applicativi. Questo
fa si che non esista una tecnica che puo essere considerata universalmente
migliore di altre: la scelta della migliore metodica di indagine € un passaggio
fondamentale nelle indagini di biologia strutturale, poiché a seconda della
tipologia di campione oggetto di studio e agli obiettivi della ricerca, un me-
todo potrebbe presentare indubbi vantaggi o svantaggi rispetto a un altro.

- La cristallografia a raggi X ha per decenni rappresentato 1’unico approc-
cio allo studio della struttura tridimensionale delle proteine. Indubbi van-
taggi sono la possibilita di ottenere dati a risoluzione atomica (1-2 A),
permettendo la comprensione dei meccanismi di interazione tra proteine
¢ piccole molecole, come ad esempio le relazioni enzima: substrato o i
processi di interazione alla base del meccanismo di farmaci specifici per
bersagli molecolari ben definiti. Le strutture tridimensionali delle pro-
teine vengono generate attraverso 1’interpretazione del dato sperimentale,
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sotto forma di mappa di densita elettronica all’interno della quale € pos-
sibile modellare le posizioni dei singoli atomi presenti all’interno della
struttura macromolecolare. Questa tecnica, tuttavia, richiede che le pro-
teine vengano cristallizzate, un processo spesso complesso e non sempre
possibile. Inoltre, le strutture tridimensionali ottenute attraverso la cristal-
lografia a raggi X non consentono di decifrare molti dei processi dinamici
alla base delle interazioni osservate, poich¢ il dato mostra quanto ¢ stato
“intrappolato” all’interno del cristallo in merito a quelle che sono le con-
formazioni della proteina oggetto di studio compatibili con il processo di
cristallizzazione.

- La Risonanza magnetica nucleare (NMR) consente di studiare le proteine
in soluzione sfruttando le proprieta magnetiche dei nuclei degli atomi pre-
senti negli amminoacidi, evitando la cristallizzazione (Marion, 2013). Si
tratta di un approccio con caratteristiche uniche in grado di analizzare
proteine caratterizzate da architetture altamente dinamiche (ad esempio,
proteine che presentano regioni intrinsecamente disordinate) e 1 loro cam-
biamenti conformazionali in soluzione. Da un esperimento NMR su pro-
teine si ottiene una mappa di possibili distanze interatomiche, basata
sull’identificazione di specifici segnali di risonanza associati ai nuclei
delle specie chimiche presenti all’interno del campione. Questa tecnica ¢
particolarmente adatta allo studio di proteine di piccole dimensioni. Data
la complessita delle proteine (costituite da moltissimi atomi ma da po-
chissimi elementi, C, H, N, O, S), per poter ottenere spettri NMR decifra-
bili ¢ infatti necessario procedere a complesse procedure di labeling 1so-
topico, necessario per far emergere all’interno dello spettro NMR segnali
interpretabili associati a specifici residui amminoacidici. Queste proce-
dure, particolarmente onerose dal punto di vista sperimentale, sono in
molti casi non applicabili a proteine di grandi dimensioni (>30 kDa), per
le quali gli spettri NMR risulterebbero comunque non interpretabili a
causa dell’elevato numero di atomi presenti nel campione.

- La microscopia elettronica criogenica (Cryo-EM) ¢ stata per decenni una
tecnica relegata allo studio a bassissima risoluzione di pochi e ben definiti
sistemi molecolari di grandi dimensioni (ad esempio, 1 ribosomi). Negli
ultimi 10 anni questa tecnica ¢ andata incontro a una vera e propria rivo-
luzione (Bai et al., 2015; Kuhlbrandt, 2014), causata dall’introduzione di
strumentazioni, tecniche di manipolazione del campione, automazione e
procedure di analisi dati innovative che hanno permesso al Cryo-EM di
diventare, oggi, I’approccio piu frequentemente utilizzato per lo studio di
macromolecole di grandi dimensioni (>100 kDa) e per le proteine di
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membrana, notoriamente difficili da cristallizzare. Indubbio vantaggio
del Cryo-EM ¢ la possibilita di ovviare al problema della cristallizzazione
e alle complesse procedure di labeling come nel caso del NMR, e di ri-
chiedere quantita di campione davvero ridotte rispetto alle altre tecniche
qui descritte. Le moderne immagini di microscopia elettronica, rielabo-
rate attraverso procedure di classificazione per I’individuazione delle
proiezioni relative alle proteine, permettono di ottenere ricostruzioni tridi-
mensionali sotto forma di mappe di densita, con risoluzioni locali in molti
casi confrontabili con la cristallografia a raggi X. Elemento limitante degli
studi Cryo-EM ¢ al momento la dimensione delle proteine oggetto di inda-
gine, in quanto il rapporto segnale/rumore per macromolecole non globu-
lari o di massa inferiore ai 100 kDa risulta molto ridotto e spesso non per-
mette di ottenere ricostruzioni tridimensionali di qualita. Il recente pro-
gresso tecnologico associato a questa tecnica (anche attraverso I’implemen-
tazione di tecniche basate sull’intelligenza artificiale (Thorn, 2022) ¢ dav-
vero straordinario, rendendo possibili ricostruzioni di proteine di dimen-
sioni sempre piu piccole a risoluzioni sempre maggiori (Wu et al., 2020).

- La spettrometria di massa, pur non essendo una tecnica “strutturale” per
se, sta contribuendo in modo sempre piu significativo all’ottenimento di
informazioni strutturali accurate relative alle macromolecole biologiche.
Moderne strumentazioni consentono infatti la determinazione di spettri di
massa di proteine e complessi macromolecolari allo stato nativo, dai quali
¢ possibile risalire a regioni coinvolte in contatti molecolari essenziali per
la stabilita di queste architetture tridimensionali allo stato nativo (Heck,
2008). Ulteriori metodiche basate sull’analisi in spettrometria di massa di
digeriti triptici di macromolecole trattate con cross-linkers chimici (Iaco-
bucci et al., 2019), o attraverso lo scambio isotopico in soluzione tra ac-
qua di solvatazione e acqua pesante (c.d. hydrogen-deuterium exchange)
(Yan et al., 2009) permettono di ottenere dettagli accurati circa la posi-
zione di specifiche porzioni di una macromolecola nello spazio tridimen-
sionale che, combinate con altri dati strutturali provenienti da tecniche
sperimentali o computazionali, facilitano la determinazione dell’architet-
tura della macromolecola oggetto di studio.

27

Copyright © FrancoAngeli.
This work is released under Creative Commons Attribution Non-Commercial — No Derivatives License.
For terms and conditions of usage please see: http://creativecommons.org.



F. Forneris, Biologia strutturale e intelligenza artificiale

L’importanza delle strutture tridimensionali delle macromolecole biolo-
giche ¢ stata oggetto di riconoscimento fin da subito, portando alla creazione
di un archivio digitale, il Protein Data Bank (PDB), che raccoglie, standar-
dizza e mette a disposizione centinaia di migliaia di strutture proteiche de-
terminate sperimentalmente (Berman et al., 2003). I1 PDB ¢ una risorsa unica
per la comunita scientifica internazionale e, vedremo nei prossimi paragrafi,
ha contribuito in modo imprescindibile al successo delle tecnologie compu-
tazionali basate sull’intelligenza artificiale per la modellistica molecolare.

5. GLI APPROCCI COMPUTAZIONALI PER STUDIARE LA STRUTTURA DELLE
PROTEINE

L’utilizzo della bioinformatica per cercare di comprendere ’architettura
tridimensionale delle proteine risale a molto prima dell’avvento delle tecni-
che basate sull’intelligenza artificiale. Tra le metodiche in silico piu diffuse
per lo studio della biologia strutturale si annoverano:

- Le predizioni di struttura tridimensionale di proteine a partire dalla loro
sequenza. Sono disponibili moltissimi algoritmi per la predizione di ar-
chitetture molecolari. La maggior parte di questi metodi si basa sull’ap-
plicazione consecutiva di predizioni relative a elementi di struttura secon-
daria (a-eliche e B-foglietti) e di vincoli (constraints) di interazione tra
aminoacidi presenti all’interno delle sequenze proteiche basati statistica-
mente su architetture determinate sperimentalmente in precedenza. Il pro-
blema principale di questi metodi ¢ sempre stato quello relativo all’incer-
tezza della predizione, tanto che da decenni si tiene una competizione
aperta agli sviluppatori (CASP, Elofsson, 2023) per identificare le mi-
gliort metodiche e migliorare iterativamente gli algoritmi di predizione.

- Le predizioni di siti di interazione tra proteine, o tra proteine e piccole
molecole. Queste metodiche (dette di docking) sfruttano approcci stati-
stici basati sul posizionamento delle molecole oggetto di interazione in
molteplici pose differenti, compatibili dal punto di vista dei contatti tridi-
mensionali, della complementarieta dei contatti elettrostatici e dei contatti
tra regioni idrofobiche adiacenti (Morris et al., 2008). Le pose testate ven-
parametri, tra 1 quali tipicamente vengono considerati I’energia libera di
interazione/dissociazione e I’effettiva complementarieta sterica. Nel con-
testo del drug discovery, questi approcci rappresentano al giorno d’oggi
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un passaggio fondamentale prima di affrontare qualsiasi tipo di indagine
sperimentale, poiché consentono una rapida valutazione della plausibilita
delle interazioni molecolari a una frazione esigua del costo di una valida-
zione sperimentale. Il successo di queste metodiche ¢ intrinsecamente le-
gato alla presenza di molteplici contatti non ambigui tra le molecole og-
getto di interazione: ¢ indubbiamente piu semplice svolgere un esperi-
mento di docking di una piccola molecola all’interno di una tasca pro-
fonda dalla forma ben definita all’interno di una proteina rispetto all’in-
dividuare un possibile sito di interazione su di una superficie convessa
priva di cavita. Analogamente, il docking ¢ sicuramente di piu facile ap-
plicazione in assenza di cambiamenti conformazionali e processi dina-
mici che possono modificare la forma dei siti di interazione, rendendoli
compatibili per il contatto oggetto di studio solo quando I’interazione ¢ di
fatto avvenuta.

- Le simulazioni di dinamica molecolare, con cui ¢ possibile effettuare pre-
dizioni del comportamento di macromolecole in soluzione per intervalli
temporali nell’ordine dei micro/millisecondi, tipicamente sufficienti per
valutare processi legati alla diffusione di substrati all’interno di enzimi o
la stabilita di una specifica interazione in presenza di particolari condi-
zioni di pH, di temperatura, o di forza ionica. Il progresso tecnologico
associato al calcolo computazionale consente di svolgere simulazioni
sempre piu accurate ed estese su sistemi macromolecolari di dimensioni
crescenti, rendendo queste tecniche di calcolo sempre piu utilizzate per la
validazione di dati sperimentali e, in congiunzione con le tecniche di doc-
king discusse al punto precedente, di prendere in considerazione gli
aspetti dinamici del riconoscimento molecolare per una migliore valuta-
zione e quantificazione delle interazioni tra macromolecole.

La differenza fondamentale tra le tecniche predittive e quelle basate sul
docking e sulla dinamica molecolare ¢ che le prime ambiscono a ovviare
all’utilizzo di metodiche sperimentali per la determinazione dell’architettura
tridimensionale delle macromolecole oggetto di studio, mentre le altre fanno
largo uso delle informazioni gia disponibili sperimentalmente per fornire in-
formazioni complementari e favorire sviluppi applicativi attraverso di esse.
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6. LA RIVOLUZIONE DI ALPHAFOLD E DEI METODI DI PREDIZIONE DI STRUT-
TURE TRIDIMENSIONALI BASATI SULL’INTELLIGENZA ARTIFICIALE

L’intelligenza artificiale ha nuovamente rivoluzionato la biologia struttu-
rale. Uno degli sviluppi piu importanti ¢ stato AlphaFold (Jumper et al.,
2021), un software sviluppato da DeepMind (Google), presentato nel gen-
naio 2020 e salito agli onori delle cronache per essere stato in grado di pre-
vedere la struttura di migliaia di proteine con un’accuratezza vicina a quella
sperimentale, di fatto superando di ordini di grandezza quanto ottenuto con
gli algoritmi di predizione strutturali utilizzati fino a quel momento, come
evidenziato dai risultati del CASP 2020 (Kryshtafovych et al., 2021).

L’algoritmo di AlphaFold2 utilizza reti neurali profonde per predire la
struttura tridimensionale di una proteina basandosi sulla sua sequenza ammi-
noacidica. Combinato con I’analisi delle relazioni evolutive tra le migliaia di
strutture proteiche disponibili attraverso il PDB, genera predizioni accurate
delle strutture tridimensionali di proteine, finora mai caratterizzate. Questo
approccio, una volta messo a disposizione della comunita scientifica (dopo
insistenza della stessa nei confronti di Google, che aveva inizialmente circo-
lato versioni “chiuse” e molto limitate di AlphaFold2) ha reso piu rapida,
efficiente e accurata la predizione di strutture proteiche rispetto a qualsiasi
altro algoritmo disponibile in quel momento. Un secondo fondamentale tra-
guardo ¢ stato raggiunto quando AlphaFold2 ¢ stato applicato sistematica-
mente a tutte le sequenze proteiche note presenti negli organismi i cui ge-
nomi sono stati sequenziati (Tunyasuvunakool et al., 2021; Varadi et al.,
2022), di fatto mettendo a disposizione della comunita scientifica modelli
predittivi di milioni di architetture molecolari mai studiate in precedenza.

Sviluppi successivi, sia da parte del team di Google Deepmind che di altri
gruppi di ricerca (tra i quali anche il gruppo di David Baker, tra i principali
attori coinvolti nello studio computazionale delle strutture proteiche) hanno
messo a disposizione svariati algoritmi basati sull’intelligenza artificiale, con
1 quali € oggi possibile effettuare predizioni di architetture, non solo di pro-
teine, ma anche di complessi contenenti ligandi e modificazioni post-traduzio-
nali (Humphreys et al., 2021; Thompson et al., 2024; Wohlwend et al., 2024).
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7. LA FINE DELLA BIOLOGIA STRUTTURALE SPERIMENTALE? TUTT’ALTRO

La narrazione di cui sopra puo suggerire al lettore inesperto che gli sforzi
finora condotti per determinare sperimentalmente strutture tridimensionali di
proteine siano da considerarsi quasi obsoleti, in virtu dell’avvento di tecno-
logie computazionali con accuratezza molto elevata. Ci sono tuttavia alcuni
aspetti che sottolineano come la realta attuale sia assolutamente diversa da
questo scenario.

Prima di tutto, ¢ necessario considerare che gli algoritmi di predizione
strutturale basati su intelligenza artificiale hanno ottenuto questi straordinari
risultati grazie a training effettuato interpretando le interazioni molecolari
presenti nelle strutture tridimensionali determinate sperimentalmente e
messe a disposizione della comunita attraverso il PDB: senza decenni di
sforzi sperimentali, nessun algoritmo di intelligenza artificiale sarebbe mai
stato in grado di predire alcunché.

In secondo luogo, per quanto le predizioni risultino statisticamente piut-
tosto accurate, 1’errore associato a queste quando si procede al confronto det-
tagliato con analoghe strutture sperimentali non ¢ trascurabile. Questo fa si
che, nello studio di interazioni molecolari, cosi come nello sviluppo di far-
maci e negli approcci di ingegneria proteica, 1 modelli predittivi ottenuti me-
diante tecniche basate sull’intelligenza artificiale risultino meno affidabili ri-
spetto alle strutture sperimentali, soprattutto quando le molecole oggetto di
studio sono particolarmente complesse (ad esempio nel caso proteine di
membrana o grandi complessi macromolecolari). Scostamenti anche di pochi
decimi di A relativi a specifiche catene laterali di amminoacidi critici per
interazioni molecolari possono risultare critici per la comprensione di con-
tatti specifici e per successivi approcci di ottimizzazione di queste intera-
zioni, ad esempio nello sviluppo di farmaci. La precisione offerta dalle me-
todiche sperimentali resta pertanto un elemento imprescindibile per questo
tipo di approcci.

In questo contesto, la maggiore disponibilita di modelli predittivi accurati
va considerata come una risorsa aggiuntiva, anziché sostitutiva, dei metodi
sperimentali. Disporre di un “punto di partenza” piu accurato per elaborare
ipotesi di studio sperimentale offre indubbi vantaggi e consente di affrontare
indagini piu complesse, facendo affidamento (con le dovute cautele!) alla
modellistica basata sull’intelligenza artificiale per la comprensione delle ar-
chitetture “base” che caratterizzano 1 domini e piu in generale le “forme”
delle macromolecole oggetto di studio (Bai et al., 2024). Ed ¢ proprio attra-
verso questa integrazione degli approcci che stanno emergendo 1 piu
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straordinari recenti risultati di ricerca nel campo della biologia strutturale
(Mahamid et al., 2016; Oikonomou et al., 2017; van den Hoek et al., 2022).

Va inoltre sottolineato che il problema del folding descritto precedente-
mente ¢ tutt’altro che risolto, poiché anche le pit moderne metodiche di inda-
gine basate sull’intelligenza artificiale riescono a fornire predizioni di quello
che ¢ lo stato finale (e quindi stabile) di una macromolecola, ma non i dettagli
del processo che permette il raggiungimento di questo stato a partire da un
polimero caratterizzato da una amminoacidica non ripiegata. Considerata la
complessita del processo, anche in questo caso ¢ altamente probabile che, se
mai riusciremo a comprendere le basi di questo articolato processo, ci riusci-
remo combinando insieme una moltitudine di approcci di indagine, operando
in sinergia e fornendo anche validazione ortogonale dei dati ottenuti.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

La biologia strutturale ha vissuto numerose “rivoluzioni” che hanno per-
messo di ampliare le possibilita di indagine attraverso 1’utilizzo di una mol-
titudine di metodiche di indagine. Dalle prime strutture molecolari determi-
nate con la cristallografia a raggi X all’avvento di nuove tecnologie quali
I’NMR e piu recentemente 1 “passi da gigante” del Cryo-EM, fino all’intro-
duzione dell’intelligenza artificiale, ogni “rivoluzione™ ha esteso le opportu-
nita di comprensione molecolare della materia vivente e lo sviluppo di far-
maci molecolari specifici contro bersagli sempre piu complessi.

Anche il biologo strutturale ¢ una figura in costante cambiamento: da
sempre unisce competenze in ambito sperimentale e computazionale. I re-
centi progressi evidenziano come la combinazione e I’integrazione delle me-
todiche a disposizione (e delle competenze a queste associate) sia la ricetta
per raggiungere 1 piu ambiziosi risultati di ricerca. L’approccio allo studio
delle macromolecole biologiche, sempre piu multidisciplinare, ambisce ora
a caratterizzare le relazioni struttura-funzione in situ, ossia nel contesto bio-
logico in cui queste molecole si trovano a livello fisiologico. Un risultato che
gia ¢ stato raggiunto attraverso approcci pionieristici di integrazione delle
metodiche per un numero molto ristretto di studi, ma che nel prossimo futuro
diventera sempre piu convenzionale.

Un punto fermo, nonostante le numerose “rivoluzioni”, ¢ la disponibilita
delle informazioni circa le strutture tridimensionali delle macromolecole. 11
PDB, ora integrato anche con 1 modelli predetti dall’intelligenza artificiale,
e gli altr1 database ora disponibili con le informazioni strutturali determinate
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attraverso 1 numerosi approcci sperimentali disponibili, costituiscono una ri-
sorsa fondamentale, preziosa e insostituibile per il futuro. Futuro che, per la
biologia strutturale e chi vi opera, ¢ piu entusiasmante che mai.
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