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EDITORIALE

ALESSANDRO ABBOTTO, COMITATO DI REDAZIONE DE LA CHIMICA E I'INDUSTRIA
VALERIA D’AURIA, CONSIGLIO DIRETTIVO DELLA DIVISIONE DI CHIMICA ORGANICA, EDITOR DEL NUMERO
GIANLUCA FARINOLA, PRESIDENTE DELLA DIVISIONE DI CHIMICA ORGANICA

LA SCI E LE SUE DIVISIONI:
CONTRIBUTI PER UNA
CHIMICA MULTIDISCIPLINARE

Conclusione, in presenza dello staff dei ragazzi volontari che
hanno collaborato al congresso, del XXXVIII Convegno Nazionale
della Divisione di Chimica Organica della Societa Chimica
Italiana che si e svolto a Milano dal 9 al 13 settembre 2018

on questo numero inizia una nuova “collana” de

La Chimica e I'Industria. Uidea di base & molto
semplice: La Chimica e I'Industria & il giornale uffi-
ciale della Societa Chimica Italiana e questa e struttu-
rata in Divisioni. Il Comitato di redazione ha quindi
deciso di affidare il numero conclusivo di ogni anno,
a rotazione, a ciascuna Divisione della SCI. Affidare
un numero intero ad una Divisione non significa che
questo conterra contributi inerenti esclusivamen-
te alla disciplina di riferimento della Divisione. La
sfida € molto pi complessa. In un’epoca in cui le
attivita scientifiche hanno perso i loro stretti confini
disciplinari, classificazioni basate su scelte risalen-
ti all’inizio del secolo scorso o addirittura a quello
precedente appaiono nettamente anacronistiche. La
ricerca e la didattica moderna sono intersettoriali,
interdisciplinari e intertematiche. Curare un numero
della rivista della SCI da parte delle Divisioni assume
percio un significato molto pit profondo. Ogni Divi-
sione mostrera che i suoi contenuti ed i suoi obiettivi

scaturiscono, si, dal proprio bagaglio disciplinare,
ma solo come punto di partenza per lo sviluppo di
attivita che percorrono in modo trasversale diversi
ambiti scientifici e tecnologici.

Per il numero conclusivo del 2018, il primo di questa
nuova esperienza editoriale, la scelta e caduta sulla
Divisione di Chimica Organica che, al momento, &
la Divisione pill numerosa.

La Chimica Organica contemporanea offre un esem-
pio straordinario della centralita e della inconteni-
bile vitalita culturale delle scienze chimiche. Nata
come un sistema di razionalizzazione di una feno-
menologia complessa, e nel contempo di grandissi-
mo interesse tecnologico, negli ultimi cento anni si
& costituita come uno dei pilastri fondamentali del
sapere scientifico: una chiave di lettura e di manipo-
lazione potentissima della materia sulla scala mole-
colare. E studio di reazioni e di fenomeni molecolari
sempre nuovi, € sviluppo di processi industriali, &
strumento di comprensione di meccanismi biologici,
e costruzione di architetture alla nanoscala con pro-
prieta fisiche che aprono nuovi orizzonti alla scienza
e tecnologia dei materiali; ed ancora, € creazione di
molecole per la medicina, per |'agricoltura, per la
cosmetica, di nuovi polimeri, di soluzioni tecnologi-
che per le problematiche energetiche.

La Divisione di Chimica Organica della SCI, con
i suoi oltre 800 soci, dei quali pit di un terzo sot-
to i 35 anni, esprime una tradizione di eccellenza
scientifica nei diversi campi della chimica organi-
ca e rappresenta non solo coloro che fanno ricerca
nell’accademia o negli enti pubblici, ma anche i chi-
mici che operano in tanti settori industriali e profes-
sionali. Chi conosce la passione che anima il nostro
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Foto di gruppo dei partecipanti al XXXVIII Convegno Nazionale
della Divisione di Chimica Organica della SCI

lavoro comprende anche la grande tensione che ci
spinge a raccontarci a tutta la societa. E cosi, insie-
me alla Divisione di Didattica della Chimica e con
la partecipazione del Gruppo Giovani della SCI,
nato nel 2018 il Gruppo Interdivisionale per la Diffu-
sione della Cultura Chimica. Per iniziativa congiunta
con questo Gruppo, durante il Convegno Divisiona-
le CDCO Milano 2018, abbiamo raccontato un po’
di noi in una sessione aperta al grande pubblico. E
vogliamo continuare a farlo, sempre di pit, condivi-
dendo la ricchezza della nostra scienza.

Questo numero speciale de La Chimica e I'Industria
ce ne da un’ottima occasione.

Per la scelta dei contributi, piuttosto che effettua-
re una selezione tematica, abbiamo deciso di dare
voce alle diverse anime della nostra Comunita, le
stesse che hanno caratterizzato il recente, riuscitissi-
mo Convegno della Divisione di Milano, svoltosi lo
scorso settembre.

Incominciamo dai nostri “padri”, a cui va tutta la
nostra riconoscenza per 'imprinting rigoroso con
il quale hanno formato le diverse generazioni di al-
lievi, e che attivamente partecipano alle iniziative
della nostra Divisione con il gruppo Senior: il prof.
Francesco Naso, da sempre interessato a scandaglia-
re i riferimenti al mondo della chimica nelle opere
letterarie, nel suo contributo, dall’accattivante titolo
“La Gaia Chimica”, analizza le ironiche e surrea-
li incursioni di scrittori del calibro di Calvino e di
scienziati-divulgatori quali G.T. Fechner, e H. Kopp
nell’affascinante mondo di atomi e molecole.

[l contributo scritto a quattro mani dal dott. Pietro
Allegrini, R&D Director di Indena, vincitore del Pre-
mio alla Ricerca “Chimica Organica per lo Sviluppo

di Processi e Prodotti nell’Industria” e dal prof. Gio-
vanni Appendino analizza, dal punto di vista indu-
striale, le prospettive di produzione e sviluppo del
cannabidiolo come farmaco antiepilettico.

Nel suo contributo il prof. Paolo Scrimin, vincitore
della medaglia Mangini, ci parla degli studi che lo
hanno visto impegnato nella progettazione e nello
sviluppo di catalizzatori supramolecolari artificiali.
| sistemi che ha costruito realizzano cooperativita
positiva fra ioni metallici e gruppi funzionali in essi
presenti e sono in grado di promuovere riconosci-
mento e catalisi con efficienza paragonabile se non
addirittura superiore a quella di enzimi naturali.

Il prof. Antonio Molinaro, vincitore del Premio alla
Ricerca “Chimica Organica per le Scienze della
Vita” ci introduce nel mondo della glicomica, la
“dolce scienza” considerata una delle dieci tecno-
logie emergenti che cambieranno il mondo. Con
alcuni esempi vengono illustrate le enormi poten-
zialita derivanti dalla decodificazione dei glicani sia
batterici che eucarioti in molti ambiti terapeutici e
diagnostici.

La Divisione di Chimica Organica dedica grande at-
tenzione alla valorizzazione del ruolo dei piu giova-
ni: due contributi del presente fascicolo infatti sono
stati scritti da due brillanti ricercatori ad inizio carrie-
ra. Il dott. Fabio Parmeggiani, vincitore della Meda-
glia Ciamician, ci parla delle sue ricerche nel campo
della “directed enzyme evolution”, la tematica di
frontiera sviluppata da Frances Arnold, vincitrice del
Premio Nobel della Chimica 2018, volta allo svilup-
po di sistemi enzimatici in processi chimici sintetici
ad alta produttivita e ridotto impatto ambientale.

Ha accettato di scrivere un contributo anche la prof.
ssa Silvia Marchesan, balzata nelle settimane scor-
se agli onori della cronaca perché inserita nella li-
sta stilata dalla rivista Nature degli undici scienziati
considerati “rising stars”. Nel suo articolo la prof.ssa
Marchesan pone I'accento sul ruolo centrale della
chimica organica che, se sviluppata con creativita e
con attenzione alla sostenibilita, puo offrire soluzio-
ni intelligenti e a basso impatto ambientale in diversi
ambiti chiave per il futuro del nostro pianeta.

Con l"auspicio che la nuova iniziativa editoriale de
La Chimica e I'Industria incontri il vostro interesse,
vi auguriamo buona lettura, dandovi il benvenuto in
questo piccola rassegna di prestigiose voci della chi-
mica organica italiana.
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UELEMENTARIUM DELLA CHIMICA

& 5 \
Immagine tratta dal sito Unesco
unesco periodic table

filologi hanno discusso a lungo intorno alla corret-

ta attribuzione del celebre lessico latino chiama-
to Elementarium e, solo in anni recenti, la maggior
parte di loro ha deciso di convergere su Papias. In
precedenza erano state formulate ipotesi diverse,
compresa |'eventualita che il nome Papias si riferisse
all’opera stessa. Questi dubbi sono giustificati dalla
scarsita di notizie bibliografiche su quello che e con-
siderato il primo lessico latino, compilato tra il 1041
e il 1053. Papias fu attivo in quegli anni, apparteneva
probabilmente all’ambito ecclesiastico ed e ritenuto
genericamente un italiano, legato alla zona bene-
ventano-cassinese [1]. La prima versione completa a
stampa apparve a Venezia nel 1496. Chi desiderasse
saperne di piu sull’autore e sull'importanza non solo
del suo Elementarium ma anche dell’Ars grammatica
puo ricorrere alla letteratura [2].
Da un paio di mesi, a beneficio di tutti coloro che
s’interessano di chimica, I"Elementarium €& rina-
to (https://www.lelementarium.fr/), sotto forma di
versione online, in lingua francese, della Tavola Pe-
riodica degli Elementi. L'iniziativa dei Colleghi d'Ol-
tralpe appartenenti alla Société Chimique de France
in collaborazione con france Chimie (https://www.
francechimie.fr/) fa parte di quelle messe in opera per
I’Anno Scolastico 2018-2019, proclamato Année de
la chimie de I"école a I'université e voluto congiunta-
mente dal Ministero dell’Educazione Nazionale e da
quello dell’lnsegnamento superiore, della Ricerca e
dell’Innovazione. Siamo alle porte del 2019, dichia-
rato dall’'UNESCO “Anno internazionale della classi-
ficazione periodica degli elementi” e I'Elementarium
costituisce indubbiamente la migliore anteprima alle
celebrazioni previste per I’anno venturo in occasione

I’Elementarium, considerato il primo dizionario latino in cui non si
trovano solo glosse, influenzo i successivi e persino la lessicografia
moderna. La scelta dei Colleghi d’Oltralpe di riprenderne il nome
per la versione online della Tavola Periodica degli Elementi,
recentemente pubblicata, merita un elogio.

del 150° anniversario di pubblicazione, in lingua rus-
sa, della celebre memoria di Dmitry I. Mendeleev (To-
bolsk, 1834 - S. Pietroburgo, 1907) [3] che pose le basi
dell’odierna Tavola Periodica degli Elementi. L' Elemen-
tarium si propone di diffondere le moderne tecnologie
d’insegnamento ed & destinato a chiunque sia interes-
sato alla chimica oltreché, com’e ovvio, a docenti e
studenti. E presumibile che specialmente questi ultimi
la troveranno un ottimo sostituto alle Tavole che hanno
dominato fino ad oggi le pareti delle aule di scienze e
che, nonostante siano di grande formato, non sempre
permettono di leggere la messe di dati ivi riportati.
Adesso, cliccando in ciascuna casella dell’Elemen-
tarium, & possibile ottenere per ciascun elemento i
dati atomici, fisico-chimici e industriali. Si prosegue
con quelli industriali e commerciali: materie prime,
produzione, utilizzazione e riciclo, concludendo
con la bibliografia. Si puo leggere, come scritto nel-
la presentazione, su due livelli. Uno sintetico e uno
didattico, piu approfondito. Purtroppo, per ora, & di-
sponibile soltanto in francese ma la versione inglese
e in preparazione.

L'abbondanza di dati, la chiarezza e anche l'ele-
ganza stilistica ne fanno uno strumento prezioso e
di piacevole consultazione, oltreché un esempio di
collaborazione fra societa scientifiche e associazioni
industriali in campo didattico e divulgativo.

BIBLIOGRAFIA

[1] R. Cervani, “Papias”, Dizionario Biografico degli
Italiani, 81, 2014.

[2] V. De Angelis, Voces, 1997-1998, 8-9, 121.
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ATTUALITA

FERRUCCIO TRIFIRO

DUE EVENTI MOTIVO
DI ORGOGLIO PER LENI
E PER LA CHIMICA ITALIANA

Due eventi recenti hanno dato lustro all'industria chimica italiana: l'assegnazione del premio
Nobel per la Chimica 2018 a Frances H. Arnold, biochimica ed ingegnere, gia insignita per le
stesse motivazioni dell’Eni Award nel 2013, e la nomina dell'lamministratore delegato di Versalis,
Daniele Ferrari, a presidente del CEFIC (Associazione Europea dell’Industria Chimica)

per il biennio 2019-2020.

rances H. Arnold ricevette, insieme a James Liao,

I’Eni Award 2013, Premio Energie Rinnovabili per il
suo contributo a “Directed Evolution of Enzymes and
Pathways for Renewable Fuels and Chemicals” [1, 2].
F.H. Arnold inizio la sua carriera presso I'Universita di
Princeton dove consegui la laurea in Ingegneria mec-
canica ed aerospaziale nel 1979; nel 1985 ottenne il
dottorato in Ingegneria chimica presso I'Universita della
California a Berkeley e prosegui la ricerca post-dotto-
rale presso il medesimo ateneo in chimica e biofisica.
Nel 1986 si trasferi al California Institute of Technolo-
gy, dove opera tuttora come “Linus Pauling Professor of
Chemical Engineering, Bioengineering and Biochemis-
try”. Dal 2013 e anche direttrice del “Donna and Benja-
min M. Rosen Bioengineering Center”. F.H. Arnold, che
ha sempre collaborato con l'industria, & leader mon-
diale nelle modalita di “evoluzione diretta”, consistente
nell'imitare in laboratorio |'evoluzione darwiniana al
fine di creare ed ottimizzare enzimi, vie metaboliche,
organismi e regolatori genetici, attivita che ha portato a
38 brevetti relativi all’evoluzione diretta ed alla bioca-
talisi per carburanti e prodotti chimici. Il suo gruppo di
ricerca al Caltech ha sviluppato nuove metodologie per
I'ingegnerizzazione e |'evoluzione dei biocatalizzatori,
applicandole ad una vasta gamma di problematiche nel
campo delle energie alternative. Nel suo laboratorio ha,
inoltre, creato ed ottimizzato enzimi per uso in ambito
medico neurobiologico e di sintesi chimica.

Frances H. Arnold ha impiegato metodi evolutivi si-
mulati in laboratorio per studiare I'evoluzione e le
relazioni struttura/funzione delle proteine in assen-
za dei limiti imposti dalla selezione naturale ed e
stata la prima a dimostrare la validita dell’approccio
dell’evoluzione diretta nei settori dell’ingegneria dei
biocatalizzatori, consentendo alla comunita scien-
tifica di migliorare e rendere piu affidabili molti ca-
talizzatori biologici utilizzati nella produzione di
carburanti e componenti chimici. Si puo affermare
che la Arnold e fra i piti eminenti esperti al mondo
nell’ambito dell’evoluzione diretta delle molecole e
dei sistemi biologici e nel suo suo laboratorio questi
metodi sono impiegati per migliorare i catalizzatori e
le vie che producono diversi prodotti chimici, attual-
mente ottenuti da combustibili fossili tramite microor-
ganismi modificati. La scoperta di nuovi catalizzatori
estendera |"applicazione della biocatalisi sostenibile
ed i processi chimici microbici in grado di fornire un
ampio spettro di prodotti innovativi. Queste riportate
sono informazioni fornite quando I’Arnold prese IE-
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ni Award e sono praticamente le stesse motivazioni
che le hanno permesso di ricevere nel 2018 il premio
Nobel per la Chimica, insieme a George P. Smith e
Gregory P. Winter [3], per i suoi contributi alla “di-
rected evolution of enzymes”, ossia per avere creato
il metodo dell’Evoluzione Diretta, che permette di ot-
tenere in laboratorio proteine perfette per il compito
richiesto, producendo enzimi, oggi usati in moltissimi
ambiti applicativi, dalla realizzazione di biocarburan-
ti a quella di sostanze biomedicali.

aniele Ferrari, attuale Amministratore Delegato di

Versalis, azienda chimica facente parte del Grup-
po Eni, e presidente di Matrica, joint-venture con
Novamont per la chimica da fonti rinnovabili, € stato
nominato presidente del CEFIC per il biennio 2019-
2020 [4]. Gia altri due italiani avevano coperto questa
carica nel passato: Mario Schimberni della Montedi-
son e Giorgio Squinzi della Mapei.
L'industria chimica europea, con
una produzione annua di 542
miliardi di euro e con un anda-
mento produttivo e occupazio-
nale crescente negli ultimi anni,
detiene la seconda posizione al
mondo dopo la Cina. La chimica
europea, utilizzando proprio le
| parole di Ferrari, & il motore tec-
nologico per I'economia circola-
re, per un piu efficiente utilizzo
m 'F delle risorse, per la sostenibilita
qo‘"ce IC ambientale e per gli interventi

contro i cambiamenti climatici.

Daniele Ferrari € un chimico con una carriera trenten-
nale nell’industria chimica: dopo avere iniziato la sua
attivita in Italia lavord presso aziende straniere (Gran
Bretagna, Belgio e USA) dove raggiunse elevati livelli,
poi in Polimeri Europa e Versalis. E anche vice presi-
dente di Federchimica dal 2011 e presidente uscente
di Plastics Europe, |"associazione europea dei produt-
tori di materie plastiche.
Versalis [5] & la societa chimica di Eni che opera a li-
vello internazionale nei settori della chimica di base,
delle materie plastiche, delle gomme e della chimica
da fonti rinnovabili, con una produzione complessiva
di circa 5,7 milioni di tonnellate e un fatturato di circa

4,2 miliardi di euro nel 2016. Le sue quattro aree di
business sono: Intermedi, Polietilene, Stirenici ed Ela-
stomeri. Il suo punto di forza in Europa & la produzione
di elastomeri e, proprio recentemente, e stato inaugu-
rato a Ferrara il nuovo impianto per la produzione di
gomme EPDM (gomma etilene-propilene-diene), de-
stinato ad applicazioni nel settore della componenti-
stica per I'industria degli automobili. Versalis & inoltre
impegnata nella chimica da fonti rinnovabili, tematica
vicina al premio Nobel Frances H. Arnold, attraverso
I’azienda Matrica, che ha realizzato un complesso di
chimica verde a Porto Torres e avviato la costruzione
di un secondo impianto a Marghera. Inoltre, Versalis
ha costituito una joint-venture con Genomatica per
la produzione di biobutadiene e ha ideato il “Proget-
to Guayule”, per la produzione di gomma naturale da
guayule, con una coltivazione da realizzare nel Sud
Italia [6]. Nel 2016 Versalis, insieme all’azienda ameri-
cana Genomatica, ha messo a punto, sempre in ltalia,
anche se, al momento, solo su scala pilota, un processo
per la sintesi di biobutadiene e del corrispondente poli-
mero secondo un brevetto di Genomatica, in cui sono
stati rivendicati i microrganismi utilizzati per produrre
1,3-butandiolo. Versalis, infine, sta studiando, per ora
solo allo stadio di ricerca, lo sviluppo di nuovi prodotti
chimici a partire dagli zuccheri da biomassa.
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IL CBD COME INGREDIENTE
ATTIVO FARMACEUTICO

l’integrazione della produzione del farmaco antiepilettico cannabidiolo (CBD) nella filiera
della canapa industriale si configura competitiva in termini economici e di impatto ambientale
rispetto alla sua sintesi e alla sua estrazione da biomasse ad alto titolo.

Foto di A. Ferrari - Next Farm

Introduzione

| cannabinoidi sono una famiglia di composti di ori-
gine biogenetica mista risultante dalla combinazione
della via “alifatica” degli isoprenoidi con quella “aro-
matica” degli alchilresorcinoidi [1]. Nella versione a
sostituzione n-pentilica sono presenti principalmente
nelle infiorescenze della canapa (Cannabis sativa L),
che contiene, come composti minoritari, anche i loro
omologhi inferiori n-propilici. In versione metilica o fe-
netilica, i cannabinoidi si trovano anche in altre piante
superiori (rododendro) ed in alcuni vegetali inferiori
(epatiche) [1]. La famiglia dei cannabinoidi naturali e
costituita da circa 200 composti, la maggior parte dei
quali (circa il 75%) sono stati isolati dalla canapa. In
questa pianta, la loro concentrazione &€ molto variabile
e dipende da fattori genetici (chemotipo), ambienta-
li (suolo, andamento climatico) e agronomici (condi-
zioni di coltivazione, periodo di raccolta, tecnica di
raccolta e trattamento post-raccolta della biomassa). Il
trattamento post-raccolta influenza il rapporto fra i can-
nabinoidi nativi, che sono carbossilati, e quelli neutri
risultanti dalla loro decarbossilazione termica [1].

La canapa & una pianta originaria dell’Asia Centra-
le, da cui si & poi diffusa con la coltivazione, gia in
epoca storica, in Cina, India e in Europa. Si tratta in-
fatti di una delle prime piante coltivate dall’'uomo,
probabilmente per il suo uso molteplice (alimentare,
tecnologico e rituale). L'uso medicinale della canapa
€ documentato da ritrovamenti archeologici risalenti
a 5000 anni fa [2], ma, stranamente, esistono pochi
riferimenti alla canapa nella letteratura antica. Le pro-
prieta inebrianti dei semi citate da Erodoto a proposito
degli Sciti sono probabilmente da riferire alle infiore-
scenze, che trattengono a lungo i semi al loro interno,
mentre & difficile distinguere nella letteratura antica
i riferimenti alla canapa da quelli al lino per via del
loro comune utilizzo tecnologico ed alimentare.

La canapa medicinale e quella ricreazionale

Gli studi moderni sulla canapa risalgono alle os-
servazioni del medico inglese O’Shaughnessy, che
nella prima meta dell’Ottocento documento |"utiliz-
zo della canapa in India per il trattamento dell’epi-
lessia dei bambini [3]. La canapa narcotica (canapa
indiana) rimase nelle farmacopee europee fino agli
anni Trenta del secolo scorso, con l'indicazione del
trattamento di dismenorrea e cefalea, e come agente
sedativo e analgesico. Il proibizionismo legato all’u-
so ricreazionale, lo sviluppo delle fibre sintetiche
e l'introduzione di farmaci di sintesi ad un’azione
piu riproducibile, portarono al completo abbando-
no della canapa come agente medicinale. La comu-
nita medica inizio ad interessarsi ai cannabinoidi
solo quando fu confermato che il principio narco-
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tico della canapa (A°-tetraidrocannabinolo, THC (1),
Fig. 1) apparteneva effettivamente a questa classe di
composti [3]. Nel giro di una ventina d’anni, venne-
ro isolati recettori specifici per il THC (CB1 e CB2)
ed i suoi equivalenti biologici endogeni (endocan-
nabinoidi). La rilevanza medicinale dei cannabinoi-
di & esemplificata dal fatto che sono recensiti oltre
200 studi clinici sui cannabinoidi, effettuati sul A°-
tetraidrocannabinolo, sul suo analogo non-narcotico
cannabidiolo (CBD (2), Fig. 1), o sulla combinazione
di questi due composti come estratti standardizza-
ti di Cannabis (nabiximolo, Sativex®). Il CBD usato
in terapia (Epidiolex®) e di origine naturale ed € ot-
tenuto per isolamento, mentre il THC farmaceutico
(dronabinolo, Marinol®) e ottenuto per semi-sintesi
dal CBD. Nonostante la somiglianza strutturale dei
loro principi attivi, I'utilizzo clinico di questi farmaci
€ molto diverso. Il Sativex® e utilizzato per ridurre la
spasticita associata alla sclerosi multipla, il Marinol®
per il trattamento dell’anoressia da HIV e nausea e
vomito da chemioterapia e |"Epidiolex® per il tratta-
mento di epilessie infantili di origine genetica. Un
quarto farmaco “cannabinoide” e il nabilone (Cesa-
met), un composto sintetico ispirato al THC, che &
utilizzato, in forma racemica, per il trattamento di
nausea e vomito indotti da chemioterapia [4]. Men-
tre il profilo farmacologico del THC é riconducibile
alla sua interazione con specifici end-point farmaco-
logici, i meccanismi molecolari responsabili dell’ef-
ficacia clinica del CBD sono sconosciuti. L'epiles-
sia € infatti una malattia multifattoriale, le cui cause
sono ancora largamente sconosciute (idiopatico € il
termine “medically correct” per fare riferimento a
qualcosa che non capiamo) e gli antiepilettici sono
leggendari per essere stati scoperti casualmente (fe-
notipicamente in termini “med chem correct”), in
assenza di un bersaglio farmacologico specifico. Per
gli altri cannabinoidi esistono solo limitate evidenze
di potenziale utilizzo clinico, che verranno indub-
biamente esplorate nei prossimi anni [4].

La presenza di un composto psicotropo ha ritardato
gli studi sul potenziale clinico della canapa, in quanto
la coltivazione delle sue diverse varieta e le successi-
ve fasi di estrazione, purificazione e formulazione dei
suoi principi attivi sono soggette ad un controllo lega-
le complesso, diverso da paese a paese, ed in rapida
evoluzione [5]. Per alcuni decenni in Europa é stata
addirittura proibita tout-court la coltivazione della ca-
napa, limitazione che ancora esiste, almeno a livello
di legge federale, in USA [3, 5].

La possibile liberalizzazione di preparazioni stupefa-
centi della canapa (spinello, hashish e le loro versioni
piu tecnologiche) & un classico argomento di “distra-
zione di massa” sui quali i media amano discutere
e far discutere le persone, ignorando completamente
le implicazioni tecniche e mediche associate all’ar-
gomento. Esiste infatti accordo unanime nella comu-
nita scientifica che il consumo di Cannabis ha effetti
avversi sullo sviluppo psicosociale degli adolescenti,
in cui puo provocare decadimento cognitivo e forme
gravi di psicosi e depressione [6].

Piu controverso e il giudizio sugli effetti del cannabi-
smo negli adulti. Diversamente dal consumo cronico
degli oppiacei, non sostenibile in termini di durata di
vita (non si rimane eroinomani a lungo), il cannabi-
smo non sembra modificare I'attesa di vita, anche se
esistono dubbi sui suoi effetti sulla qualita della vita.
La letteratura € molto controversa e gli studi epide-
miologici europei e americani sono sovente discor-
danti, come nel caso della correlazione fra tumore
testicolare e cannabismo, rilevato negli studi europei
ma non in quelli americani. Queste differenze potreb-
bero anche essere legate al diverso modo di consumo
della Cannabis, in purezza in USA e mescolata al ta-
bacco in Europa [6]. L'aggiunta del tabacco aumenta
fino a 200 °C la temperatura di combustione di uno
spinello, rendendola simile a quella di una sigaretta,
che e intorno ai 1000 °C. Il THC viene generato dal
suo precursore carbossilato piti velocemente, ma vie-
ne anche generato pit catrame ed il profilo dei vapori
di combustione & alterato.

[l dibattito sulla canapa ricreazionale ha influenzato
in modo negativo lo studio del potenziale medicina-
le della pianta. Il CBD, composto non narcotico ed,
anzi, anti-narcotico per il suo effetto di modulazione
allosterica negativa del CB1, e inserito nella lista ame-
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ricana delle sostanze con-
trollate a piu grave rischio
di abuso (DEA Schedule I),
insieme ad eroina e LSD [5].
Queste sostanze non posso-
no essere importate in USA,
e solo il 27 settembre di
quest’anno |"Epidiolex (CBD
medicinale) & stato spostato
nella cosiddetta Schedule V,
che contiene sostanze a li-

LG = OH, OAc,

OH

NoUUN

Acid catalysis

Schema 1

mitato rischio di abuso, come la codeina utilizzata
anche in sciroppi pediatrici per la tosse. Le sostanze
di questo tipo possono essere importate in USA per
gli usi consentiti dalla legge. A conferma della scar-
sa linearita che contraddistingue il perimetro legale
dei cannabinoidi, il principio attivo non formulato
rimane riportato nella lista delle sostanze ad elevato
rischio di abuso (Schedule 1). In queste condizioni
e comunque possibile ipotizzare lo sviluppo di un
metodo di produzione di CBD come principio attivo
farmaceutico, anche nell’ottica di commercializzarlo
come formulato negli Stati Uniti, il principale merca-
to farmaceutico mondiale. In questa prospettiva, ver-
ranno analizzate le varie possibilita di ottenimento
industriale di questo composto.

Il CBD come ingrediente attivo farmaceutico (API)

[l CBD presenta alcune caratteristiche che lo rendono
un principio farmaceutico particolare. 1l suo utilizzo
come anti-epilettico richiede dosi molto elevate di
prodotto (fino ad 1 grammo/die nei bambini) ed un
consumo costante, non essendo un farmaco curativo
ma solo sintomatico [7]. D’altro canto, & assimilabile
per certi versi ad un farmaco salva-vita, in quanto &
utilizzato per forme di epilessia gravissime per le quali
non esiste un trattamento farmacologico alternativo.
Con l'inibitore chinasico imatinib, il CBD & una del-

bassa di quella dell’eroina intravenosa, che ¢ intorno
agli 80 mg. Esistono prove convincenti che in vivo il
CBD non e convertito in THC, ma i processi di otteni-
mento passano attraverso reazioni potenzialmente in
grado di generare questo composto, o utilizzano bio-
masse contenenti anche questo composto [8].

Approccio sintetico

[ CBD puo essere ottenuto per terpenilazione dell’o-
livetolo, la sua componente resorcinilica (Schema 1).
La prima sintesi € stata sviluppata da chimici della Gi-
vaudan, in quanto i precursori terpenilici sono com-
posti di rilevanza profumiera. Nella classica sintesi
di Petrzilka, I'olivetolo & condensato con il cis/trans
p-mentadienolo in presenza di acidi di Lewis o di
Broensted. In queste condizioni, viene generato il car-
bocatione 3-mentadienilico, che poi alchila in senso
Friedel-Crafts I'olivetolo [9]. La reazione produce una
miscela di CBD, THC e vari isomeri posizionali (A3-
THC (3)) e composti risultanti dall’attacco del catione
terpenilico in orto- al residuo alchilico (abnormal can-
nabinoids (4)) oltre a composti di bis-alchilazione (5)
(Fig. 2). Con un attento controllo delle condizioni di
reazione e della natura dell’acido di Lewis, € tuttavia
possibile ottenere il CBD con rese discrete, di poco in-
feriori al 50% molare su livello di scala laboratorio [9].
La reazione e stata studiata in dettaglio da Razdan, che

le pochissime small molecules in grado
di contrastare gli effetti dannosi di un
difetto genetico. Se i suoi eventuali ed
inevitabili effetti collaterali vanno valu-
tati in questo contesto d’uso, la qualita
come API e critica, in quanto la poten-
ziale impurezza (il THC) e attiva a dosi
molto basse. Per inalazione, la sua dose

narcotica e di circa 3-5 mg, molto piu
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ha utilizzato come acido di Lewis una combinazione
di BF,-Et,0 e MgSO,, ed ottimizzato i tempi di reazio-
ne per quanto riguarda i due processi competitivi di
isomerizzazione dell’abnormal-CBD in CBD (voluto)
e di ciclizzazione del CBD a THC (non voluto).

L'utilizzo di altri precursori terpenilici (verbenolo, cri-
santenolo, carene ossido) porta invece essenzialmente
all’ottenimento del THC, presumibilmente per le condi-
zioni piu spinte richieste per la generazione del carbo-
catione responsabile della terpenilazione dell’olivetolo.

Estrazione da biomasse ad alto titolo

Un altro approccio possibile alla produzione su larga
scala di CBD di grado farmaceutico comporta I'utilizzo
di varieta selezionate di canapa ad alto titolo nell’in-
grediente attivo. A questo riguardo, bisogna notare che,
secondo il regolamento europeo 639/2014/CE, sono
definite varieta di canapa industriale soltanto quelle re-
gistrate nel “catalogo comune delle varieta delle specie
delle piante agricole”. Di conseguenza, ogni varieta di-
versa viene trattata come biomassa stupefacente, a pre-
scindere dal contenuto di THC. Pertanto, o la biomassa
viene registrata nel catalogo europeo, perdendone di
fatto il controllo esclusivo, oppure & necessario mettere
in atto tutte le azioni volte ad evitare la dispersione ac-
cidentale di questa canapa. Pertanto, la biomassa deve
essere coltivata in condizioni controllate al solo fine
della produzione di CBD. Questo approccio comporta
investimenti significativi nella coltivazione della cana-
pa, inclusa la moltiplicazione delle piante con metodi
che ne preservino le peculiari caratteristiche (ad esem-
pio mediante la propagazione di cloni) e la prevenzio-
ne di ibridazione accidentale mediante crossbreeding
di altre varieta presenti nell’ambiente. Questo rende
necessaria la coltivazione in serra od in ambienti chiusi
in cui lo sviluppo della pianta viene controllato dall’il-
luminazione. Specifiche varieta di canapa sviluppate a
questo scopo possono raggiungere concentrazioni di
CBD pari al 20%. Nonostante valori di concentrazione
cosi alti, resta il dubbio che la coltivazione di biomassa
al solo scopo dell’estrazione di CBD di grado farma-
ceutico incida in modo troppo gravoso sul costo di pro-
duzione dell’ingrediente attivo. L'illuminazione artifi-
ciale necessaria per controllare lo sviluppo della pianta
e talmente onerosa che e stato addirittura calcolato che
I"1% del consumo energetico degli USA sia legato alla
coltivazione indoor della canapa ricreazionale [10]. La

canapa ha il potenziale di contribuire alla risoluzione
di molti problemi ambientali, in quanto la sua coltiva-
zione richiede un uso limitato di erbicidi e fertilizzanti,
ma al momento contribuisce negativamente alla nostra
impronta energetica, ed €, anzi, una fonte indiretta di
sbilanciamento del bilancio della CO,,.

Estrazione da biomasse agricole

della filiera industriale

La coltivazione della canapa é stata praticata in Italia
in modo intensivo e capillare fino agli anni Cinquanta.
Ancora nel 1940, la coltivazione interessava 90.000
ettari di terreno agricolo, un’estensione superiore
all’attuale superficie mondiale dedicata alla coltiva-
zione legale della pianta. La canapa italiana era con-
siderata la migliore disponibile sul mercato, superiore
a quella della Russia, I"'unico paese che la precedeva
in termini di volumi di produzione. Dopo decenni di
declino, dovuti principalmente all’avvento delle fibre
sintetiche, recentemente la canapa industriale & tor-
nata ad essere coltivata sia per la produzione di seme
ad uso alimentare (olio e farina) o animale, che per la
produzione di fibra. Questa filiera & in continua cre-
scita e costituisce una potenziale fonte di biomassa
utilizzabile per la produzione di CBD farmaceutico.
Le classiche varieta italiane (Carmagnola) sono dioi-
che, e, nell’attesa del loro miglioramento, sono state
soppiantate da varieta monoiche, soprattutto di ori-
gine francese. La Francia e stato infatti ['unico stato
europeo autorizzato alla coltivazione della canapa
nei decenni del proibizionismo agricolo, in quanto la
fibra era utilizzata per produrre carta di alto valore (la
Bibbia di Gutenberg nella versione cartacea utilizza-
va canapa italiana di provenienza piemontese) e semi
per uccelli in cattivita. In questo paese e stato quindi
possibile il miglioramento agronomico della pianta e
lo sviluppo delle varieta monoiche. Un lavoro simile
e stato fatto in Finlandia per la produzione di varieta
a taglia ridotta utili per la produzione di seme, come
la varieta Finola.

La fibra di canapa & molto versatile dal punto di vista
dell’utilizzo tecnologico, con applicazioni importanti
nell’edilizia (isolamento termico e resistenza sismica:
le case costruite con mattoni contenenti fibra di ca-
napa resistettero al terremoto che colpi nel 2015 la
Romagna) e nel tessile. Tuttavia, la coltivazione an-
cora limitata rende la fibra costosa rispetto alle altre
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alternative. L'espansione della coltivazione ridurra
significativamente il suo costo, ma un contributo im-
portante potrebbe anche essere fornito dal recupero
degli scarti di pulitura della pianta per I'isolamento
del CBD, che vi e contenuto in concentrazioni im-
portanti anche superiori al 2%. Il CBD e attualmente
utilizzato per una nicchia farmacologica, in quanto &
registrato per il trattamento di forme di epilessia che
non rispondono ad altri farmaci. Tuttavia, secondo
quanto riportato nelle comunicazioni agli investitori
di GW Pharmaceuticals [11], 'azienda farmaceuti-
ca che ha registrato Epidiolex, oltre 50.000 pazienti
affetti dalla sindrome di Dravet e di Lennox-Gastaut
potrebbero avere un beneficio dalla cura. Dato che
la terapia richiede circa 200-400 grammi all’anno di
principio attivo, si puo facilmente calcolare una ri-
chiesta annuale di CBD farmaceutico di 10-20 tonnel-
late solo per I'indicazione terapeutica attuale. Il CBD
e anche utilizzabile in cosmetica per le sue proprieta
anti-inflammatorie e possiede proprieta anti-acne im-
portanti, legate alla sua triplice azione anti-inflamma-
toria, anti-batterica e sebo-regolatrice. Gli utilizzi nel
campo cosmetico-topico e gli studi clinici in corso su
altre malattie neurologiche gravi e debilitanti (morbo
di Parkinson, morbo di Alzheimer) rendono plausibile
un aumento importante dei volumi nei prossimi anni.

Conclusioni

La produzione di CBD ad uso farmaceutico puo es-
sere realizzata con approcci diversi, che vedono il
consueto confronto tra I'estrazione e la sintesi totale.
Sebbene il prodotto abbia una struttura relativamente
semplice rispetto ad altri derivati di origine vegetale
e gli schemi preparativi richiedano un numero molto
limitato di passaggi, la sintesi totale ha rese piuttosto
modeste a causa della formazione di notevoli quantita
di sottoprodotti strutturalmente simili all’ingrediente
attivo e quindi difficilmente eliminabili. Nell’ambi-
to dell’estrazione del prodotto da fonti vegetali, il
dilemma riguarda la scelta del materiale vegetale di
partenza: una canapa ad alto costo ed alto titolo in
CBD coltivata a questo solo scopo rispetto a frazioni
di risulta dalla produzione di seme ad uso alimentare.
L'innesto della produzione di CBD di grado farmaceu-
tico puo beneficiare e, allo stesso tempo, contribui-
re allo sviluppo della nascente filiera di coltivazione
della canapa industriale; in quest’ottica si configura il

progetto comunitario GRACE, coordinato dall’Univer-
sita di Hohenheim (Germania), al quale partecipano
come partner italiani Indena, I"'Universita Cattolica del
Sacro Cuore di Piacenza ed il Consorzio di Bonifica
di Piacenza [12]. Questo approccio sembra avere un
potenziale economico superiore alle altre alternative,
oltre ad essere molto vicino al concetto di filiera di
produzione integrata e “circolare” che ha caratteristi-
che di sostenibilita ambientale decisamente superiori.
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CBD as Active Pharmaceutical Ingredient

By integrating the production of the antiepileptic
drug cannabidiol (CBD) into the industrial supply
chain of hemp, a process more sustainable and
environmentally friendly compared to its synthesis
and extraction from high content hemp varieties
can be developed.
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Le Cosmicomiche di I. Calvino, il saggio Anatomia comparata degli angeli di G.T. Fechner,
e lo scritto di H. Kopp intitolato Aus der Molecular-Welt (Dal mondo molecolare) ci offrono
divertenti e surreali narrazioni con aspetti fantachimici di differente stile, in cui figurano

impegnati atomi e molecole.

Accanto agli argomenti strettamente legati alla mia
professione di chimico, mi & sempre piaciuto col-
tivare e trattare poi in qualche mio scritto temi attinenti
quella zona di confine fra la cultura scientifico-tecno-
logica e quella umanistica [1, 2]. Ho gia avuto modo
di esporre le ragioni di fondo di questa inclinazione,
che si sintetizzano nell’intento ambizioso di associarmi
virtualmente ai tanti che, con un impegno certamen-
te pit grande e piu qualificato, mirano ad abbassare
le barriere fra le due culture [1b]. Ridimensionando
le eccessive pretese, va ribadito comunque che anche
per il presente articolo vale la regola secondo la quale
I'obiettivo sufficiente a gratificare chi scrive alla fine e
costituito dall’interesse e dal diletto suscitati nel lettore.
Questo contributo vede ancora inalterato lo scenario
in cui le vicende narrate si svolgono. E lo scenario
del mondo degli atomi e delle molecole che incanta-
no il chimico, e non solo. Articoleremo la narrazione
procedendo per autore. La precedenza verra data ad
Italo Calvino e alla sua opera Le Cosmicomiche [3]. In
altri articoli abbiamo gia incontrato questo autore ed

abbiamo visto come // visconte dimezzato rappresen-
ti un pregevole caso di “chimica velata” [1a]. Inoltre
abbiamo avuto modo di apprezzare il suo commento
dei versi di Raymond Queneau in Piccola cosmogonia
portatile, talvolta decifrati con l’assistenza di Primo
Levi [1c]. Le ilari avventure di carattere cosmologico
narrate nello scritto Le Cosmicomiche [3, 4], e che
coinvolgono la chimica, trovano ora un’appropriata
collocazione. Passeremo poi ad uno scritto inconsue-
to dello scienziato tedesco Gustav T. Fechner [5], in
cui la chimica fa una sorprendente comparsa nella
parte finale. Seguira un viaggio immaginario nel mon-
do molecolare secondo un percorso descritto dal chi-
mico e storico tedesco Hermann FE.M. Kopp nel 1882
in un suo breve volume [6a] che nel 2002 é stato tra-
dotto in inglese, ampiamente annotato e presentato
dallo storico Alan J. Rocke [6b]. La cifra che acco-
muna queste tre opere & costituita dall’'umorismo che
trapela dagli scritti.

Italo Calvino: Le Cosmicomiche

Fra i grandi scrittori italiani Italo Calvino (1923-1985)
fu uno dei pochi a possedere una valida cultura scien-
tifica. Tale dote gli derivava anche dall’essere figlio di
Mario, che svolse attivita di agronomo sia in Italia che
all’estero, e di Eva Mameli, laureata in scienze natura-
li, assistente di botanica all’Universita di Pavia, e suc-
cessivamente titolare della cattedra nella stessa disci-
plina prima all’Universita di Catania e poi a quella di
Cagliari. Allargando lo sguardo nella parentela si trova
che Calvino ebbe due zii chimici, di cui uno professo-
re universitario, sposati a due zie chimiche. Nel 1941
si avvio a seguire le orme del padre iscrivendosi alla
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facolta di Agraria dell’Universita di Torino, dove Mario
era incaricato di agricoltura tropicale. Dopo aver su-
perato alcuni esami del corso di laurea, i suoi interessi
mutarono. Passo a lettere nella stessa universita e con-
segui la laurea. Piu tardi affermo: “I miei erano botani-
ci [...] Forse sono diventato scrittore per fuggire dalla
scienza... Poi ci sono ritornato naturalmente, come in
un percorso circolare. Mi sono avvicinato alla scienza
attraverso I'astronomia” [4].

Opere di ltalo Calvino (D

Italo Calvino / Le Cosmicomiche

OSCAR MONDADORT

Nel 1965 Calvino pubblico il nucleo principale delle
storie che costituirono Le Cosmicomiche [3], alcune
delle quali erano gia apparse poco tempo prima su
quotidiani o riviste. Si tratta di dodici racconti in cui
I'autore affronta in un’atmosfera surreale ed in modo
gioioso temi cosmologici. Ogni racconto & preceduto
da un riferimento (quasi un esergo) a qualche teoria
scientifica correlabile con il contenuto della storia e
ritenuta valida almeno al momento della stesura dello

scritto. Si sarebbe subito portati a definire le cosmico-
miche come fantascientifiche, ma il termine non parve
da subito adeguato né all’autore né ai critici. Secondo
Montale [3] si tratterebbe di fantascienza all’incontra-
rio. 'autore in effetti non fantastica sul futuro, immagi-
nando l'entrata in scena di quello che oggi & impensa-
bile realizzare, ma guarda al lontano passato e scrive
vicende immaginarie muovendosi liberamente nello
spazio e su una scala del tempo di miliardi di anni
senza un ordine cronologico definito. Il protagonista
dei racconti e un essere che dovrebbe avere la stes-
sa eta dell’'universo e che, di volta in volta, possiamo
immaginare diverso (uomo, rettile, mollusco). Il suo
nome & palindromo, Fqwqf. Tratto distintivo: ha una
particolare inclinazione a narrare il passato.

Dopo queste premesse siamo in grado di arrivare al
cuore di quanto & di nostro specifico interesse. La ta-
vola periodica & spesso presente nei racconti, nel com-
plesso con un discreto numero dei suoi elementi. La
partecipazione piu significativa si realizza nelle cosmi-
comiche dal titolo Giochi senza fine e Quanto scom-
mettiamo. Nella premessa scientifica della prima delle
due storie si fa riferimento alla teoria dello stato stazio-
nario (che e stata contrapposta alla teoria del big bang,
ma oggi gode di scarso sostegno), secondo la quale se
le galassie si allontanano la rarefazione dell’universo e
compensata dalla formazione di nuove galassie com-
poste di materia che si crea ex-novo. La densita media
dell’universo si mantiene stabile se si crea un atomo
di idrogeno ogni 250 milioni d’anni per 40 centimetri
cubi di spazio in espansione. La premessa ci fa intuire
che avremo a che fare con atomi di idrogeno. E nella
storia che segue & subito Qfwfq a raccontare che cono-
sceva bene gli atomi di idrogeno poiché nell’universo
ai tempi della sua infanzia erano i soli giocattoli dispo-
nibili. Assieme al suo coetaneo Pfwfp giocava usando-
li come biglie ed, essendo lo spazio curvo, facendoli
correre lungo la sua curva. In breve, chi mandava pit
avanti il suo atomo vinceva. Il gioco non era poi tanto
semplice perché bisognava calcolare bene gli effetti, le
traiettorie, i campi magnetici ed i campi di gravitazio-
ne, altrimenti la pallina finiva fuori pista ed era elimina-
ta. Occorreva inoltre calibrare le forze dell’urto poiché
se era troppo forte dal cozzo di due atomi di idrogeno
se ne poteva formare uno di deuterio o addirittura di
elio, e quelli erano da scartare ai fini della partita. In
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una prima fase il gioco appassionava molto i due ra-
gazzi, ai quali piaceva integrare il numero di biglie con
atomi di idrogeno nati da poco con la breve frequen-
za di uno ogni 250 milioni di anni. Pfwfp conosceva
tutti i luoghi dove gli atomi venivano scodellati e ne
raccolse tanti da far insospettire il compagno sulle sue
reali intenzioni: non gli servivano per vincere al gioco
ma aveva in animo di crearsi un universo tutto suo. Il
nostro eroe prese le contromisure mettendo in giro nei
luoghi pill frequentati degli atomi falsi da lui costruiti
appallottolando e incollando con la saliva un po’ di
radiazioni fotoelettriche, limatura di campi magnetici
e qualche neutrino perduto per via. Giocando d’anti-
cipo, sfidd I'amico a creare galassie per attaccarsi alle
loro code. Qfwfq riusci subito nello scopo mentre I'a-
mico che usava gli atomi falsificati falli miseramente.
La storia va avanti con Pfwfp che finalmente realizza il
suo piano e parte alla ricerca dell’amico nello spazio
per continuare a competere. Noi li lasciamo nell’im-
mensita impegnati nel loro confronto che non ha piu
bisogno della chimica.

La teoria del big bang € menzionata nella premes-
sa scientifica della cosmicomica Tutto in un punto.
Nella storia relativa gli elementi chimici non hanno
un ruolo di rilievo. Infatti vengono nominati soltan-
to “certi isotopi del berillio” che si trovavano anche
essi nell’unico punto in cui stava pigiato tutto quanto
sarebbe servito a formare |'universo in seguito al big
bang. C’era anche il nostro Qfwfq il quale ci ricorda
che in quello stato di compressione, cosi grande da
ridurre tutto ad un punto, una cara signora, simpati-
ca a tutti, esclamo: “Ragazzi, avessi un po’ di spazio,
come mi piacerebbe farvi le tagliatelle!”. Tutti comin-
ciarono ad immaginarla subito mentre metteva in atto
il suo generoso proposito. Il pensiero volo alla farina,
al grano e al sole che I"avrebbe fatto crescere, ai pia-
neti, alle galassie e ad altro ancora. E tutto si generava
mentre veniva pensato.

Altro racconto in cui gli atomi giocano un ruolo si-
gnificativo e costituito dal racconto Quanto scommet-
tiamo. Nella premessa scientifica Calvino, esordisce
scrivendo che “La logica cibernetica applicata alla
storia dell’Universo é sulla via di dimostrare come le
Galassie, il Sistema solare, la Terra, la vita cellulare non
potessero non nascere”. Prosegue poi con una breve
sinossi della teoria. Nella narrazione il nostro Qfwfq
con la consueta presunzione afferma che “fin dall’ini-

zio aveva scommesso che ['universo ci sarebbe stato e
I"azzecco, e che anche sul come sarebbe stato vinse
parecchie scommesse”. Un giorno formulo la previ-
sione dell'imminente formazione di atomi di idrogeno.
Non aveva finito di divinare e gia attorno a ogni atomo
aveva preso a vorticare il suo elettrone. Un’enorme
nube di idrogeno si stava condensando nello spazio.
Quando cominciarono a comparire gli elementi i due
amici usavano quelli piu rari come posta per le loro
scommesse. Ma col tecnezio, il piu raro di tutti, Qfwfq
ebbe una profonda delusione poiché tale elemento,
che aveva accumulato in gran quantita con il gioco,
risultd instabile e svani presto tutto in radiazioni. An-
che la natura degli elementi in formazione costituiva
oggetto di scommesse non sempre azzeccate. Noi la-
sciamo qui la coppia di giocatori. Ma la storia procede
con una serie di allegre puntate riguardanti eventi che
sarebbero avvenuti nel lontano futuro, anche miliardi
di anni dopo.

Opere di ltalo Calvino (D
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Italo Calvino / Tutte le Cosmicomiche
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La lettura dell’opera in esame presenta altri momenti
in cui tocca alla chimica entrare in scena. Ad esem-
pio, nella storia Sul far del giorno il fratello di Qfwfg,
meglio noto col soprannome Rwzfs di nichel, per una
sua presunta antica familiarita con questo elemento,
e considerato un tipo di modesta intelligenza, ma suo
fratello cerca di attenuare le deficienze del familiare
affermando che “era sempre stato un po’ tardo, questo
si, ma non di tipo metallico, anzi piuttosto colloidale”.
Altre cosmicomiche sono state scritte da Calvino [4].
Ma dopo il primo gruppo dei dodici racconti [3] da cui
abbiamo attinto fin qui la leggerezza delle astro-fiabe
non traspare piu quella gaiezza che é richiesta per tro-
vare posto nel presente articolo.

Gustav Theodor Fechner:

Anatomia comparata degli angeli

Gustav Theodor Fechner (1801-1887) fu una complessa
figura di scienziato tedesco di vasta cultura e molteplici
interessi. Studio prima medicina, poi passo alla fisica.
Tradusse dal francese alcuni trattati di fisica e chimica
e diresse anche la pubblicazione di vari compendi ri-
guardanti queste discipline. Fu influenzato dai filosofi
della natura tedeschi e usando lo pseudonimo “Dottor
Mises”, pubblico parecchi scritti su temi filosofici ed an-
che poemi e saggi riguardanti arte e letteratura. Fu ap-
prezzato da Gadda e da Freud, che lo cita piu volte in
Linterpretazione dei sogni. Nel 1834 divenne professore
di fisica all’Universita di Lipsia e si concentro sulla ricer-
ca sperimentale. Tra le sue opere va ricordato il volume
Elementi di psicofisica in cui viene formulata la legge di
Weber-Fechner, secondo la quale “I’intensita della sen-
sazione varia col logaritmo dell’intensita dello stimolo”.
Nel breve saggio Verglei-
chende Anatomie der En-
gel (Anatomia comparata
degli angeli) [5] egli porta
avanti l'idea che gli angeli
non siano altro che crea-
ture solari, in senso non
metaforico ma letterale,
in quanto vivono nelle
immediate vicinanze del
sole. Sono translucidi e
comunicano fra di loro
= variando di colore. Con-
clude Fechner nel suo

GusTav Turonor FrcHNER

ANATOMIA COMPARATA
DEGLI ANGELI

saggio: “La mia ipotesi sugli angeli e quindi la seguen-
te: alcuni sono riempiti di ossigeno, altri di idrogeno,
maschi i primi, femmine gli altri. Si innalzano continua-
mente al di sopra della superficie solare, si accoppiano
e, grazie al processo di combustione dell’idrogeno con
l'ossigeno, generano la luce che proviene dal Sole e
che ci illumina, segno delle avvenute loro nozze.” Os-
serva Odifreddi: “con I'idrogeno e I'ossigeno la teoria
fa acqua” [7], ed & impossibile non essere d’accordo.
L'insuccesso della teoria € anche testimoniato dal fatto
che ancora oggi imperversano le discussioni sul sesso
degli angeli. Incidentalmente, prima di passare oltre,
vorrei ricordare che anche nella Antologia di Spoon
River (poesia Trainor il farmacista) |’ossigeno & associa-
to al maschio e I'idrogeno alla femmina (ossigeno lui,
lei I'idrogeno, il figlio un fuoco devastatore) [1al.

Alan J. Rocke e Hermann Frantz Moritz Kopp:
From the molecular world.

A nineteenth-century science fantasy

Alan J. Rocke, dopo una formazione come chimico,
nel 1975 consegui il titolo di Ph.D. in storia della
scienza all’Universita di Wisconsin-Madison. In segui-
to copri la posizione di professore di storia alla Case
Western Reserve University di Cleveland. Nel 2002
Rocke tradusse in inglese, annotandolo ampiamente
e corredandolo di adeguata presentazione, un breve
scritto dal titolo Aus der Molecular Welt [6a] di Her-
mann Kopp e all’articolato lavoro di traduzione [6b]
associo anche il proprio nome. Kopp (1817-1892)
nacque a Hanau, (Germania). Nel 1838 consegui il
dottorato e la Venia Legendi (abilitazione all’insegna-
mento) in Scienze Fisiche presso |'Universita di Mar-
burgo. In seguito si trasferi a Giessen dove svolgeva la
sua attivita Justus von Liebig del quale divenne un caro
amico. Nonostante la vicinanza col grande chimico i
compiti di Kopp furono in larga misura di tipo didatti-
co. Inoltre svolse un’impegnativa attivita come storico
della chimica (opera principale: Geschichte der Che-
mie, in quattro volumi 1843-1847), che gli fece con-
seguire una fama di rilievo nel settore. Fu anche molto
attivo nella veste di responsabile della rivista Annalen
der Chemie und Pharmacie, compito che aveva eredi-
tato da Liebig. In seguito occupo la posizione di pro-
fessore di chimica teorica. Considerati i suoi meriti,
varie universita mostrarono interesse ad averlo come
loro docente. Nel 1864 accetto la proposta dell’Uni-
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versita di Heidelberg, forse stimolato dalla presenza in
quella sede di Robert Bunsen, che era un suo amico.
Li si impegno nell’insegnamento e nella pubblicazio-
ne di altri volumi di storia della chimica, di cui uno
sull’alchimia. La mancanza di fondi e di un adeguato
laboratorio pose grossi limiti alla sua attivita scientifi-
ca. Pur trovandosi in queste condizioni critiche riusci
a condurre a lungo ricerche concernenti le relazioni
fra struttura e proprieta, dando un fondamentale con-
tributo, tra I'altro, allo studio della grandezza chiama-
ta “volume specifico” e talvolta anche “volume mo-
lecolare”, oggi nota, in effetti, come volume molare.

R BRIEFS IN MOLECULAR SCIENCE

—y

Alan J. Rocke - Hermann If.t}[;p

. From the
Molecular World
A Nineteenth-Century

g Science Fantasy :

Aus der Molecular-Welt fu scritto da Kopp, amplian-
do una stesura preliminare, con l'intenzione di farne
omaggio a Bunsen in occasione del suo settantunesi-
mo compleanno (31 marzo 1882). Nella circostanza
Kopp invio il volume a Napoli, dove Bunsen era in va-
canza con un collega. Va anche ricordato che almeno
in un altro paio di occasioni Kopp e Bunsen avevano
passato le vacanze nella stessa citta. Lo scritto fu anche
inviato a Kekulé e ad altri eminenti chimici dell’epo-
ca. Successivamente usci la prima edizione regolare
del volume. | giudizi sull’opera furono molto positivi.
Kekulé scrisse che da anni non gli era capitato di di-
vertirsi tanto e considero lo scritto “genuina scienza
vestita di garbato umorismo”. Sulla stessa linea Hans
Goldschmidt affermo che tutti i chimici dotati di senso
dell’'umorismo avrebbero dovuto leggere il volume.

[l tema del libro & rappresentato dalla visita di un
gruppo di turisti tedeschi, di cui dovrebbe far parte
Kopp, ad un’immaginaria esposizione molecolare

permanente, che si svolgeva a Napoli ed utilizzava,
allo scopo, grandi palloni di vetro in un ambiente
simile all’allora nuovo acquario della citta. Il nome
dato al sito fu “aerarium”, poiché la modifica fonda-
mentale era costituita dal fluido (dall’acqua allaria) in
cui le molecole potevano essere osservate “in liberta”
dai visitatori. Il termine inventato dal colto Kopp non
fu una scelta particolarmente felice perché in latino
aerarium significa “erario”. | temi principali che Iau-
tore riesce a trattare muovendosi in questo contesto
sono costituiti da valenza, struttura molecolare, teoria
cinetica dei gas, teoria delle soluzioni ed elettrolisi.
Verranno qui ricordati solo pochi aspetti di piu stret-
ta pertinenza allo spirito dell’articolo, estrapolandoli
dalle dettagliate considerazioni fatte dall’autore per
ciascuno dei temi affrontati con la competenza del
chimico e dello storico.

| visitatori dell’aerario si accorgono subito che gli
atomi presentano delle caratteristiche antropomorfe.
Sono dotati di un numero variabile di mani. Ad esem-
pio, molecole semplici quali H,, Cl,, N, sono formate
da atomi con una o tre mani che stringendosi portano
alla loro origine. Seguendo questa “raffinata” teoria,
che oggi potremmo chiamare “metodo del valence
hand”, il carbonio ha quattro mani, che nel caso del
relativo diossido vengono impegnate tutte e quattro
con le due mani di ciascun ossigeno, mentre quando
si forma il monossido due stringono quelle dell’ossi-
geno, mentre due rimangono a riposo stringendosi tra
di loro. Le molecole si muovono a velocita molto ele-
vata con un moto rettilineo che muta direzione dopo
ogni urto. L'osservazione induce Kopp a paragonarle
a personaggi di opere liriche in continuo movimento
(Leporello del Don Giovanni di Mozart: “notte e gior-
no a faticar per chi nulla sa gradir”; Figaro de Il Barbie-
re di Siviglia di Rossini: “Figaro qua, Figaro la...). Va
notato che riferimenti alla letteratura, alla musica, alla
danza, a metafore e al folclore sono continuamente
utilizzati nello scritto.

Dopo aver visitato lo stand in cui sono mostrati |"alco-
ol metilico e I'alcool etilico, indicati con i loro vecchi
nomi, spirito di legno e spirito di vino, rispettivamente,
si incontrano gli acidi (acido formico ed acido acetico
con un suo isomero costituzionale, il formiato di me-
tile). Si raggiunge quindi il “Compartimento Aromati-
co”, ambiente in cui l'attrazione principale & il benze-
ne. Nell’anello esagonale i sei atomi di carbonio con
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le loro piccole faccine nere guardano verso |’esterno.
Le strette di mano danno legami fra gli atomi come ci
aspetteremmo. Nel contempo questi si impegnano in
un vivace girotondo e quando si arriva all’atteso ...e
tutti giu per terra ogni atomo si accovaccia.
Nell’ambito della discussione su raggruppamenti gia
pronti a formare molecole unendosi a qualche altro
partner con una mano disponibile, molto allegro ap-
pare il siparietto di un club di danza che si osserva ol-
tre i vetri. Si possono incontrare gruppi metilici, etilici,
amilici, che la fantasia dell’autore trasforma in ragazze
dal nome Metilia, Etilia, Amilia (quest’'ultima di taglia
forte), tutte appartenenti alla famiglia degli Alchili, le
quali si uniscono ad altri gruppi formando una coppia
molecolare di ballerini. Molto comune fra i partner &
un tipo che si presenta dicendo: “Il mio nome é Os-
sidrile”. Come succede in ogni club simile, il pette-
golezzo & un’attivita molto diffusa. Ma su questo va
mantenuto uno stretto riserbo.

Concludiamo qui con i commenti allo scritto di Kopp,
ricordando che egli, sempre con particolare riferimen-
to alla fase gassosa, si interessa anche di costituzione
del mondo molecolare. Sembrerebbe un tema gia con-
siderato, ma qui “costituzione”, invece di riguardare
aspetti strutturali, si riferisce alle leggi fondamentali
che regolano la vita della comunita, dove il principio
di base deve essere I'eguaglianza. L'organizzazione
dello stato funziona senza alcuna autorita ufficiale,
ogni molecola amministra la legge da sola ed & auto-
rizzata ad intervenire ove e quando risulti necessario.
Le leggi presentate sono valide per un comportamen-
to ideale. Ma questo non avviene sempre, cosa che si
verifica anche per una comunita di persone. Nel con-
fronto fra le due societa il merito di una minor devian-
za, secondo Kopp, spetta alla comunita molecolare.
Dopo aver visitato altri reparti (incluso un comparti-
mento dedicato alla fase liquida) sui quali non ci sof-
fermeremo, il gruppo di visitatori tedeschi decide di
ritornare all’Hassler, un hotel allora molto famoso,
posto in una splendida posizione di Napoli, che perd
non esiste piu dal 1918, essendo stato posto sotto se-
questro dallo stato italiano ed utilizzato per strutture
universitarie ed altro.

Noi ci fermeremo qui a riflettere, soddisfatti del lungo
viaggio dallo spazio cosmico al piccolo mondo mole-
colare. Il percorso seguito, caratterizzato dall’osserva-
zione di scenari diversi, dall'immensita dello spazio

alle piccole strutture molecolari, ci ha anche consen-
tito di valutare due modi di narrare la scienza, che si
differenziano per la caratura degli autori e la tipolo-
gia di soggetto trattato. Calvino ha bisogno di poche
pennellate per descrivere atmosfere che stimolano la
nostra immaginazione. Kopp, da scienziato che deve
discutere un tema senza tanti gradi di liberta, fa ricorso
alla sua vasta cultura, da cui attinge continue e grade-
voli metafore. | bizzarri paradossi di Fechner fanno da
intermezzo con un loro fascino che deriva dall’incon-
sueto tema trattato e dalle inverosimili ipotesi. L'ironia
con cui Fechner si congeda improvvisamente nelle ul-
time righe dello scritto induce il lettore a ritenere che
sia stato tutto un divertissement, tranquillizzandolo
sulla salute mentale dello scienziato. Non meraviglia
che il saggio sugli angeli sia stato incluso fra i volumi
consigliati per una biblioteca scientifica universale [7].
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Cheerful Chemistry

Three writings, i.e. Le Cosmicomiche (Cosmicomics)
by I. Calvino, Anatomia comparata degli angeli (Com-
parative anatomy of the angels) by G. T. Fechner, Aus
der Molecular-Welt (From the molecular world) by H.
Kopp present joyful and surreal tales of different style,
but all involving atoms and molecules.
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ALLA RICERCA DELLA
COOPERATIVITA IN CATALISI

La cooperazione tra molecole o gruppi funzionali presenta molto spesso vantaggi molto rilevanti
nell’accelerare processi catalitici o nell’attivare meccanismi di reazione non presenti quando le
molecole sono isolate. Tale cooperazione (o cooperativita, come si definisce in ambito chimico)
per instaurarsi richiede che i partner svolgano ruoli diversi ma finalizzati allo stesso obiettivo.

vita tra molecole porta a effetti catalitici
sorprendenti, come pure a costanti di
affinita aumentate di diversi ordini di
grandezza. Quest'ultimo aspetto & stato
oggetto di diversi studi che hanno cer-
cato di definire e quantificare la coope-
rativita tra molecole diverse [2, 3]. La
descrizione della cooperativita in am-
bito catalitico € invece ancora elusiva,
almeno dal punto di vista quantitativo.
Nel nostro laboratorio da molti anni
studiamo sistemi in grado di accelera-
re una reazione chimica con un mec-
canismo cooperativo e qui cerchero di
illustrare alcuni esempi significativi del
nostro lavoro [4].

La cooperativita richiede la presenza in
una stessa molecola di piti gruppi fun-
zionali (almeno due) o la formazione di
cluster di molecole in uno stesso siste-
ma, tenute assieme da interazioni co-

Se tra gli esseri viventi la cooperazione rappresenta
un vantaggio sia per il gruppo che per il singolo
individuo [1] cosa possiamo dire delle molecole? In
realta anche fra di esse la sinergia tra gruppi funziona-
li (come nel caso del sito catalitico di un enzima) o tra
molecole diverse (come tra i lipidi di una membrana)
avviene molto pit di frequente di quanto si possa cre-
dere. Per questo € stato coniato il termine cooperativi-
ta per differenziarlo dalla cooperazione. La cooperati-

valenti (es. dendrimeri) o non covalenti
(es. micelle). Molti di questi sistemi sono anche mul-
tivalenti [5] per la contemporanea presenza di diverse
copie di uno stesso gruppo funzionale o di clusters di
gruppi funzionali. Multivalenza e cooperativita spesso
sono proprieta di uno stesso sistema.

Le reazioni di cui ci siamo occupati sono prevalente-
mente reazioni di idrolisi di esteri carbossilici o fosfo-
rici in ragione del fatto che il loro meccanismo & in
genere ben compreso e vi sono esempi di confronto
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Fig. 1 - In alto a sinistra e riportata la struttura del peptide che
assume una conformazione ad elica in soluzione acquosa come

e riportato in basso a sinistra. A destra un possibile meccanismo
cooperativo per la scissione del DNA plasmidico utilizzando lo
stesso peptide come complesso con 2 ioni Zn(ll)

assai stimolanti, come quelli costituiti dagli enzimi
idrolitici. Per poter asserire che un sistema catalitico
& davvero cooperativo bisogna dimostrare che la sua
attivita e superiore a quella che si osserverebbe con
un analogo sistema i cui componenti operassero in
maniera indipendente |'uno dall’altro. L'analisi & resa
pit complessa dal fatto che ciascuno dei componen-
ti di un sistema cooperativo molto spesso opera con
un meccanismo diverso, anche se si tratta dello stes-
so gruppo funzionale. Per illustrare questo concetto
prendero in considerazione come primo esempio I'i-
drolisi di un estere fosforico catalizzata da ioni me-
tallici. Usualmente una fosfoesterasi presenta almeno
due di essi nel suo sito catalitico, ciascuno con ruoli
ben precisi e diversi dall’altro: attivazione del nucleofi-
lo, attivazione del substrato ed, infine, attivazione del
gruppo uscente [6]. Nell’eptapeptide elicoidale di Fig.
1 sono presenti due copie di un amminoacido sinte-
tizzato nel nostro laboratorio che € in grado di com-
plessare ioni Zn(ll) con una costante di affinita assai
elevata attraverso il triazaciclononano presente in ca-
tena laterale [7]. La conformazione ad elica consente
di collocare i due complessi metallici ad una distanza
appropriata per cooperare nel processo idrolitico di
un estere fosforico, come abbiamo verificato sia usan-
do un substrato modello che il DNA plasmidico. In
quest’ultimo caso abbiamo potuto dimostrare che |'a-
nalogo peptide con un solo ione metallico & almeno
300 volte meno reattivo del sistema dinucleare [8]: un
chiaro esempio di cooperativita.

Se nell’esempio precedente i due ioni metallici erano
in grado di interagire ambedue direttamente con la
funzione fosfoesterea, i due ioni Co(lll) del macroci-
clo di Fig. 2 sono collocati ad una distanza tale da
non poter interagire direttamente con il fosfato [9].
Ciononostante siamo riusciti a dimostrare che anche
in questo caso esiste cooperativita tra i due mediata
da una molecola d’acqua coordinata ad uno dei due
ioni Co(lll): un meccanismo diverso da quello pre-
sente nel caso del peptide di Fig. 1 e probabilmen-
te presente in enzimi che presentano pit di due ioni
metallici in prossimita del sito catalitico. Si tratta di un
contributo meno importante ma quantificabile. Con
questo risultato abbiamo potuto dimostrare che que-
sto ione metallico “remoto”, sul cui ruolo esistevano
ipotesi diverse, puo portare ad un’accelerazione della
reazione significativa.

Nei sistemi precedenti la struttura delle molecole era
stata progettata per disporre gli ioni metallici nella
posizione migliore per cooperare nel processo idroli-
tico. L'esempio che segue invece mostra come la rea-
lizzazione del sito catalitico cooperativo possa essere
il risultato di un cambiamento conformazionale. Nel
caso specifico, tale cambiamento conformazionale &
il risultato della complessazione di uno ione metalli-
co che svolge quindi un ruolo allosterico. Il sistema
e costituito da una piattaforma tetramminica (tris-am-
minoetilammina, TREN) nella quale, a ciascuna delle
ammine primarie, € stato legato un piccolo peptide ad
elica che include una copia dello stesso amminoaci-
do che abbiamo visto nell’'esempio di Fig. 1, in grado
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Fig. 2 - In alto a sinistra la serie di macrocicli in grado di
complessare due ioni Co(lll) sintetizzati. In basso a sinistra e
riportata invece la struttura ottimizzata del complesso dinucleare
piu efficiente nell’idrolisi di un diestere dell’acido fosforico.

A destra é riportato il meccanismo suggerito dai dati cinetici
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Fig. 3 - In alto a sinistra e riportata la formula della molecola ottenuta legando ad una
piattaforma costituita dalla tris(1,2-diamminoetillammina (TREN) tre copie del peptide riportato
in basso a sinistra (visto lateralmente e lungo il suo asse). A destra la struttura del complesso
tetranucleare di Zn(ll) dove si crea il sito catalitico per la scissione del diestere fosforico

di formare un complesso con Zn(ll) [10]. La realizza-
zione del sito catalitico in cui si vanno a collocare i
tre ioni Zn(ll) viene garantita da un quarto ione Zn(ll)
che coordinandosi al TREN provoca la chiusura dei
tre bracci funzionalizzati con i peptidi. L'orientamen-
to dei complessi metallici, come illustrato in Fig. 3, e
favorito dalla presenza di ioni ammonio, su ciascuno
dei peptidi, rivolti verso la soluzione acquosa. Il si-
stema tetrametallico si e rivelato un ottimo catalizza-
tore del processo di transesterificazione di un estere
fosforico modello del RNA. E interessante mettere in
evidenza come anche la fosfatasi alcalina, un enzima
deputato alla scissione di un legame fosfoestereo, pre-
senti uno ione metallico non coinvolto nella catalisi
ma che gioca un ruolo di controllo della conforma-
zione (o allosterico) dell’enzima, indispensabile per-
ché esso possa svolgere la sua azione catalitica.

Sistemi pitt complessi dei precedenti sono costituiti da
nanoparticelle di oro (AuNP) [11] costituite da cluster
di atomi di oro(0) la cui superficie e stata passivata
con un monostrato di molecole organiche funziona-
lizzate da una parte con un tiolo (per I'ancoraggio alla
superficie dell’oro) e dall’altra con un legante in grado
di formare un complesso stabile con ioni Zn(ll) [12].
Ciascuna nanoparticella presenta sulla superficie di-
verse unita di complessi di Zn(ll) (circa 60 per un dia-
metro del nocciolo d’oro di 2 nm): si tratta quindi di
un sistema multivalente. Sfruttando un meccanismo
come quello illustrato in Fig. 1, & quindi possibile re-
alizzare fino a circa 30 siti catalitici cooperativi per
I'idrolisi di un diestere fosforico. Usando un substrato
modello del RNA, abbiamo potuto dimostrare che,

in effetti, questo & quello che
succede (Fig. 4). La straordi-
naria situazione che si realiz-
za nel monostrato che passiva
il nocciolo d’oro (prossimita
tra gli ioni metallici, desolva-
tazione rispetto alla soluzio-
ne acquosa, ottimizzazione
dell’interazione del substrato
con il sito catalitico) ci ha
permesso di realizzare quello
che e il miglior catalizzatore
sintetico per 'idrolisi di que-
sto substrato modello che sia
mai stato realizzato fino ad
oggi [13]. La caratteristica chiave di questi sistemi sta
nelle cooperativita che si esercita sia nella comples-
sazione del substrato che nel processo catalitico vero
e proprio. Per questo, in analogia con gli enzimi, li
abbiamo chiamati nanozimi. Reattivita e complessa-
zione possono essere determinati, come negli enzimi,
sfruttando |’equazione di Michaelis Menten. AuNP,
funzionalizzate con un legante diverso da quello uti-
lizzato in precedenza, hanno dimostrato una straor-
dinaria proprieta nell’idrolisi del DNA plasmidico: la
capacita di scindere legami fosfoesterei in filamenti
diversi portando alla linearizzazione del polimero

Fig. 4 - In alto la rappresentazione tridimensionale di una particella
di oro cui e legato un tiolo (tra quelli indicati schematicamente in
basso a destra) funzionalizzato con un legante per Zn(ll). In basso
a sinistra e rappresentata ancora la particella d’oro dove si mettono
in evidenza il nocciolo metallico ed il monostrato organico. In

alto a destra e riportato il meccanismo cooperativo di scissione
dell’estere suggerito dai dati cinetici
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coordinazione allo ione Cu(ll) del legante chirale: a sinistra con il
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[14]. Si tratta di un evento assai difficile da realizzare
con un catalizzatore sintetico e che si € reso possi-
bile in questo caso per la multivalenza del sistema.
La presenza di piu siti catalitici sulla superficie della
nanoparticella e la notevole affinita della stessa per il
doppio filamento del DNA plasmidico rendono possi-
bile I'idrolisi di due legami appartenenti a due diversi
filamenti in modo quasi contemporaneo.

La cosa molto interessante che abbiamo osservato nel
corso dei nostri studi e stato |’'emergere, in maniera
del tutto inattesa, di meccanismi cooperativi nuovi
in seguito al confinamento di gruppi funzionali in un
modello di una membrana biologica, come puo es-
sere quello costituito da un aggregato micellare o dal
monostrato che passiva il nocciolo d’oro di una nano-
particella. Il primo caso che illustrero qui e quello co-
stituito dal legante piridinico chirale riportato in Fig.
5. Esso forma complessi molto stabili con ioni Cu(ll)
ed e stato studiato come potenziale catalizzatore della
scissione enantioselettiva di un estere di un amminoa-
cido [15]. La cosa sorprendente che abbiamo osserva-
to e che solamente I’aggregato micellare formato dal
legante dotato di una catena idrocarburica (e quindi
anfifilico) era in grado di catalizzare il processo con
una buona enantioselettivita mentre il legante incapa-
ce di formare aggregati micellari non solo non presen-
tava enantioselezione ma era addirittura un inibitore
del processo di scissione dell’estere. Abbiamo spie-
gato questo diverso comportamento con un cambia-

mento di conformazione del legante nell’aggregato
micellare che comporta il coinvolgimento della fun-
zione alcolica nella coordinazione allo ione metal-
lico. Tale funzione alcolica diventa poi il nucleofilo
nei confronti dell’estere. Nel caso del complesso che
non aggrega, |’acqua compete favorevolmente con la
funzione alcolica, rimpiazzandola nella coordinazio-
ne allo ione Cu(ll). In questo modo il braccio chirale
del legante non svolge pit il suo ruolo di nucleofilo.
[l risultato & un’efficienza molto minore e, soprattut-
to, la perdita del riconoscimento chirale del substra-
to. L'aggregazione, un classico processo cooperativo,
attiva quindi un meccanismo completamente diverso
da quello che si osserva con lo stesso legante in forma
isolata in soluzione acquosa.

Un altro esempio di nuovo meccanismo catalitico
abbiamo avuto modo di osservarlo quando abbia-
mo funzionalizzato il monostrato di nanoparticelle
di oro con piccoli peptidi (Fig. 6) che presentavano
gruppi funzionali potenzialmente attivi nella reazione
di idrolisi di un estere e tipicamente presenti nel sito
catalitico di esterasi o peptidasi [16]. Amminoacidi
potenzialmente coinvolti nella scissione di un estere
modello erano l'istidina (con la funzione imidazolica)
e la tirosina (con la funzione fenolica), oltre all’argini-
na (con il gruppo guanidinico). In effetti utilizzando il
peptide in soluzione acquosa e seguendo la velocita
di reazione in funzione del pH si osserva il coinvol-
gimento come nucleofili sia della tirosina (a pH ca.

pKa=9.9 RJ\OR

Fig. 6 - A sinistra e riportata schematicamente la nanoparticella
d’oro funzionalizzata con una sequenza peptidica opportunamente
funzionalizzata in catena laterale con gruppi in grado di scindere
un estere usato come substrato. A destra sono illustrati i vari
nucleofili coinvolti ai differenti pH. A pH 4,2 si instaura un
meccanismo che é presente solo quando il peptide e legato alla
nanoparticella
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9) che dell’'imidazolo (a pH ca. 7). Quando tuttavia il
peptide viene confinato nel monostrato che passiva una
nanoparticella d’oro, oltre ai due meccanismi prece-
denti se ne instaura un terzo a pH relativamente basso
(ca. 5) che coinvolge sia un gruppo imidazolico pro-
tonato che una funzione carbossilato come nucleofilo
[17]. Si tratta di un nuovo meccanismo cooperativo
chiaramente associato alla vicinanza dei gruppi fun-
zioni di due peptidi diversi nello stesso monostrato di
passivazione.

Le nanoparticelle di oro si prestano molto bene, come
abbiamo visto negli esempi precedenti, per sfruttare
appieno la cooperativita sia a livello di riconosci-
mento molecolare che di catalisi. La loro efficienza
catalitica puo essere modulata o del tutto soppressa
con I'aggiunta di una molecola in grado di competere
in maniera efficiente con il substrato fosfoestereo. |
polianioni si legano molto fortemente ad AuNP catio-
niche (come quelle funzionalizzate con complessi di
Zn(Il)) con costanti di affinita che crescono in funzio-
ne della carica: maggiore & la carica maggiore e I'af-
finita, una classica interazione tra specie multivalenti
[18]. Ad esempio, se a nanoparticelle d’oro analoghe
a quelle di Fig. 4 aggiungiamo ATP o un oligopep-
tide polianionico questi si legheranno alla superficie
della AuNP, impedendo l'interazione con il substra-
to e, quindi, inibendo il processo catalitico che porta
alla sua scissione. L'attivita catalitica puo pero essere
riattivata qualora l'inibitore polianionico venga esso
stesso scisso in frammenti pit piccoli, ciascuno con
una carica limitata e quindi con un’affinita molto mi-
nore per la superficie cationica della nanoparticella.
Una peptidasi specifica per il peptide polianionco o
una ATPasi possono svolgere molto bene questo ruolo
di scindere l'inibitore e, conseguentemente, riattiva-
re |'attivita catalitica della AuNP. Ci troviamo quindi
di fronte alla possibilita di determinare quantitativa-
mente la concentrazione dell’enzima utilizzato attra-
verso un meccanismo a cascata (Fig. 7). Nel primo
passaggio I’enzima idrolizza I'inibitore mentre nel
secondo e la nanoparticella che, riacquistata la sua
attivita, scinde un substrato cromogenico che funge
da indicatore indiretto della presenza dell’enzima
da cui tutto e iniziato. Poiché ambedue i passaggi
sono processi catalitici caratterizzati da un elevato
turn-over, il risultato finale e una doppia amplifica-
zione del segnale di presenza dell’enzima con con-

-'.E‘-_

Fig. 7 - Da sinistra a destra sono riportati gli eventi che portano
alla riattivazione dell’attivita catalitica della nanoparticella

inibita dall’aggiunta di ATP. Dapprima l'enzima idrolizza I'ATP,
successivamente la nanoparticella riprende la sua azione catalitica
rilasciando una molecola colorata che indica la presenza
dell’enzima che ne ha riattivato I'attivita catalitica

seguente elevata sensibilita nel suo riconoscimento.
L'interazione tra specie multivalenti a carica opposta
e alla base della formazione transiente di aggregati di
vescicole che abbiamo avuto modo di studiare [19].
Il tensioattivo costituito dal complesso di Zn(ll) con
il triazaciclononano funzionalizzato con una catena
idrocarburica aggrega, in soluzione acquosa, a con-
centrazioni relativamente elevate (mM). Tuttavia, in
presenza di ATP, gli aggregati (vescicole costituite da
membrane a doppio strato) si formano a concentra-
zioni molto piu basse di tensioattivo. Possiamo quindi
affermare che ATP funge da agente “templante” per
la formazione degli aggregati che a quella concentra-
zione altrimenti non esiterebbero. Tuttavia, in presen-
za di una ATPasi, I'idrolisi scinde I’ATP in frammenti
troppo piccoli per indurre la formazione di aggregati
che quindi si distruggono (Fig. 8). L'aggiunta di ATP
in presenza dell’enzima porta alla nuova formazio-
ne di aggregati, fintantoché € nuovamente idrolizzato
dall’enzima, cosi il processo pud continuare in ma-
niera ciclica. La presenza delle vescicole puo essere
verificata monitorando la fluorescenza di un’oppor-
tuna sonda attiva solamente nell’ambiente lipofilo
della membrana vescicolare. Parimenti la presenza
della membrana delle vescicole consente di condurre
reazioni chimiche che non avvengono in soluzione
acquosa. Il complesso meccanismo cooperativo che
sta alla base dell’interazione ATP-tensioattivi metallici
e dei tensioattivi tra di loro crea quindi delle specie
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Fig. 8 - Da sinistra in senso orario: un complesso metallico di

Zn(11) anfifilico si aggrega in presenza di ATP. Il sistema aggregato,
in presenza di una ATPasi ha una vita limitata al tempo di
permanenza dell’ATP: quando questo viene idrolizzato dall’enzima
il sistema si disaggrega. Una nuova aggiunta di ATP consente di
riprendere il ciclo aggregazione/disaggregazione

transienti (gli aggregati vescicolari) che attivano la
fluorescenza oppure reazioni chimiche. Queste spe-
cie transienti esistono nell’intervallo di tempo neces-
sario per l'idrolisi di ATP da parte dell’ATPasi. Tutto
il processo costituisce un prototipo di chimica “fuori
dall’equilibrio”, uno sviluppo importante della chimi-
ca che consente di attivare processi in condizioni ter-
modinamiche instabili o ad alta energia.

Gli esempi che ho sopra riportato costituiscono una
parte del lavoro che abbiamo svolto nel nostro labo-
ratorio negli ultimi anni. Essi servono a creare la cu-
riosita nel lettore a scoprire quanto la cooperativita
tra molecole sia un fenomeno diffuso ed importan-
te. La chimica che avviene dentro alle cellule [20]
o nelle loro membrane ne & certamente un esempio
significativo.

BIBLIOGRAFIA

[11 M. Ridley, The origins of virtue, Penguin, 1998.

[2] C.A. Hunter, H.L. Anderson, Angew. Chem. Int.
Ed., 2009, 48, 7488.

[3] G. Ercolani, L. Schiaffino, Angew. Chem. Int.
Ed., 2011, 50, 1762.

[4] C. Guarise, F. Manea et al., J. Pept. Sci., 2008,
14, 174.

[5] F. Mancin, L. Prins et al., Molecules, 2016,

21, 1014.

[6] N. Williams, B. Takasaki et al., Accounts Chem.
Res., 1999, 32, 485

[7] P.Rossi, F. Felluga et al., /. Am. Chem. Soc.,
1999, 121, 6948.

[8] C. Sissi, P. Rossi et al., . Am. Chem. Soc., 2001,
123, 3169.

[9] E.S.Bencze, C. Zonta et al., Eur. J. Org. Chem.,
2018, 5375.

[10] A. Scarso, U. Scheffer et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 2002, 99, 5144.

[11] (@) M.-C. Daniel, D. Astruc, Chem. Rev., 2004,
104, 293; (b) P. Zhao, N. Li, D. Astruc, Coordin.
Chem. Rev., 2013, 257, 638.

[12] F. Manea, F.B. Houillon et al., Angew. Chem.
Int. Ed. Engl., 2004, 43, 6165.

[13] M. Diez-Castellnou, F. Mancin, P. Scrimin,

J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 1158.

[14] R. Bonomi, F. Selvestrel et al., ]. Am. Chem.
Soc., 2008, 130, 15744.

[15] (@) G. De Santi, P. Scrimin, U. Tonellato,
Tetrahedron Lett., 1990, 31, 4791;

(b) P. Scrimin, P. Tecilla, U. Tonellato /. Org.
Chem., 1994, 59, 4194.

[16] P. Pengo, S. Polizzi et al., J. Am. Chem. Soc.,
2005, 127, 1616.

[17]1 P. Pengo, L. Baltzer et al., Angew. Chem. Int. Ed.
Engl., 2007, 46, 400.

[18] R. Bonomi, A. Cazzolaro et al., Angew. Chem.
Int. Ed. Engl., 2011, 50, 2307.

[19] S. Maiti, I. Fortunati et al., Nat. Chem., 2016, 8,
725.

[20] A. Norvell, S. McMahon, Science, 2010,

327, 964.

Looking for Cooperation in Catalysis
Cooperation between molecules or functional
groups often provides impressive rate acceleration
of chemical reactions or activate new reaction me-
chanisms not present when molecules are isolated.
The activation of cooperation (or cooperativity as
it has been dubbed in chemistry) requires the par-
tners play different roles aimed at the same goal.
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| GLICANI, MOLECOLE A BASE
DI CARBOIDRATI, RESPONSABILI
DELLA SOCIALITA DELLE CELLULE

I glicani ricoprono ogni cellula vivente e sono alla base di qualsiasi comunicazione molecolare
tra cellule di qualsiasi regno. La “Glicoscienza” include la biologia cellulare e strutturale dei
glicani e dei loro derivati e gioca un ruolo cruciale nella biologia, biotecnologia e medicina
moderne, estendendosi all’agricoltura e alle scienze veterinarie. I glicani presenti sulla superficie
cellulare giocano un ruolo fondamentale nella interazione cellula-cellula in ogni forma vivente.

1 glicani di ospiti e microbi partecipano nelle patologie, nella simbiosi e nella difese di entrambe
le parti. Infatti, il riconoscimento dei glicani microbici o eucariotici, la sintesi di loro analoghi
da parte dei microbi porta ad esiti benefici o letali. Glicani e loro derivati pertanto giocano un
ruolo fondamentale nell’interazione dinamica tra ospite e microbo anche se i dettagli molecolari
di tale interazione non sono ancora completamente chiari, precludendo, percio,

ogni loro utilizzo per scopi benefici.

it

I glicani “for dummies”

Cosa s’intende per carboidrati? La IUPAC ci dice che
il termine generico “carboidrati” include mono-, oli-
go- e polisaccaridi e loro derivati. Cosa sono allora i
glicani? Una categoria complessa di molecole a base
di carboidrati ma che possono anche legare covalen-
temente lipidi, proteine, acidi nucleici ad altro. Pos-
sono essere anche chiamati glicoconiugati. La scien-

za che studia la struttura, la funzione e la chimica di
tali molecole & semplicemente detta Glicoscienza.

| glicani sono una delle quattro classi fondamenta-
li di macromolecole appartenenti ai sistemi viventi,
insieme con acidi nucleici, proteine e lipidi, e sono
costituiti da singole unita di monosaccaridi collega-
te 'una all’altra attraverso il legame glicosidico in
modi differenti.
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Una delle chiavi di diversita dei glicani rispetto alle
altre biomolecole & proprio nel legame glicosidico e
nella possibilita di legare i singoli residui monosac-
caridici in diversi modi, anche non linearmente, at-
traverso il legame glicosidico. Ogni monosaccaride
presenta diversi gruppi ossidrilici che possono essere
sito di “legame” da parte di un altro monomero at-
traverso la sua posizione anomerica. Ogni monosac-
caride puo essere in forma furanica o piranica, e la
sua orientazione anomerica essere alfa o beta. Que-
ste variabili fanno si che quattro unita di monosac-
caride, danno luogo a differenti oligosaccaridi (pit
di 7 milioni!), mentre, ad esempio, quattro unita di
amminoacido, daranno luogo a 256 tetrapeptidi. Ol-
tretutto, rispetto alle catene polipeptidiche e di acidi
nucleici, molti polimeri di carboidrati (polisaccaridi)
possono essere ramificati, proprio in virtu delle ca-
ratteristiche chimiche dei loro monomeri costituenti.
Per cui essi sono molecole complicate e assoluta-
mente cruciali per la vita di qualsiasi cellula, dal vi-
rus alle cellule complesse come quelle delle piante
superiori o quelle umane.

| glicani sono stati ritenuti a lungo la “Cenerentola”
delle biomolecole, attribuendo ad essi solo funzioni
strutturali (cellulosa, parete cellulare delle piante) o
di riserva energetica (amido e glicogeno).

Che i glicani potessero essere importanti componen-
ti come glicolipidi e glicoproteine & stato soltanto
recentemente accettato in maniera definitiva. Basti
pensare che la scoperta delle glicoproteine, cioe
della esistenza del legame covalente tra glicani e
proteine e datata all’inizio degli anni Sessanta del
secolo scorso, ben dopo la scoperta della struttura
del DNA. E comunque nel caso specifico delle glico-
proteine per molti anni si e ritenuto che esse fossero
una peculiare forma e bassa percentuale di molecole
dove invece la gran parte delle proteine fosse soltan-
to “pura”, cioe scevra da carboidrati. Durante il mio
periodo di tesi di dottorato ricordo con chiarezza
che un mio collega dottorando in biochimica com-
batteva per purificare la sua desiderata proteina dai
glicani “contaminanti”, salvo poi scoprire a fine dot-
torato che essi in realta ne facevano parte integrante,
essendo i N-glicani covalentemente legati ad essa!
Ora nel terzo millennio si sa che circa il 60% delle
proteine (di tutte le proteine) e glicosilato.

Glicani, una classe di biomolecole trasversale

e silentemente ubiquitaria

Perché in effetti € vero, i glicani, sono talmente in-
seriti nel “mainstream” della chimica, della biochi-
mica e delle scienze della vita da essere diventati
sottofondo, ignorati per essere cosi fondamentali!
Alcuni esempi?

La cellulosa, interamente costituita da glucosio, & il
composto organico pili abbondante del pianeta; il
secondo composto organico pit abbondante e anco-
ra un glicano, la chitina, ovvero I'esoscheletro degli
insetti, che & un polimero interamente costituito da
N-acetil-glucosammina, ancora una volta un mono-
saccaride.

La proteina piu abbondante del pianeta & la RUBI-
SCO, RibUlosio BlSfosato Carbossilasi/Ossigenasi;
essa € una proteina chiave per la vita, € I'enzima
coinvolto nella fissazione della CO,, ovvero nell’or-
ganicazione dell’anidride carbonica, la reazione che
rende gli organismi vegetali i nostri indissolubili par-
tner di vita. Ed e questa una reazione che avviene a
carico di un monosaccaride, il ribulosio.

Gli acidi nucleici sono una classe di biomolecole
fondamentale per la vita e depositari dell’informa-
zione genetica a tutti i livelli e in tutti i regni i cui
monomeri sono i nucleotidi. | nucleotidi sono for-
mati da una base azotata, da un gruppo fosfato e da
un monosaccaride, ribosio o 2-deossiribosio, cioe
un terzo del contenuto degli acidi nucleici € mono-
saccaridico! Ed il monosaccaride negli acidi nucleici
non ha soltanto funzione strutturale ma la sua con-
formazione e I'orientazione di alcuni dei suoi atomi
conferiscono differente struttura supramolecolare
all’acido nucleico e differente funzionalita.

I glicani in quanto tali, la glicoscienza e la vita reale
Comprendere le strutture e le funzioni dei glicani e
centrale per comprendere la biologia e la medicina.
Qualunque cellula vivente e circondata da glicani,
essi sono le molecole che permettono interazione,
adesione, riconoscimento e immunita ad ogni cellu-
la (Fig. 1). Sono infatti le molecole che permettono
la socialita delle cellule e la loro comunicazione a
livello molecolare. Svolgono diversi funzioni nel ri-
conoscimento molecolare, nell'immunita e infiam-
mazione.
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Fig. 1 - La superficie cellulare di un eritrocita, interamente
ricoperta di catene carboidratiche (da S. Roseman, J. Biol. Chem.,
2001, 276, 41527)

Faro di seguito alcuni esempi, giusto per fare in-

tendere al lettore a digiuno di carboidrati (in senso

scientifico...) quanto siano importanti i glicani e

quanto impattino sulla vita reale: i glicani ed i gruppi

sanguigni, i glicani ed il doping da eritropoietina, la
cellulosa come potenziale “carburante”.

[l gruppo sanguigno e una delle numerose caratte-

ristiche di un singolo individuo e viene classificato

dalla presenza o dall’assenza di antigeni sulla super-
ficie dei globuli rossi. Il sistema immunitario di ogni
individuo e naturalmente capace di reagire contro

il sangue non proprio, producendo anticorpi che

possono specificatamente legarsi a dei particolari

antigeni di superficie. Questi anticorpi si legano alla
superficie dei globuli rossi trasfusi (o di altre cellule
tessutali) “marcandoli” e portano a una distruzione

di queste cellule attraverso I'intervento di altri com-

zuccheri che li compone, a determinare gli antigeni
che definiscono i gruppi sanguigni A,B, oppure 0,
che definiscono, ciog, la capacita di un individuo di
ricevere sangue da un altro (Fig. 2). Da un punto di
vista chimico, tutti presentano sui globuli rossi |’an-
tigene 0, un oligosaccaride associato alla membrana
plasmatica. Questo e costituito da quattro residui
monosaccaridici i cui tre ultimi sono N-acetil gluco-
sammina, galattosio e fucosio; quest’ultimo oligosac-
caride si chiama anche antigene H ed ¢ la struttura
minima plausibile su un globulo rosso. Questa strut-
tura trisaccaridica viene ulteriormente modificata da
glicosiltransferasi che portano all’aggiunta di residui
monosaccaridici in diversi siti dell’oligosaccaride
per formare i diversi antigeni: viene legata N-acetil
galattosammina nel caso del gruppo A, viene legato
il galattosio nel caso del gruppo B, mentre gli indivi-
dui del gruppo AB presentano entrambi i residui. Gli
individui del gruppo 0 sono invece sprovvisti delle
glicosiltransferasi e quindi presentano semplicemen-
te I’antigene H.

| glicani sono covalentemente legati in posizioni spe-
cifiche su molte proteine eucariotiche, modulando
aspetti della loro attivita biologica attraverso il rico-
noscimento molecolare o influenzando il loro tempo
di circolazione nel sangue. Ad esempio, I"eritropoie-
tina € una glicoproteina coinvolta nella produzione
dei globuli rossi e quindi direttamente coinvolta nel-
la ossigenazione muscolare. La differenza chimica
tra molecole di glicano nell’eritropoietina “naturale”
e quella assunta per doping, serve come base per i
test antidoping negli atleti.

| glicani sono fondamentali biomolecole anche nel
mondo vegetale. | costituenti delle pareti cellulari

ponenti del sistema immunitario.
Quando gli anticorpi IgM si legano

ABO antigens

alle cellule trasfuse, queste ultime
possono essere agglutinate e distrut-
te. E quindi vitale che sia selezionato
sangue compatibile per le trasfusio-
ni. Reazioni post-trasfusione posso-
no portare a una risposta vigorosa da
parte del sistema immunitario con
una massiccia distruzione di globu-
li rossi, bassa pressione sanguigna

B antigen

A antigen H antigen

(O Galactose
. N-Acetylgalactosamine

’ N-Acetylglucosamine

A Fucose

e, nei casi piu estremi, morte. Sono
i glicani, e quindi la chimica degli

Fig. 2 - I gruppi sanguigni definiti su base di carboidrati presenti
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fosse nettamente piu basso, di vari
ordini di grandezza, rispetto a tutte
le funzioni richieste dalle cellule
umane. E diventato infatti chiaro
che le modifiche proteiche post
traduzione sono parte integrante
della decodificazione genica e che
sono una aggiunta fondamentale
per la compartimentalizzazione e

Glycome

la specificazione della funzione di
ogni singola proteina (Fig. 3). La

Glycan
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Fig. 3 - lllustrazione dell’ampliamento di informazione su scala esponenziale in seguito a

glicosilazione post-traduzionale di proteine

vegetali includono glicani come la cellulosa e I'e-
mi-cellulosa combinati in una matrice di altri bio-
polimeri a base di carboidrati. Alquanto attuale &
la ricerca di fonti di energia alternative ai combu-
stibili fossili, sfruttando I’energia immagazzinata in
questi glicani vegetali. La conversione efficace dei
glicani in biocarburanti liquidi richiede la scissione
enzimatica delle pareti cellulari vegetali per liberare
i carboidrati costituenti per I’elaborazione successi-
va. | progressi nella comprensione della struttura dei
glicani che comprendono la parete cellulare, nella
struttura e funzione degli enzimi impegnati nella
biosintesi e degradazione e come essi possano esse-
re modificati per ottimizzare il processo di degrada-
zione della parete cellulare, sono studi cruciali che
daranno un contributo significativo allo sfruttamento
di questa fonte di energia alternativa.

Perché all'improvviso i glicani?

| progressi nelle scienze della vita negli ultimi de-
cenni hanno portato a una maggiore comprensione
di molti dei meccanismi di base presenti in sistemi
biologici. Stimolati dal Progetto Genoma Umano,
ci sono stati grandi progressi nella comprensio-
ne del dogma centrale della biologia molecolare:
DNA-RNA-PROTEINE; cioe sequenze di geni del
DNA sono trascritti in RNA, che a loro volta, sono
tradotti per formare proteine. A dispetto dei grandi
avanzamenti di conoscenza dopo la chiarificazione
del genoma umano e parso ovvio a tutti che il numero
di geni e conseguenti funzioni codificate dal genoma

glicosilazione proteica, una del-
le forme pit comuni di modifica
post traduzione, € importante per
molti processi biologici e spesso
serve come un interruttore che e in
grado di modulare con precisione I'attivita proteica.
Attraverso la glicosilazione post traduzione ¢ di fatto
aumentato su scala esponenziale il “contenuto infor-
mativo e funzionale” di ogni singola proteina a causa
delle intrinseche proprieta chimiche dei carboidrati e
della loro complessita. Infatti, a differenza di DNA e
proteine, i glicani non vengono sintetizzati seguen-
do un modello di sequenza (cosiddetto “template
driven”) ma piuttosto attraverso reazioni enzimatiche
che dipendono da diversi fattori fisici e chimici, tra
cui le concentrazioni di enzimi e molti diversi sub-
strati. La diversita delle possibili strutture dei glicani
rende conto della enorme possibilita di ampliamento
della informazione.

Glicani microbici e glicani eucariotici

Di seguito un paio di esempi, uno per procarioti ed
uno per eucarioti in cui i glicani di superficie cellu-
lare giocano un ruolo fondamentale.

Glicosilazione microbica

Come detto precedentemente i glicani ricoprono la
superficie di ogni cellula sia essa microbica, di pian-
te o animali. | glicani presenti sulle cellule microbi-
che possono essere anche coniugati ad altre mole-
cole, cioeé essere glicolipidi o glicoproteine; in tutti
i casi i glicani presenti sulla parete cellulare dei bat-
teri sono chimicamente molto peculiari e diversi da
quelli presenti negli eucarioti. Questa diversita chi-
mica fa si che essi e i corrispondenti glicoconiugati
della parete cellulare batterica siano ritenuti “tar-
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Fig. 4 - lllustrazione di una sezione di cellula batterica Gram negativa ed evidente
preponderanza sulla sua superficie di particolari glicani, i lipopolisaccaridi

get” cruciali per combattere le infezioni da batteri.
L'immunita innata e il primo livello di sorveglianza
degli eucarioti ed & un sistema di controllo precoce
per qualsiasi microrganismo approcci una cellula
eucariotica. Essa & comune agli animali (uomo in-
cluso) e alle piante, in quest’ultime & I"'unico sistema
immunitario presente, spesso chiamato anche difesa
basale.

L'immunita innata si avvale del riconoscimento pre-
coce di molecole appartenenti soltanto ai microrga-
nismi e che quindi possano rappresentare un sistema
identificativo univoco ed infallibile. Tra le molecole
microbiche identificate come campione “marker” ci
sono diverse classi di glicani, tutti presenti sulla su-
perficie cellulare dei microbi, ad esempio, nei Gram
negativi, i lipopolisaccaridi (Fig. 4). Sulla base del
riconoscimento di questi glicani e derivati si scatena
la risposta immunitaria innata che porta all’elimina-
zione del microbo da parte di cellule specifiche che
secernono proteine killer in grado di neutralizzare
il microrganismo. Certamente e cruciale conoscere
intimamente, cioe a livello molecolare, la struttura
di tutti i glicani di superficie dei microrganismi e ca-
pire come avviene il loro riconoscimento. Questo
ha infatti molteplici interessanti vantaggi. L'identifi-
cazione dei frammenti molecolari che direttamente
si legano alle proteine recettori dei glicani puo es-
sere punto di partenza per studi di sintesi organica
all’'uopo di nuovi mimici che siano riconosciuti da
tali proteine e scatenino la risposta immunitaria in

Protein |

anticipo. Inoltre & molto importante ca-
pire la struttura dei glicani di superficie
out microbica perché a livello intestinale, ed
in generale in tutto il cavo oro-faringeo,
siamo in contatto continuo con microbi
simbionti, cioé benefici che coadiuva-
no il nostro metabolismo a tutti i livelli.
Questi microbi posseggono anche essi gli
stessi glicani/glicoconiugati di superficie
che saranno ovviamente strutturalmente
diversi poiché non vengono riconosciuti
dal nostro sistema immunitario e quindi
non scatenano alcuna risposta. O forse
vengono diversamente riconosciuti? In
ogni caso la chimica organica strutturale
€ scienza necessaria in questo campo. L’i—
dentificazione dei gllcocomugatl dal “m
crobiota” umano/animale sara un passo fondamen—
tale al fine di comprendere il meccanismo di azione
del “microbiota” stesso.

Identico discorso e applicabile al mondo vegetale in
cui, associato alle radici ed alle foglie, c’e¢ un mi-
crobiota simbionte che collabora attivamente al me-
tabolismo vegetale; infatti si parla di vero e proprio
“secondo codice genetico” della pianta, alludendo
alla potenzialita genica conferita alla pianta dai nu-
merosi ceppi batterici ad essa associati. In conclu-
sione, lo studio del microbiota sembra essere il nuo-
vo incrocio di discipline come la biologia cellulare,
I'immunologia, la medicina e le biotecnologie. In
questo campo specifico, la chimica organica, in par-
ticolare la chimica strutturale dei carboidrati, sono
essenziali.

Lipopoly-
saccharide
(LPS)

Glicosilazione eucariotica

Piu del 65% delle proteine eucariotiche animali ed
umane e glicosilata. Esse sono di solito glicosilate
in piu punti, attraverso un legame N-glicosidico,
da un oligosaccaride il cui primo monosaccaride e
la glucosammina. Questi oligosaccaridi (chiamati
N-glycans) hanno uno scheletro comune dovuto alla
comune biosintesi e pochissime variazioni sul tema.
Prove cumulative su diversi organismi e nell’'uomo
hanno dimostrato che i cambiamenti nella glicosi-
lazione accompagnano l'acquisizione delle carat-
teristiche cellulari e biomolecolari necessarie per
la crescita e la progressione del tumore. La miriade
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di microalterazioni della glicosilazione descritte nel
cancro include la sintesi incompleta e |'espressione
di strutture glicaniche troncate, I'aumentata espres-
sione di N-glicani ramificati complessi, |'espressione
de novo di glicani con acido sialico (un monosac-
caride a nove atomi di carbonio) e I"apposizione di
fucosio sul secondo monosaccaride della catena, la
cosiddetta “core fucosylation”. Si evince quindi che
negli eucarioti e nell’'uomo la glicosilazione & un
meccanismo cellulare chiave che regola diverse fun-
zioni fisiologiche ed anche patologiche, quali I'in-
sorgenza del tumore. Alterazioni in glicoproteine,
glicosfingolipidi e proteoglicani sono caratteristiche
comuni delle cellule tumorali. La sovraespressione
delle strutture ramificate degli N-glicani interferi-
sce ancora una volta con la socialita delle cellule
impedendo I’adesione cellula-cellula mediata da
caderina epiteliale, favorendo la dissociazione e
I"invasione delle cellule tumorali. Modifiche di pro-
teine con N-glicani ramificati, e/o strutture differenti
dal punto di vista chimico modulano le interazioni
cellula-matrice del tumore, favorendo il processo
di migrazione delle cellule tumorali. La glicosila-
zione alterata dei recettori del fattore di crescita e
I"espressione modificata dei glicolipidi di membra-
na influenzano le vie di trasduzione del segnale
delle cellule tumorali, modulando la crescita e la
proliferazione delle cellule tumorali. | glicani e le
corrispondenti proteine (lectine) di riconoscimento
dei carboidrati endogeni sono i principali regolato-
ri dell’infammazione e della risposta immunitaria
verso le cellule tumorali.

Diversi marcatori sierologici attualmente utilizzati in
terapie oncologiche/immunologiche si basano sulla
rilevazione di glicoproteine circolanti o glicoconiu-
gati con glicosilazione alterata. | glicani avranno
sempre piu un ruolo fondamentale nel migliorare la
diagnosi precoce, la determinazione della prognosi
e la quantificazione del rischio tumorale, oltre a ser-
vire come marcatori di specifici bersagli terapeutici.

Conclusioni

La glicoscienza € un campo vibrante pieno di pro-
blematiche impegnative ed attuali.

E passato del tempo (anno 2004) da un famoso ar-
ticolo/report dal titolo “Glycoscience finally comes
of age”, cioe le glicoscienze finalmente diventano

attuali. Adesso le glicoscienze sono al centro di un
“incrocio scientifico” tra biologia, chimica, medici-
na e biotecnologie. Comprendere i glicani e applica-
re queste conoscenze puo aiutare a trovare soluzioni
guidate ai problemi e a una serie diversificata di sfi-
de. Alcuni esempi comprendono la diagnosi precoce
del cancro e di altre malattie attraverso I’identifica-
zione di glicani biomarkers di malattia, oppure lo
sviluppo di analoghi di glicani per la protezione con-
tro malattie infettive, o la modulazione di microbio-
ta intestinale attraverso una maggiore comprensione
del ruolo dei glicani ed, infine, dal punto di vista
biotecnologico, la creazione di prodotti e carburanti
derivati da materie prime a base di carboidrati.

Per qualsiasi approfondimento su tale argomento
suggerisco quello che ritengo un imprescindibile
manuale di Glicoscienza, disponibile gratis online:
Essentials of Glycobiology, 3 Ed., A. Varki et al.
(Eds.), Cold Spring Harbor (NY), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2015-2017.

Glycans, Molecules based on Carbohydrates,
Responsible for the Sociality of Cells

Glycans cover any living cell and are at the basis
of any communication among cells of any king-
dom. Glycoscience embodies the cellular and
structural biology of glycans and glycoconjugates,
and makes key contributions to modern biology,
biotechnology, and medicine, spanning from hu-
man health to agriculture and veterinary sciences.
Cell surface glycans play pivotal roles in cell-cell
interactions in all living forms. Glycans of host
and microbes participate in disease, defense and
symbiosis. Indeed, microbial recognition of host
glycans, host recognition of microbial glycans, and
molecular mimicry of host glycans by microbes,
lead to either beneficial or detrimental outcomes.
Glycans and glycoconjugates thus play key ro-
les in the dynamic interplay (molecular dialogue)
between host and microbes, but the molecular de-
tails of these interactions are not well understood,
precluding us from the ability to modulate them in
beneficial ways to mankind.
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LA SINERGIA TRA BIOCATALISI
E SINTESI ORGANICA:

NUOVI STRUMENTI

PER IL CHIMICO SINTETICO

La biocatalisi, ovvero I'impiego di catalizzatori di origine biologica per svolgere reazioni
chimiche utili e ben definite, sta trovando sempre maggiore diffusione nella sintesi organica
dal laboratorio all’industria, mettendo a disposizione del chimico un arsenale sempre piu vasto

di trasformazioni e metodi.

Fig. 1 - Esempi di catalizzatori biologici impiegati comunemente
in biocatalisi: cellule intere da coltura singola (A), libreria

di mutanti in Escherichia coli (B), cellule intere raccolte per
centrifugazione (C), lisato grezzo (D), lisato grezzo liofilizzato
(E), enzima purificato in soluzione (F), enzima purificato
precipitato in solfato di ammonio (G)

a biocatalisi e definita come I'utilizzo di catalizza-

tori biologici per svolgere reazioni chimiche ben
definite, su substrati spesso non naturali, con I'obiet-
tivo di generare prodotti di maggior valore. Il termi-
ne “catalizzatori biologici” & assai generico in questo
contesto: si puo trattare di cellule intere di microor-
ganismi come batteri, lieviti o funghi (sia wild-type,

ovvero come si trovano in natura, sia ingegnerizzati),
oppure di enzimi isolati (puri o parzialmente purifica-
ti), oppure ancora di lisati grezzi (ottenuti semplice-
mente per rottura delle cellule e rimozione delle com-
ponenti insolubili). Alcuni esempi di queste categorie
sono riportati in Fig. 1. Inoltre, tutti questi preparati
si possono impiegare anche in forma immobilizzata,
per facilitarne la rimozione e il riutilizzo ove possibile.
Quale forma convenga utilizzare per una determinata
applicazione dipende dalle caratteristiche della rea-
zione da svolgere, dalla presenza di attivita indeside-
rate nelle cellule e soprattutto dal valore del prodotto
che si vuole sintetizzare, poiché il costo di produzione
puo variare di alcuni ordini di grandezza.

Indipendentemente dalla natura del preparato, I'attivi-
ta dei biocatalizzatori € legata alla presenza di uno o
piu enzimi, proteine evolute dalla natura per svolge-
re in maniera estremamente efficiente e selettiva una
reazione biologicamente utile. Questo non significa
che ciascun enzima sia in grado di svolgere una sola
reazione su un solo substrato, anzi, uno dei punti di
forza della biocatalisi & proprio la promiscuita di mol-
ti enzimi, ovvero la capacita di accettare e convertire
substrati analoghi, pur essendo molecole non naturali
per le quali I'enzima non e stato biologicamente evo-
luto. L'eccessiva specificita e soltanto uno dei classici
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luoghi comuni che a volte fanno desistere i chimici
organici dall’uso di biocatalizzatori. Altri esempi sono
il fatto che gli enzimi siano troppo sensibili, troppo
costosi, limitati alle condizioni di reazione biologiche,
e cosl via. In realta, molte di queste affermazioni non
sono né vere né false, dipende dall’enzima e dalla re-
azione che si considerano. Di conseguenza, sentendo
o leggendo questi tipi di obiezioni, & fondamentale
considerare in modo critico se siano effettivamente
vere nel caso in esame. Molto spesso si osservera che
a far pendere I’ago della bilancia verso un processo
biocatalitico oppure verso uno chemocatalitico e un
delicato bilancio di svariati fattori tecnici, economici
e ambientali.

In occasione del conferimento della medaglia Ciami-
cian 2018 della Divisione di Chimica Organica della
Societa Chimica Italiana, sono stato invitato a presen-
tare questo breve contributo, che mira a illustrare la
sinergia dei metodi biocatalitici con la sintesi organica
classica, usando come esempi alcuni dei progetti sui
quali ho avuto "opportunita di lavorare negli ultimi
anni. Invito che ho raccolto assai volentieri, nello spiri-
to sia di divulgare alcuni aspetti salienti della biocata-
lisi sia di effettuare un’analisi critica dei punti di forza
e debolezza di questa disciplina come complemento
alla sintesi organica. In particolare, vi sono quattro
aree di ricerca in cui la biocatalisi puo davvero appor-
tare un contributo insostituibile alla sintesi organica,
non necessariamente migliore, ma sinergico.

Step biocatalitici alternativi

Nella pianificazione di nuove strategie sintetiche o
retrosintetiche, la biocatalisi mette a disposizione del
chimico un vasto arsenale di trasformazioni che pos-
sono essere viste come un’alternativa (spesso piu effi-
ciente dal punto di vista catalitico o pili sostenibile dal
punto di vista ambientale) ai corrispondenti passaggi
chimici classici.

Un esempio emblematico e la riduzione stereoseletti-
va di doppi legami C=C, generalmente condotta con
idrogeno ad alta pressione e catalizzatori a base di
metalli costosi e ligandi chirali proprietari. Gli enzimi
della famiglia delle ene-riduttasi (ER) svolgono la me-
desima trasformazione (Fig. 2A), in maniera spesso al-
tamente enantioselettiva, su un ampio spettro di doppi
legami attivati da gruppi elettron-attrattori [1]. La ri-
duzione avviene in ambiente acquoso, a temperatura
ambiente, impiegando un equivalente di un cofattore
nicotinammidico (NAD(P)H) come donatore di idruro
e un equivalente di protoni dal solvente. Alcuni esem-
pi che illustrano la versatilita catalitica delle ER sono
le riduzioni di chetoni a,B-insaturi [2], arilacrilonitrili
[3], a-aloesteri [4], diesteri [5] e cianoesteri [6], con
alte rese e selettivita.

In piu rari casi, invece, la reazione biocatalitica con-
siderata non e un’alternativa ad uno step chimico ben
noto, ma piuttosto un modo per svolgere una reazione
atipica che altrimenti sarebbe estremamente difficile
o inefficiente (per non dire impossibile) con i metodi
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della sintesi organica classica. Un ottimo esempio e
la reazione catalizzata dalle fenilalanina ammoniaca
liasi (PAL), le quali in natura svolgono la deammina-
zione dell'amminoacido L-fenilalanina generando
ammoniaca e acido cinnamico [7]. Questa reazione
non e affatto utile ai chimici organici, dato che di-
strugge un composto enantiopuro e genera prodotti di
scarso valore, ma e stata dimostrata essere reversibile:
in presenza di alte concentrazioni di ioni ammonio si
riesce a spostare |"equilibrio nella direzione opposta e
sintetizzare fenilalanine otticamente pure da substrati
economici e disponibili (Fig. 2B), con perfetta econo-
mia atomica e senza bisogno di cofattori redox. Al-
cuni esempi sono la sintesi di fenilalanine alogenate
che sono usate come intermedi farmaceutici [8] e di
una serie di arilalanine con diversi anelli eterociclici e
vari sostituenti [9]. Per dimostrare anche la scalabilita
e I'applicabilita di questo tipo di reazioni, in collabo-
razione con Johnson Matthey abbiamo condotto uno
studio preliminare di intensificazione [10], arrivando a
condizioni ottimizzate con una produttivita comples-
siva di circa 230 g L' d' e senza necessita di purifi-
cazione del prodotto, aspetti molto vantaggiosi per la
sintesi industriale.

Un’altra reazione di riduzione che riveste grande im-
portanza nella sintesi organica e la riduzione di acidi
carbossilici, che richiede spesso condizioni spinte, so-
prattutto se si intende fermarsi ad aldeide. Gli enzimi
che svolgono questa funzione in natura si chiamano
acido carbossilico riduttasi (CAR) e sono strutturalmen-
te piu complessi dei precedenti (Fig. 2C) [11]. L'appli-
cazione delle CAR in sintesi &€ complicata dal fatto che
occorre rigenerare due cofattori (ATP e NADPH), con
conseguente necessita di piu enzimi e aumento dei
costi. l'alternativa e cercare mezzi a cellula intera: per
esempio, in collaborazione con I"'Universita degli Stu-
di di Torino, abbiamo identificato un ceppo di zigomi-
ceti (Syncephalastrum racemosum) con elevata attivita
di CAR [12]. Trattandosi di un sistema a cellula intera,
accanto alla CAR sono presenti anche svariate alcol
deidrogenasi (ADH), onnipresenti nei sistemi viven-
ti, le quali riducono ulteriormente I'aldeide ad alcol,
reazione comunque sinteticamente utile. In un’appli-
cazione un po’ pili “avanguardistica”, invece, & stato
possibile sfruttare le CAR per la formazione di ammidi
in ambiente acquoso sopprimendone lattivita di ridu-
zione [13]. In presenza di un’ammina, l'acido viene

convertito nell’ammide corrispondente, altra reazione
eccezionalmente importante nella chimica farmaceu-
tica. Questo esempio sottolinea il fatto che in oppor-
tune condizioni si possono usare i medesimi enzimi
per compiere anche reazioni chimiche molto diverse.
Un ultimo esempio di processo biocatalitico diffici-
le da realizzare chimicamente & un’altra reazione a
cellula intera, sviluppata in collaborazione con I'Uni-
versita degli Studi di Milano. Questa € una desimme-
trizzazione ossidativa di 1,3-dioli simmetrici (Fig. 2D)
catalizzata dal batterio Acetobacter aceti, utilizzato
industrialmente per la produzione dell’aceto. Il diolo
viene ossidato selettivamente all’idrossiacido corri-
spondente con rese ed eccessi enantiomerici discreti
[14]. Trattandosi di una reazione a cellula intera, altre
attivita sono in competizione, ma si tratta di studi pre-
liminari che dimostrano come la biologia metta a di-
sposizione una moltitudine di strumenti che il chimico
possa poi ottimizzare o sviluppare.

Biocatalizzatori ingegnerizzati

Una vastissima gamma di biocatalizzatori, inclusi
quelli sopra menzionati, € commercialmente dispo-
nibile o pud essere prodotta tramite semplici pro-
cessi fermentativi. Uno dei principali vantaggi della
catalisi biologica & il fatto che le proprieta del cata-
lizzatore possono essere facilmente alterate tramite
semplici tecniche di ingegneria genetica, introdu-
cendo mutazioni a livello di DNA, che si riflettono
direttamente sulla sequenza e sulla struttura della
proteina prodotta.

La tipica applicazione industriale e la conversione
di reagenti dal costo moderato in prodotti dal valore
maggiore, possibilmente senza rimetterci |'intero gua-
dagno nel costo del catalizzatore o degli altri compo-
nenti impiegati. Percio, numerosi parametri del cata-
lizzatore devono essere tenuti in conto per assicurare
la validita economica del processo. | piti importanti
sono l'attivita specifica, la selettivita (enantio-, regio-,
chemo-), la specificita in caso di reazioni concorrenti
e la stabilita (al pH, alla temperatura, al solvente di
reazione, e cosi via). Se uno screening preliminare
mostra che nessuno degli enzimi disponibili possie-
de tutte le caratteristiche richieste, si possono adotta-
re svariati approcci per arrivare a biocatalizzatori piu
adatti (Fig. 3): I'identificazione di nuovi enzimi dalle
ceppoteche o dai database (“enzyme discovery”), la
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Fig. 3 - Esempi di metodi per I'ingegnerizzazione di biocatalizzatori

mutagenesi mirata, spesso guidata da studi strutturali
o meccanicistici (“rational design”), oppure un me-
todo basato su mutazioni casuali che non richiede la
conoscenza preliminare della struttura della proteina,
ma necessita di tecniche di screening molto efficienti
(“directed evolution”).

La enzyme discovery sta acquistando sempre mag-
giore importanza, sia per la drastica diminuzione dei
costi di sintesi e clonaggio del DNA, sia per la crescita
esponenziale del numero di ceppi catalogati e dispo-
nibili, e del volume di sequenze genomiche e me-
tagenomiche depositate in banche dati pubbliche e
gratuite. In un primo esempio, abbiamo analizzato le
attivita di ER di una selezione di ceppi di funghi fila-
mentosi tratti dalla Mycotheca Universitatis Taurinen-
sis, una ceppoteca tra le piu ricche al mondo (estratti
per esempio dall’aria, dalle alghe marine, da affreschi
e da libri antichi), identificando 28 specie con attivita
di ER a cellula intera [15]. Un esempio complemen-
tare, basato sulla disponibilita di sequenze genetiche
nei database, riguarda I’identificazione di nuove PAL.
Abbiamo selezionato potenziali enzimi con identita
assoluta dei residui localizzati attorno al sito attivo
nelle PAL conosciute, ma che avessero la maggior di-
versita possibile delle aree periferiche, individuando
cinque nuove PALs con stabilita e selettivita differenti
[16]. La diversa specificita di substrato, nonostante il
sito attivo sia quasi identico, rappresenta bene il valo-
re della enzyme discovery.

Per quanto riguarda il rational design, una di queste
nuove PAL, attiva su alcuni derivati di acidi cinnamici
con sostituenti elettron-donatori, e stata ottimizzata
concentrandosi su questa classe di composti, general-

mente male accettati dalle PAL note. Tramite mutazio-
ni mirate € stato possibile incrementare notevolmen-
te I'attivita dell’enzima per la sintesi di fenilalanine
elettron-ricche [17]. Un secondo esempio di inge-
gnerizzazione razionale & basato su un’altra classe di
enzimi molto simile alle PAL che catalizzano I'isome-
rizzazione dell’L-a-fenilalanina ad (S)-p-fenilalanina,
passando attraverso |’acido cinnamico come interme-
dio. Tramite opportune singole mutazioni dei residui
nel sito attivo, scelte in base a considerazioni sulla
struttura e sul meccanismo, & stato possibile ottenere
varianti con selettivita aumentata verso |'uno o l'altro
regioisomero, su un ampio range di substrati [18].

[l concetto invece di directed evolution & assai piu
generale, permettendo di ripercorrere in laboratorio
gli stessi passi compiuti dall’evoluzione in natura
senza bisogno di una conoscenza dettagliata della
struttura o del meccanismo di un enzima (il premio
Nobel per la chimica di quest’anno e stato assegnato
in parte per le applicazioni di questa strategia). Si
parte dalla sequenza di un gene che codifica un en-
zima da migliorare e si introducono volontariamente
mutazioni casuali, generando una libreria di colo-
nie, ognuna delle quali produce una variante diversa
della proteina. Con uno screening molto selettivo si
possono eliminare le varianti negative ed individua-
re le migliori, dalle quali si puo recuperare I'infor-
mazione genetica corrispondente e ripetere il ciclo
fin quando le proprieta dell’enzima hanno raggiunto
il livello desiderato [19]. La limitazione principale di
questo metodo e la necessita di disporre di un me-
todo di screening efficiente e rapido (come la mi-
crofluidica [20] o la spettrometria di massa [21]) dal
momento che lo spazio delle sequenze da esplorare
€ smisuratamente vasto.

Un paio di casi dalla letteratura che sono particolar-
mente degni di nota sono la collaborazione tra Merck
e Codexis per lo sviluppo di una transaminasi (ATA)
utilizzata nella sintesi industriale dell’antidiabetico si-
tagliptina [22] e la trasformazione di una deidrogenasi
specifica per un particolare D-amminoacido in una
generica D-amminoacido deidrogenasi (DAADH), che
ossida selettivamente I'enantiomero D di un ampio
spettro di substrati [23]. Quest'ultima attivita come
tale non esiste in natura ed e fondamentale in molte
applicazioni, una delle quali e descritta nella prossi-
ma sezione.
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Sistemi multienzimatici a cascata

Un aspetto in cui la biocatalisi e particolarmente bril-
lante & la possibilita di combinare pit enzimi in siste-
mi a cascata, dove il prodotto della prima reazione
costituisce il substrato per la seconda, e cosi via. La
maggior parte degli enzimi lavorano nel citoplasma
(anche se ci sono importanti eccezioni) e sono per-
tanto intrinsecamente compatibili. Cio permette la
realizzazione di reazioni chimiche anche molto diver-
se simultaneamente e nello stesso reattore, con multi-
pli vantaggi. Gli esempi sono centinaia, e anche qui
mi limito a passarne in rassegna solo alcuni dalla mia
esperienza personale.

La combinazione delle ene-riduttasi con le alcol dei-
drogenasi permette di convertire composti carbonilici
o, pB-insaturi nei corrispondenti alcoli saturi con uno
O piu centri stereogenici (Fig. 4A) [24, 25]. La stessa
sequenza, applicata a chetoesteri a,B-insaturi, ha per-
messo di ottenere lattoni per I'industria delle fragranze
sfruttando la doppia riduzione accoppiata con una ci-
clizzazione spontanea in ambiente acido (Fig. 4B). In
particolare, partendo da due substrati regioisomerici e

utilizzando soltanto tre enzimi in totale (una sola ER
e due ADH), si sono ottenuti tutti e quattro gli stereoi-
someri di un butirrolattone disostituito presente nella
pianta del tabacco [26]. Duale e simile e la reazione
delle ER combinata a quella delle transaminasi (Fig.
4C) [27]. Invece di ridurre il carbonile, lo si conver-
te ad ammina primaria, un‘altra funzionalita cruciale
nella sintesi farmaceutica.

La DAADH ottenuta per evoluzione (citata nella se-
zione precedente) & di grande utilita nella stereoin-
versione o deracemizzazione degli amminoacidi: un
L-amminoacido puo essere prima deamminato da una
L-amminoacido deamminasi (LAAD) a spese dell’os-
sigeno, e poi nuovamente ri-amminato dalla DAADH
generando il corrispondente D-amminoacido in ele-
vata purezza ottica (Fig. 4D) [28]. Lo stesso schema e
stato anche realizzato con una D-amminoacido tran-
saminasi (DAAT) che non necessita di cofattori [29]. E
intuitivo che se queste conversioni funzionano bene
con un L-amminoacido enantiopuro, a maggior ragio-
ne funzionano con una miscela racema, gia costituita
per meta dall’enantiomero D.
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Fig. 5 - Esempi di sistemi chemoenzimatici one-pot

Un ulteriore vantaggio della sintesi multienzimatica ri-
siede nella possibilita di accoppiare due enzimi che
agiscono sul substrato, consentendo anche un riciclo
interno del cofattore senza ulteriori enzimi per la ri-
generazione di quest'ultimo. Un esempio e |'ossidrila-
zione dell’isoforone mediata da P450 monoossigenasi,
che richiede O, e consuma un equivalente di NADPH,
seguita dalla deidrogenazione a chetoisoforone, che ri-
genera un equivalente di NADPH (Fig. 4E) [30].

Altri impressionanti esempi di combinazione simulta-
nea di numerosi enzimi diversi si possono individuare
nella sintesi biocatalitica di oligosaccaridi o prodotti
naturali complessi, che mostrano sia la specificita de-
gli enzimi biosintetici, sia la loro promiscuita nell’ac-
cettare substrati chimicamente modificati e diversi dai
loro equivalenti metabolici.

Sistemi chemoenzimatici one-pot

Infine, I’area in cui la biocatalisi e la sintesi organica si
sposano nella maniera pili versatile & la combinazione
di step bio- e chemocatalitici nello stesso ambiente di
reazione. Anche in questo caso le possibilita sono nu-
merosissime, includendo reazioni in cui tutti i cataliz-

zatori operano insieme, sistemi compartimentalizzati
e sistemi telescopici in cui i catalizzatori sono aggiunti
in sequenza.

Un esempio basato sulla riduzione mediata da ER &
I"ulteriore riduzione di gruppi nitro e nitrili ad am-
mine, generando una serie di prodotti quali lattami,
amminoacidi e ammine protette, mantenendo la ste-
reochimica fissata dalla ER (Fig. 5A). Questa seconda
riduzione puo essere facilmente effettuata aggiungen-
do boroidruro e sali di nichel(ll) direttamente al mez-
zo acquoso di reazione quando la biotrasformazione
& completa [31, 32].

La sintesi di entrambi gli enantiomeri di una serie di
biarilalanine € stata ottenuta con due schemi chemo-
enzimatici (Fig. 5B) [33]. Impiegando due biocata-
lizzatori diversi abbiamo ottenuto i due enantiomeri
della p-bromofenilalanina (PAL per I'enantiomero L e
DAADH per I’enantiomero D), i quali sono stati pro-
tetti e sottoposti all’accoppiamento di Suzuki in un
sistema one-pot, senza isolare I'amminoacido inter-
medio, generando entrambe le famiglie di biarilala-
nine enantiopure.

Anche i processi multienzimatici, gia estremamente
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versatili come visto nella sezione precedente, posso-
no essere ulteriormente estesi con l'introduzione di
uno step catalizzato chimicamente. Per esempio, una
libreria di derivati del 6-amminogalattosio-1-fosfato
(Fig. 5C) e stata sintetizzata combinando una galatto-
sio ossidasi (GOasi) e una galattochinasi (GalK) con
un’amminazione riduttiva nel medesimo ambiente di
reazione [34]. | due enzimi catalizzano l'ossidazione
in 6 e la fosforilazione in 1 generando |'intermedio
aldeide-fosfato, il quale puo essere convertito diretta-
mente nel prodotto desiderato tramite aggiunta della
opportuna ammina e cianoboroidruro alla soluzione
acquosa. Non dover isolare intermedi potenzialmente
instabili come questi € uno dei principali vantaggi del-
la sintesi one-pot.

Un ultimo esempio & la possibilita di convertire con
una cascata chemoenzimatica acidi cinnamici diretta-
mente in D-fenilalanine, impiegando I"amminazione
catalizzata da PAL accoppiata con una deracemiz-
zazione tramite ossidazione selettiva con LAAD e ri-
duzione non selettiva con il complesso borano-am-
moniaca (Fig. 5D) [35]. Questo schema corrisponde
formalmente alla reazione delle PAL, ma genera I'e-
nantiomero opposto del prodotto, particolarmente in-
teressante dal momento che in natura non sono note
ammoniaca liasi che producono a-amminoacidi di
configurazione D.

Conclusioni

La drastica diminuzione dei costi di sequenziamen-
to e di clonaggio del DNA, combinata con I'affina-
mento delle tecniche di biologia molecolare e di
screening consentono lo studio e la caratterizzazio-
ne di nuove classi di enzimi sempre piu rapidamen-
te, mettendo a disposizione del chimico organico un
arsenale sempre pit vasto di trasformazioni e meto-
di. Con questa limitata rassegna di esempi, spero di
aver dato l'idea che la biocatalisi puo fornire stru-
menti sempre nuovi e sempre piu efficienti alla sin-
tesi organica, in grado di aprire nuove vie sintetiche
altrimenti considerate non realizzabili o non conve-
nienti. Cionondimeno, e altrettanto importante per
la comunita della biocatalisi I"assorbimento di nuo-
ve idee e nuovi metodi dalla comunita dei chimici
organici, per raggiungere |'obiettivo comune di una
sintesi industriale piu sostenibile, pit rapida, piu ef-
ficace e pil economica.
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Biocatalysis Hand in Hand With Organic
Synthesis: New Tools for the Synthetic Chemist
Biocatalysis, the application of biological catalysts
to perform useful and well-defined chemical re-
actions, is gaining popularity in organic synthesis
from lab scale to industrial production, offering to
the synthetic chemist an ever-expanding toolbox
of novel transformations and methods.
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DIVERSITA E RESILIENZA PER

| CATALIZZATORI DELLA
TRASFORMAZIONE (CHIMICA)
UMANA

La chimica organica gioca un ruolo chiave nelle scienze naturali per I'innovazione, come
dimostrato dal Nobel per I'evoluzione diretta di enzimi. I peptidi possono svolgere molte delle
funzioni delle proteine, come catalizzatori o nanostrutture dinamici. In particolare, semplici
tripeptidi eterochirali sono interessanti perché accessibili a tanti. Una chimica organica semplice
ha molto da offrire per lo sviluppo di un futuro sostenibile.

nell’antropocene [3] ci ha fatto correre verso una
globalizzazione e un’omogeneizzazione anche dei
modelli e delle idee, scambiate sempre piu spesso
frettolosamente sui canali virtuali.

tri peptlde
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iamo ormai vicini a raggiungere i 7 miliardi e

mezzo di abitanti su questa Terra, di cui, nel 2015,
eravamo oltre 4 miliardi in Asia, e circa 1T miliardo
per ognuno dei continenti Africa, Europa e Ameri-
ca. Chiaramente un’umanita diversificata, ma di cui
I’83% ha in comune il trovarsi nei Paesi meno svilup-
pati [1]. Dobbiamo quindi ancora trovare soluzioni
efficaci su scala globale per un futuro sostenibile ed
equo. Un danno allarmante e che le popolazioni dei
vertebrati sono diminuite di un esorbitante 60% in
soli 40 anni dal 1970, per colpa soprattutto delle atti-
vita umane [2] che hanno eroso le risorse del Pianeta : ' , :
(Fjg. 1), a scapito della biodiversita e verso la desta- Fig.1 - I.’umani.ta?l sta-consum.ar.ldo irreversibilmente le risorse del
bilizzazione globale del clima. La nostra impronta pianeta ad un ritmo insostenibile
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Nature Index, supplemento annuale di Nature, ha pubblicato un articolo con gli undici profili al mondo di quelli che vengono considerati ricerca-
tori “Rising Stars”. Tra gli undici selezionati € presente anche Silvia Marchesan, autrice di questo articolo.
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Fig. 2 - Gli eventi tangibili sono la punta dell’iceberg sulla nostra
rotta, ma per un cambiamento radicale del Sistema globale
occorre andare alla base [3]

Per essere efficace e duraturo, il cambio di direzio-
ne globale che dobbiamo intraprendere con urgen-
za deve partire dalla presa di coscienza del livello
piu profondo di pensiero (Fig. 2) per trovare i punti
di leva con cui avviare una trasformazione radicale
e genuina verso uno sviluppo sostenibile [3].

Le diversita scientifica e di pensiero possono offri-
re invece una ricca fonte di risorse. Se la scienza
& il motore dell’innovazione, la chimica organica
puo fornirle la propulsione grazie al suo ruolo che
la pone agilmente all’interfaccia tra varie discipli-
ne. La chimica organica ha il potenziale di poter
trovare nuove soluzioni agli urgenti problemi di
oggi, ma occorre esplorarla con occhi nuovi per
garantirci un futuro. In questo senso, la ricerca di
una chimica non solo sostenibile ma anche sem-
plice, che sia largamente accessibile a tanti, anche
ai grandi numeri che si trovano in Paesi meno svi-
luppati, diventa quindi uno strumento quanto mai
necessario per poter creare impatto anche in quel-
le societa che spesso non riesce a raggiungere per
mancanza di risorse.

Quest’anno il supplemento di Nature, Nature In-
dex, & stato dedicato agli “astri nascenti” nelle
scienze naturali e ha incluso articoli dedicati a
Paesi, istituti e ricercatori che stanno emergendo
e contribuendo con diversita e innovazione nello
scenario scientifico di qualita. | temi di ricerca che
accomunano tutti questi protagonisti sono urgenti
e globali e spaziano da ambiente e clima alla salu-
te. Tra i Paesi che dal 2015 hanno dato contributi

continuamente in crescita troviamo Cina, Austria,
Repubblica Ceca, Norvegia, Brasile e Iran. Di que-
sti, i primi tre hanno dato un forte contributo in
chimica, con la Cina che necessita addirittura di
una scala a sé stante per visualizzare le proprie sta-
tistiche in ascesa, ben al di sopra di tutti gli altri Pa-
esi [4]. Tra gli istituti continuamente in crescita dal
2015 in cima alla classifica delle scienze naturali,
ne troviamo ben cinque dalla Cina, due da Germa-
nia e USA e uno per ogni Paese tra Russia, Austra-
lia, Canada, Norvegia, Olanda [5]. Se guardiamo
piu in particolare ai dieci istituti piu in ascesa in
chimica, ne troviamo ben 8 dalla Cina, 1 dall’In-
dia, e 1 dalla Russia. Chiaramente una situazione
molto diversificata geograficamente, che pero vede
la Cina come protagonista importante (Fig. 3) a
rompere il lungo primato storico degli USA nell’es-
sere in cima alle classifiche della ricerca scientifica
mondiale.

Un articolo del supplemento ha studiato le diver-
se metriche ed algoritmi utilizzati per analizzare,
valutare e predire la qualita della ricerca e i meriti
scientifici, concludendo che in realta ad oggi non
esiste una metrica universalmente appropriata per
questo fine. In particolare, le grandi scoperte scien-
tifiche hanno un certo elemento di imprevedibilita
anche per quanto riguarda il momento della carrie-

Fig. 3 - La Cina & protagonista tra gli astri nascenti della ricerca
nelle scienze naturali
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ra in cui avvengono, che e storicamente connotato
da grande diversita (ossia in tempi che variano tra
i due estremi del periodo di ricerca del dottorato
da un lato, e del pensionamento dall’altro). Omo-
geneo invece ¢ il profilo storico di scienziati con-
siderati di eccellenza: si tratta di uomini, bianchi,
di madrelingua inglese, e che sono stati in istituti
di grande fama quale Harvard. Inoltre, di fatto le
donne sono citate meno degli uomini [6]. Non si
puo non notare, quindi, una forte discrepanza tra
la diversita della ricerca, anche di eccellenza, e
quanto viene riconosciuto, come si evince anche
dalle analisi statistiche dei premi Nobel. Ormai &
noto a tutti che dei 180 individui che hanno rice-
vuto il premio Nobel in Chimica, solo 5 sono don-
ne [7]. Eppure, la diversita scientifica non e piti un
opzione, bensi un imperativo economico, citando
Chi Onwurah, parlamentare della Gran Bretagna
(“Diversity is not an optional add-on, it is an eco-
nomic imperative”)[8].

Ed e proprio questo messaggio di incoraggiamento
che leggo nella scelta dei ricercatori emergenti nel-
le scienze naturali selezionati da Nature. | criteri
usati per sviluppare "algoritmo che ha selezionato
i nomi sono tanti. Tra questi, I’aver pubblicato da
meno di 20 anni, aver registrato citazioni con un
trend in ascesa, aver prodotto ricerca di qualita,
grande mobilita internazionale, una vasta rete di
collaboratori, contatti industriali, e flessibilita nel
muoversi tra diverse discipline. Dal mio punto di
vista il messaggio € una necessita di rinnovo, di
idee nuove e di impatto, e soprattutto la celebra-
zione di una diversita nel senso piu ampio.
L'innovazione di cui abbiamo piu bisogno oggi
viene, quindi, riconosciuta come figlia del dialogo,
del confronto tra punti di vista diversi, come inevi-
tabilmente accade quando si attraversano i confini
tra discipline, Stati, e, dunque, anche lingua e cul-
ture. E noto a tutti che fare ricerca multidiscipli-
nare richiede I"abilita di individuare le barriere al
dialogo, e abbassarle creando percorsi alternativi,
cosi come fa un enzima che catalizza, o accelera,
una trasformazione chimica. Se da un lato il bellis-
simo linguaggio di formule e strutture permette ai
chimici organici di dialogare tra loro, superando le
barriere linguistiche e culturali tra Paesi, dall’altro
puo essere esso stesso una barriera nel dialogo con

scienziati di diversa formazione disciplinare. Al
chimico la responsabilita quindi di scegliere atten-
tamente gli strumenti piu opportuni per veicolare
il proprio messaggio in modo efficace a seconda
dell’interlocutore, e quindi il ruolo di vestire i pan-
ni del catalizzatore.

Diventa quindi impossibile non collegare questo
pensiero con la celebrazione del Premio Nobel in
Chimica di quest’anno che per il 50% ¢ stato dedi-
cato a Frances Arnold, madre dell’evoluzione diret-
ta [7] per ottenere enzimi che catalizzano reazioni
mai viste prima in natura (come la formazione di
legami covalenti tra silicio e carbonio [9] grazie
ad un’incredibile evoluzione diretta del citocromo
P450!) per lo sviluppo di una chimica sostenibile
e che rispetta I’'ambiente. Arnold € anche un’ec-
cellente testimone di diversita, non solo per il suo
genere, ma anche per il suo straordinario percorso
accademico oltre i confini di scuole e discipline
che, dall’ingegneria meccanica, I"ha portata verso
I"ingegneria chimica e poi alle biotecnologie [10].
Ed e proprio I'innovativa chimica organica che ha
saputo sviluppare che costituisce il cuore del ri-
conoscimento e dimostra ancora una volta la sua
centralita tra le scienze.

Gli enzimi sviluppati con I’evoluzione diretta sono
stati da tempo adottati con successo dall’industria
in vari settori, anche grazie alla loro resistenza ver-
so temperatura, pH o solventi [10]. Tuttavia, la stra-
grande maggioranza delle proteine purtroppo non
vanta questa resilienza chimica. Spesso soffrono
di svantaggi nella loro produzione su vasta scala,
come appunto la suscettibilita a diverse condizio-
ni sperimentali, che ne compromettono integrita
e funzione. Vi & poi il noto problema del corretto
ripiegamento delle proteine ricombinanti prodot-
te con le biotecnologie. Problemi analoghi si ri-
scontrano spesso anche nei peptidi piu comples-
si, incluso il rischio di elicitazione di una risposta
immunitaria. D’altro canto, peptidi piu semplici
possono ovviare o ridurre alcuni di questi svantag-
gi, ma comunque non ne sono privi per una loro
vasta applicazione industriale, quali i costi elevati
per la loro produzione per sintesi chimica in fase
solida da un lato, o la variabilita di composizione
quando ottenuti da fonti naturali dall’altro. Inoltre,
peptidi e proteine tipicamente soffrono di una ra-
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pida degradazione in ambiente biologico, per cui
utilizzare i loro enantiomeri di tipo b puo essere
vantaggioso, ma non risolutivo, in quanto pone il
problema di una bioattivita fondamentalmente di-
versa (o assente) qualora essa necessiti il ricono-
scimento da parte di un target chirale. Nei casi in
cui la bioattivita, invece, venga mantenuta (per es.
nel caso di peptidi antimicrobici che agiscono per
alterazione delle proprieta di membrana cellulare),
sorge il dubbio sulle possibili conseguenze biolo-
giche dell’utilizzo di un peptide completamente
non-naturale e quindi non facilmente degradabile
o comunque processabile dal corredo enzimatico
cellulare ed extracellulare.

In questo ambito, una strada che trovo particolar-
mente interessante € quella di utilizzare un ap-
proccio minimalista [11] per trovare dei peptidi
pit semplici e brevi possibili che siano privi della
maggior parte degli svantaggi menzionati sopra.
Un interessante studio ha eseguito uno screening
informatico per l'identificazione di tripeptidi bio-
attivi proponendo 3 amminoacidi come lunghezza
ideale in un’ottica minimalista che pur mantenga
una bioattivita. Lo studio ha notato che i tripeptidi
contengano in media 25 atomi diversi dall’idroge-
no che corrispondono al numero ideale per avere
interazioni efficaci tra ligando e target biologico,
come suggerito anche per i farmaci e riscontrato
in librerie di composti “druglike” [12]. Non stupi-
sce piu, dunque, I"abbondanza di tripeptidi bio-

attivi che ormai sono universalmente noti, come
RGD per |'adesione cellulare mediata da integrine
o |"antiossidante glutatione, per citarne un paio il-
lustre.

Inoltre, una domanda interessante, che ad oggi ha
trovato solo parzialmente una risposta, riguarda le
conseguenze chimiche e biologiche di avere una
sequenza di questo tipo composta da una combi-
nazione ben definita di amminoacidi sia L sia b. La
domanda non e banale in quanto é difficile pre-
vedere gli effetti di questo approccio in moleco-
le cosi semplici e flessibili come i tripeptidi. Non
€ nemmeno irrilevante in quanto I'occorrenza di
p-amminoacidi all’interno del nostro organismo &
stata riportata e continua ad attrarre interesse, es-
sendo argomento ancora largamente inesplorato.
Inoltre, esistono esempi di brevi peptidi contenenti
un p-amminoacido che svolge un ruolo importan-
te per la loro bioattivita (Fig. 4). Gli esempi sono
molteplici ma anche solo alcuni di essi gia forni-
scono una buona base introduttiva per questo tipo
di studi [13].

Senza addentrarci nei dettagli, vale la pena notare
come di fatto |'eterochiralita di molecole cosi sem-
plici abbia di fatto conseguenze importanti anche
per la loro abilita di auto-organizzarsi tramite lega-
mi deboli in strutture supramolecolari, nonché di
formare idrogel macroscopici grazie ad un’efficace
interazione con 'acqua. Questo tipo di peptidi po-
pola spazi con angoli diedri alternativi rispetto agli

%’"\/&0 HO

HO
cycloRGD con D-Phe

o

dermorfina con D-Ala

Fig. 4 - Due esempi di brevi peptidi bioattivi con 1 p-amminoacido (in blu): un derivato di RGD per indurre adesione cellulare mediata da
proteine integrine (sinistra) e la dermorfina (destra), agonista naturale potente e selettivo dei recettori oppioidi
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Fig. 5 - Un sistema supramolecolare funzionale costituito da
tripeptidi puo essere acceso e spento tramite il loro auto-
assemblaggio e disassemblaggio, rispettivamente
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analoghi omochirali, come si evince dai grafici di
Ramachandran. Ne consegue una diversa distribu-
zione spaziale delle catene laterali, e pertanto una
diversa abilita di impaccamento in strutture supra-
molecolari, anche quando gli spettri di dicroismo
circolare di fatto evidenziano una simile conforma-
zione dello scheletro peptidico in termini di orien-
tamento relativo dei dipoli dei legami ammidici.
Le piccole differenze osservate a livello molecolare
tra analoghi omo- ed etero-chirali vengono ampli-
ficate durante il processo di auto-assemblaggio ge-
rarchico che spazia tra scale di grandezza che van-
no dal nano (ad es. fibrille), al micro (ad es. fibre),
al macro (ad es. matrice di idrogel). Se non per-
diamo il filo passando da una scala di grandezza
alla successiva, possiamo quindi collegare a ritroso
le proprieta del sistema macroscopico al design di
queste semplicissime molecole. Si puo cosi estra-
polare il ruolo di vari contributi delle catene late-
rali, quali idrofobicita, lunghezza e ramificazione
nel definire il materiale finale [13].

Un altro aspetto degno di nota € che I"eterochirali-
ta permette anche di modulare la velocita di biode-
gradazione di tali tripeptidi. Cio avviene sia grazie
all’opportuno posizionamento di p-amminoacidi
in tali sequenze, sia grazie all’inaccessibilita di
porzioni molecolari sensibili agli enzimi quando
queste sono impaccate in modo piu o meno effi-
cace e profondo nelle strutture supramolecolari
(laddove I"acqua viene esclusa, in modo per certi
versi analogo alle tasche idrofobiche nelle protei-
ne) [14].

Ritornando perd ai temi iniziali di questa discus-
sione, ben altri sono gli aspetti degni di nota. Mo-

lecole cosi semplici come i tripeptidi eterochirali
sono largamente accessibili, anche a coloro che si
trovano in Paesi con meno risorse o che non hanno
molta esperienza o preparazione nel settore della
sintesi organica. Si possono produrre non solo in
fase solida per ottenerli in modo rapido e pratico,
ma anche in fase liquida a costi notevolmente piu
contenuti e potenzialmente anche su larga scala.
Inoltre, si potrebbero produrre in modo sostenibi-
le tramite le biotecnologie, ad esempio utilizzan-
do idrolasi promiscue al contrario sotto controllo
termodinamico, oppure tramite ingegneria meta-
bolica, che ha dei costi elevati di ricerca iniziale,
che vengono abbattuti nel tempo, come dimostrato
dalle industrie che prosperano nel campo.

Sempre nel tema della sostenibilita, se poi dei sem-
plici tripeptidi eterochirali sono in grado di orga-
nizzarsi reversibilmente in strutture supramoleco-
lari funzionali, in condizioni all’equilibrio o fuori
dall’equilibrio, ecco allora che si apre la porta
verso sistemi che si possono accendere e spegne-
re secondo necessita (Fig. 5), controllando il loro
assemblaggio e la scomposizione per restituire ac-
qua e componenti (prima o poi) biodegradabili. Le
funzioni possibili sono tante, non solo in ambito
terazione con le membrane cellulari [15, 16], ma
anche nell’ambito della mimesi di enzimi [17], di
fatto varcando la soglia verso catalizzatori con fun-
zioni regolabili nel tempo e nello spazio, e quindi
potenzialmente impiegabili per la costituzione di
cascate biochimiche/sintetiche in sistemi gerarchi-
camente complessi.

Ad oggi questi sono ancora percorsi tutti da esplo-
rare, avendo fatto solo i primi timidissimi passi in
questa direzione, ma offrono scorci di vasti e di-
versi fronti di applicazione in un’ottica sostenibile
e alla portata di tutti. Certamente di temi e mo-
dalita di ricerca nascenti con potenziale di grande
respiro ce ne sono tanti altri che ci possono portare
lontano, se visti nell’ottica di sradicare gli attua-
li modelli sistemici del consumo. Il potere di un
cambiamento anche piccolo e semplice puo avere
conseguenze enormi se amplificato su vasta scala,
come illustrano gli esempi di auto-organizzazio-
ne gerarchica che da un tripeptide portano ad un
materiale macroscopico [13]. La speranza é quindi
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Fig. 6. Modello della sonda giapponese IKAROS, la prima ad [14] S. Marchesan et al., J. Mater. Chem. B, 2015,
usare le ve]g solari come propulsione, lanciata nel 2010 (foto di 3, 8123.
O L U e [15] S. Marchesan et al., Biomaterials, 2013, 34,
che anche da un piccolo cambiamento che possia- 3678.
mo iniziare semplicemente mutando le nostre scel-  [16] L. Schnaider et al., Nat. Commun., 2017, 8,
te di ogni giorno, possa partire la trasformazione 1365.
della collettivita umana che non solo ci permetta  [17] A.M. Garcia et al., Chem. Commun., 2017,
un futuro su questo pianeta, ma anche altrove. 53, 8110.
Per raggiungere pianeti abitabili che sappiamo es-  [18] M. Strauss, National Geographic 2016,
sere lontani, siamo costretti a ripensare i mezzi e “A vele spiegate verso l'infinito”,
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risce, ma per uscire dal sistema (solare) occorro-
no modelli sostenibili, come le eleganti vele solari
(Fig. 6), che promettono I'esplorazione dello spa-

. . , N Diversity and Resilience for the Catalysts of
zio per salpare verso il futuro dell’umanita tra le

(chemical) Transformation of Humanity

stelle [18]. ) ) )
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SCIENZA E CONSERVAZIONE:
GEL DI AGAR A CONFRONTO

I gel di agar trovano interessanti applicazioni nella pulitura di superfici artistiche. Nonostante
l'utilizzo diffuso di questi materiali, i restauratori hanno riscontrato una notevole variabilita
di prestazioni. Questo lavoro riporta alcuni dei risultati ottenuti da uno studio multi-analitico
condotto su quattro tipi di agar commerciali con lobiettivo di individuare correlazioni

tra composizione/struttura delle materie prime e le prestazioni pulenti dei gel.

Ho OH 5
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Fig. 1 - Struttura chimica dell’agar

Introduzione

| gel sono costituiti da lunghe catene polimeriche
disperse in un fluido (acqua o/e solvente organico) e
interconnesse tra loro, a formare una rete tridimen-
sionale chiamata network [1]. | gel sono da sempre
utilizzati nella vita di tutti i giorni e sono presenti in
prodotti di vario genere, dal campo della cosmesi
(shampoo, gel per capelli, ecc.) al settore alimenta-
re (addensanti). Pit di recente hanno acquisito un
ruolo importante come materiali pulenti nel settore
della conservazione dei beni culturali [2-4]. La pu-
litura & una delle fasi pit complesse e critiche di
un intervento di restauro data l'irreversibilita dell’o-
perazione e la ricaduta importante sulla leggibilita
dell’opera. La complessita dei sistemi sporco/sub-
strato ed i limiti delle puliture con i metodi tradi-

A= OCH3; or OSO;4
HOA HO A
@) O
H 40 (@) -OH
OH OH
L Jdn
L J
e
AGAROPECTIN

zionali (chimici e meccanici) hanno portato, negli
ultimi anni, a ricercare nuovi materiali che permet-
tano di soddisfare i requisiti necessari di un corretto
metodo di pulitura (efficacia, sicurezza, selettivita,
modulabilita, ecc.). La ricerca € indirizzata allo svi-
luppo di nuove metodologie, possibilmente in am-
biente acquoso, che dimostrino una buona efficacia
di rimozione dello sporco e un rilascio controllato
e limitato di acqua, in modo da potere intervenire
anche su superfici parzialmente sensibili all’acqua
stessa. Negli ultimi anni una varieta di materia-
li polimerici sono stati applicati nel campo della
conservazione dei beni culturali: in particolare, la
letteratura pone in evidenza il buon successo delle
applicazioni dei gel di agar di cui non si conoscono
ancora chiaramente i meccanismi di pulitura a causa

La Divisione di Chimica dell’Ambiente e dei Beni culturali ha assegnato il Premio di Dottorato a Moira Bertasa, per la tesi “Investigation of Agar
Gels for Cleaning Artworks: Composition, Structure, Properties and Cleaning Mechanisms”.
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dell’intrinseca eterogeneita di composizione [5-8].
L'agar € un polimero naturale a base polisaccaridica
estratto da alghe rosse dell’ordine dei Gelidiales e
Gracilariales ed e costituito principalmente da due
tipi di polisaccaridi, I'agarosio e I’agaropectina (Fig.
1). L'agarosio e un polimero lineare formato da unita
di D-Galattosio e di 3,6-anidro-L-Galattopiranosio
uniti da legami glucosidici, mentre I’agaropectina &
un agarosio modificato da gruppi solfato e piruva-
to. Secondo gli studi riportati in letteratura [9-11],
I'agarosio costituisce la frazione gelificante del gel,
mentre |’agaropectina & un componente in grado di
ridurre le proprieta gelificanti a causa dei sostituenti
presenti in struttura, i quali posso essere eliminati o
ridotti in fase estrattiva.

La ricerca condotta ha avuto I'ambizione di com-
prendere gli aspetti peculiari di questo polimero
naturale, studiandone la composizione chimica e
le proprieta strutturali legate al contenuto di acqua,
nonché la mobilita dell’acqua all’interno del gel. A
tale scopo sono stati studiati quattro diversi tipi di
agar commerciali, destinati a settori applicativi di-
versi. Le materie prime scelte sono AgarArt e Agar
Purissimo, utilizzate nel settore della conservazione
dei beni culturali, Agar Sigma, impiegato come ter-
reno di coltura in ambito biologico, e infine un ma-
teriale importato dal Regno Unito e utilizzato come
addensante alimentare. Tutti i materiali sono stati

studiati con differenti tecniche diagnostiche, che
hanno consentito di rispondere alle domande poste
dai restauratori e a quelle emerse durante il periodo
della ricerca.

Dal punto di vista morfologico, le quattro materie
prime (in polvere) studiate non evidenziano pecu-
liari caratteristiche distintive, che invece sono emer-
se dalle analisi elementari eseguite con SEM-EDS e
XRF. E stato possibile differenziare due gruppi prin-
cipali, da una parte le materie prime impiegate nella
conservazione e dall’altra quelle utilizzate in ambito
biologico e alimentare. Le analisi in spettroscopia vi-
brazionale e in pirolisi-GC/MS hanno permesso di
individuare differenze composizionali consistenti.
Gli spettri FT-Raman hanno evidenziato la presen-
za di glucosio libero in Agar Purissimo e Agar Food,
confermata anche dalle analisi di pirolisi. Queste
ultime, inoltre, hanno registrato la presenza di de-
rivati di pirolisi riconducibili a cellulosa, probabil-
mente dovuti a differenti livelli di purificazione delle
materie prime. Queste differenze composizionali si
evincono anche dalle analisi termiche condotte sul-
le polveri, dove si sono riscontrate differenti stabilita
termiche: a basse temperature Agar Purissimo e Agar
Food manifestano perdite di peso diverse rispetto
agli altri materiali, probabilmente legate al conte-
nuto di glucosio libero riscontrato con le precedenti
analisi [12].

—a— AgarArt 1%
—a— AgarArt 3%
—a— AgarArt 5%

Perdita di Peso Normalizzato
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b

Fig. 2 - a) Curva di perdita di peso del gel AgarArt a concentrazioni crescenti vs. tempi di disidratazione a 140 °C; b) istogrammi di rilascio
d’acqua di alcuni gel di agar al 3% e di comuni supportanti applicati su Pietra di Noto e Arenaria di Manciano
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Lo studio dello stato dell’acqua ha previsto I'utilizzo
di diverse tecniche analitiche complementari a con-
fronto, dall’lNMR-Mouse alle tecniche d’analisi ter-
mica, quali DSC e TGA. E possibile affermare come
esista una stretta correlazione tra contenuto d’acqua
e concentrazione del polimero: per esempio, il test
d’assorbimento d’acqua per capillarita e lo studio del
suo rilascio mediante misure gravimetriche eviden-
ziano una forte dipendenza del trasporto di acqua
dalla concentrazione di polimero. In particolare, i
gel di agar all’1% si dimostrano essere delle riserve
di acqua libera, caratteristica da tenere fortemente in
considerazione nel caso di applicazioni prolungate
su substrati considerati water sensitive. 1l confronto
dei diversi gel di agar applicati su sistemi a porosita
crescente dimostra che, a parita di concentrazione,
Agar Purissimo rilascia la maggior quantita di acqua,
seguito da AgarArt e Agar Sigma; inoltre, se confron-
tati con i piu comuni supportanti, come sepiolite o
polpa di carta, i gel di agar garantiscono un miglior
controllo nel rilascio della soluzione pulente (Fig. 2).
Le analisi '"H NMR e termiche hanno consentito I'i-
dentificazione e la quantificazione di acqua libera
e acqua legata all'interno dei gel, confermando,
inoltre, quanto riscontrato gravimetricamente: a
tempi di rilascio prolungato, i gel dimostrano una
velocita di rilascio dell’acqua, e quindi perdita di
peso, elevata, a differenza dei gel a concentrazio-
ne crescente di polimero che mostrano una perdita
di peso piu lenta, a causa, probabilmente, dell’in-
gombro del network polimerico che ostacola I'eva-
porazione dell’acqua. Infatti, le analisi termogravi-
metriche effettuate sui gel a tempi di disidratazione
crescenti registrano un’iniziale rapida evaporazione
di acqua intorno ai 100 °C, probabilmente ricon-
ducibile all’acqua libera (freezable water), seguita
da una perdita di peso piu lenta associabile all’ac-
qua legata (non-freezable bound water). 1l valore di
quest’ultima e stato stimato mediante il confronto
dei risultati ottenuti dalle analisi '"H NMR e DSC,
studiando rispettivamente i tempi di rilassamento
trasversale e i picchi endotermici dei termogram-
mi [13]. Ancora una volta € possibile affermare che
la concentrazione del polimero di agar influenza
i tempi di rilassamento del sistema: all’aumentare
delle interconnessioni chimiche e fisiche tra le di-

verse catene polimeriche, che governano il proces-
so di gelificazione, il movimento dell’acqua risulta
essere sempre piu ostacolato e le analisi DSC con-
fermano questa tendenza [13].

Altre ricerche focalizzate sulle prestazioni pulenti
dei diversi gel sono ancora in corso e saranno ogget-
to di prossime pubblicazioni.
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Science and Conservation:

a Comparison among Agar Gels

One of the many applications of agar gels is in cle-
aning of art surfaces. Despite the widespread use
of these materials, restorers found a remarkable
performance variability. This work reports some of
the results obtained from a multi-analytical study
performed on four types of agar with the aim of
identifying possible correlations between the com-
position/structure of the raw materials, and the cle-
aning performance of the corresponding gels.
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ANALISI DEL CICLO DI VITA
E GESTIONE DEI RIFIUTI

La sostenibilita di processi di gestione dei rifiuti, di recupero dell’energia e dei materiali é stata
studiata attraverso la metodologia di Analisi del Ciclo di Vita. Lo scopo é lo studio degli impatti
della gestione dei rifiuti confrontando nuove tecnologie sul mercato con sistemi tradizionali.

I risultati confermano che la sostenibilita deve essere valutata considerando tutti gli stadi

e i flussi di un sistema al fine di evitare lo spostamento dei carichi ambientali.

Scenario A: attuale Sistema di riscaldamento

Scenario B: Recupera di calore dai residui legnasi

Lovorazione dei
residui legnosi

i NG i
i
Sistema
decentralizzato di

riscaldamento Impianto di

compostaggio

E importante sottoline-
are che anche la Com-
missione Europea ha
dichiarato la sua inten-
zione nel focalizzare
gli investimenti per pro-
muovere lo sviluppo e
I’adozione di tecnologie
innovative in una serie
di settori, inclusa la sim-
biosi industriale, come
un modello sostenibile
di business per il recu-
pero di materiali, calore
ed energia elettrica [3].

sistema centralizzato
di riscaldamenta

|n
dileg: B

Durante il programma di dottorato in chimica, con un
curriculum in chimica dell’ambiente, svolto presso
I'Universita di Bologna, ¢ stata indagata la sostenibilita
di sistemi di gestione dei rifiuti e di processi di recupe-
ro dell’energia e dei materiali attraverso I'applicazione
della metodologia LCA (Analisi del Ciclo di Vita) [1,
2], che permette di avere un approccio sistematico in
grado di supportare strategie orientate alla valutazione
ambientale per ottenere dei miglioramenti dal punto di
vista industriale.

Lo studio e volto all’analisi e comprensione degli ef-
fetti globali del settore della gestione dei rifiuti al fine
di studiare la via migliore per la gestione degli stessi,
prendendo in considerazione le tecnologie disponibili
sul mercato e le caratteriste di ogni caso studio su scala
locale, valutando la loro sostenibilita a confronto con
sistemi tradizionali, con una prospettiva di ciclo di vita
e di economia circolare.

Fig. 1 - Confini del sistema scenari progetto recupero di scarti legnosi [4]

Una piu completa con-
sapevolezza di quel che
significa sostenibilita e possibile solo attraverso I'appli-
cazione di un’analisi specifica per il caso studio inda-
gato. Per questo motivo &€ molto importante collaborare
con le aziende: la condivisione di dati primari & crucia-
le. Grazie a questo aspetto, il lavoro di dottorato ha per-
messo lo sviluppo di numerose collaborazioni stimolate
dal comune interesse verso I'innovazione, tra queste:

- Universita internazionali: Institut de Ciencia i Tecno-
logia Ambientals dell’universita Autonoma di Barcel-
lona e Universita di Valencia;

- aziende nazionali ed internazionali: Romagna Com-
post Srl, ARPA Marche, Cartiera Marchigiana Srl, Co-
operativa Citta Verde, GMP Bioenergy Srl, IRCI SpA,
A.R.P. Soc. Agr. Coop., Schmack Biogas, Curti SpA;

- organizzazioni internazionali: Climate-KIC.

Le numerose collaborazioni hanno permesso di studiare

il tema prendendo in considerazione aspetti differenti.

In collaborazione con una cooperativa in provincia di

La Divisione di Chimica dell’Ambiente e dei Beni culturali ha assegnato il Premio di Dottorato a Esmeralda Neri, per la tesi “Application of Envi-
ronmental Sustainability Assessment Methodologies to Waste Management Systems and to Energy and Material Recovery Processes”.
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| risultati che emergono dall’analisi dei

singoli casi studio confermano che la so-

stenibilita nel settore della gestione dei

rifiuti deve essere valutata considerando

tutti gli stadi e tutti i flussi coinvolti in

ogni sistema al fine di evitare lo sposta-

Punteggio Singolo (Pt)

mento dei carichi ambientali da uno sta-

dio ad un altro.

Anno 1 Anno 2 Anno 3

Anno 4

Anno 5

Scenari (anni)
M Ecotossicita delle acque dolci # Consumo di combustibili fossili
B Trasformazicne del territorio naturale
# Formazione di materiale particolato
B Cam biamento climatico con danno alla salute umana

Tossicita umana

Anno &

H Cambiamento climatico con danno agli ecosistemi

Nel futuro, inoltre, le analisi LCA dovreb-
bero essere sempre di pili supportate an-
che da altri strumenti in grado di studiare
le altre due dimensioni della sostenibilita,
rappresentate dalle sfere sociale ed eco-

Anno 7

Fig. 2 - Risultati dell’studio dell’evoluzione temporale dell’impatto di un processo

di gestione di rifiuti organici [5]

Bologna che si occupa del recupero di scarti legnosi de-
rivanti dalla manutenzione stradale si € valutata I'ipotesi
di utilizzarli per alimentare un impianto di riscaldamen-
to centralizzato per la produzione di energia termica
per edifici pubblici, rispetto al trattamento tradizionale
presso un impianto di compostaggio, comprendendo
nei confini del sistema tutte le fasi di trattamento del le-
gname stesso (Fig. 1) [4], mostrando risultati vantaggiosi
per questo sfruttamento alternativo soprattutto in termi-
ni di impatto sul cambiamento climatico e consumo di
combustibili fossili.

La metodologia di analisi del ciclo di vita per lo studio
della gestione integrata dei rifiuti & stata applicata anche
allo studio dell’evoluzione temporale di un impianto di
trattamento di rifiuto organico evoluto negli anni da un
impianto di solo compostaggio ad un sistema integrato
di digestione anaerobica e compostaggio (Fig. 2) [5].
Dall’analisi dei risultati & emerso come ci sia stato un
significativo calo dell'impatto globale complessivo del
processo con l'introduzione del sistema integrato anae-
robico-aerobico, dovuto principalmente alla produzio-
ne di energia elettrica (con un conseguente impatto evi-
tato per quel che riguarda il cambiamento climatico),
in aggiunta alla produzione di compost, e all’evitato
smaltimento in discarica del rifiuto stesso.
Congiuntamente allo studio legato alla gestione integra-
ta dei rifiuti e al recupero energetico, é risultato di parti-
colare importanza nello sviluppo del lavoro di dottorato
il tema del recupero di materia. Prestando attenzione
a particolari casi studio, come quello del recupero di
rifiuti da materiali tecnici, ad esempio i pneumatici a
fine vita, & stato possibile constatare come grande im-
portanza nella valutazione di impatto ambientale di un
processo di riciclo sia data dall’'uso commerciale (e dal
valore economico) delle tipologie di materiali che e
possibile sostituire grazie al processo di riciclo stesso.

nomica, attraverso la combinazione con
altri strumenti complementari alla LCA
(per esempio LCC, life cycle costing, e sLCA, social life
cycle assessment), cosi come |'applicazione dell’analisi
di valutazione del rischio, al fine di perseguire uno Svi-
luppo Sostenibile.
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Life Cycle Assessment and Waste Management

The sustainability of waste management, energy and
material recovery processes has been investigated
through the application of the Life Cycle Assessment
methodology. The aim is to study the impacts of the
waste management sector comparing new technolo-
gies on the market with traditional systems. Results
confirms that sustainability should be evaluated consi-
dering all stages and flows involved in a system in or-
der to avoid the shifting of the environmental burdens.

0

LA CHIMICA E U'INDUSTRIA online | ANNO 1l | N° 6 | NOVEMBRE/DICEMBRE 2018 @



CHIMICA & SISTEMI BIOLOGICI

ANTONIO BIANCHI

DIPARTIMENTO DI CHIMICA ‘UGO SCHIFF’
UNIVERSITA DI FIRENZE
ANTONIO.BIANCHI@QUNIFLIT

ISMEC 2018 AND THE
1T1™ EDITION OF THE
FERNANDO PULIDORI AWARD

The 2018 edition of the International Symposium on Metal Complexes took place in Florence
(Italy) and it was attended by about 140 delegates from all over the world. The traditional
Fernando Pulidori Prize (11" Edition) was awarded this year to Norbert Lihi, from the University

of Debrecen (Hungary).

B ™A= = N == S

International Symposium on Metal Complexes
Florence, June 3-7, 2018

he 2018 edition of the International Symposium

on Metal Complexes (ISMEC 2108) was held in
Florence from 3 to 7" of June 2018, with an orga-
nizing committee of the Department of Chemistry
“Ugo Schiff” of the University of Florence. The con-
gress venue was the current main building of the
Italian Military Geographic Institute located in the
historical block, of the former “Santissima Annun-
ziata” Monastery, called “Antica Sapienza”. ISMEC
2018 is the 45" edition of a series of meetings that
begun in Florence in 1974 as the annual congress of
the Italian group of “Thermodynamics of Complexes”
(GTC, http://www.gtc2014.com/). In 1988 it beca-
me an ltalian-Spanish, or Spanish-Italian congress
with annual meetings alternating between Italy and
Spain. From 2010, participation was widened at an
international level and the meeting took the name of
International Symposium on Metal Complexes.

ISMEC 2018 focused on recent scientific advances in

the thermodynamics and the kinetics of complexes in

the fields of analytical, biomedical, environmental,

inorganic and physical chemistry, as well as in the

conservation of cultural heritage. Main topics inclu-

ded, but were not limited to:

- Complexation thermodynamics and kinetics

- Solution equilibria and coordination chemistry

- Complexation processes in supramolecular
chemistry

- Metal-based reactivity and catalysis

- Metal-complex interactions with biomolecules

- Metals in diseases: transport, homeostasis and
toxicity

- Metal-based drugs: diagnosis and therapy

- Metal complexes of environmental and biological
interests

- Nanostructured metal complexes

- Analytical methods and sensors based on
complexation equilibria

- Computer methods for equilibrium analysis.

ISMEC 2018 was attended by about 140 participan-

ts coming from universities, research institutions and

industries of 20 different countries and 4 continents.

It provided a valuable discussion forum on the above

areas and fostered new collaborations among resear-

chers from diverse backgrounds with complementary

skills and goals. The symposium program comprised

4 plenary and 6 keynote lectures, 44 oral communi-
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cations and a poster session (54 poster). Abstracts of
all ISMEC 2018 presentations are published online
as the Vol. 8 of the book series “Acta of Ismec Sym-
posia” (ISSN 2239-2459, http://www.gtc2014.com/
ismec-proceedings/).

The Fernando Pulidori Prize (11" Edition) was awar-
ded to Norbert Lihi, a young assistant research fellow
from the University of Debrecen (Hungary), presen-
ting the paper entitled: “Unusual binding modes in
the copper(ll) and palladium(ll) complexes of pepti-
des containing both histidyl and cysteinyl residues”
(New J. Chem., 2017, 41, 1372). The winner was
awarded a prize of 250 €, an engraved plaque and a
waiver of the registration fee. Norbert Lihi presented
the winning paper at the award ceremony. An exten-
ded abstract of that work can be found in the fol-
lowing pages of this journal.

Fig. 1 - Norbert Lihi receives the Fernando Pulidori Prize

Furthermore, three prizes were awarded to Gizella
Csire (University of Debrecen, Hungary), Francesca
Macii (University of Pisa, Italy) and Nadia Ribeiro
(University of Lisboa, Portugal) as the presenting au-
thors of the most outstanding posters.

ISMEC 2019 will be held in Debrecen (Hungary) in
June 2019.
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STRUCTURAL DIVERSITY OF
TRANSITION METAL COMPLEXES
OF PEPTIDES CONTAINING

CYSTEINE RESIDUE

Cysteine containing peptides are effective metal ion chelators. However, the coordination ability
of these peptides significantly depends on the position of cysteine(s) and the presence of other
side chain donor groups. In this paper we demonstrate the structural diversity of the complexes
formed with peptides containing multiple metal binding sites. The results confirm that the
thiolate functional group of cysteine in the peptides behaves as an effective metal binding

site for nickel(ll) and zinc(ll). However, the other side chains of the peptide may significantly
contribute to the metal binding depending on their position in the peptide chain.

he metal-peptide complexes are an excellent

choice for mimicking the binding modes of the
proteins and modelling the active site of metallopro-
teins and metalloenzymes. The metal binding affini-
ties of these small biomolecules are rather selective
and largely depend on the side chain donors of pep-
tides and the character of the metal ions. Probably,
the most important and widely-studied binding sites
are the histidyl and cysteinyl side chains; however,
specific coordinating side chains (such as the car-
boxyl group of aspartic- and glutamic acid) may also
be involved in the coordination of the metal ion. The
first studies on the quantitative description of metal
complexes of peptides were reported in the 1980s.
Recently, several studies have reviewed the general
observations related to the metal-peptide interactions
[1-3]. The coordination chemistry of multi-histidine
peptides with transition metal ions are a subject of
interest because various forms of neurodegenerative
diseases are linked to these molecules. Furthermore,
peptides containing cysteine residues have also been
investigated; the most important publications con-
cern the zinc transporter and zinc finger proteins and

the nickel homeostasis of Helicobacter pylori [4, 5].
The number of the possible peptide sequences that
can be synthesized is infinite because of the effec-
tive development of solid phase peptide synthesis.
Therefore, systematic studies are needed in order to
give deeper insight into the complex formation pro-
cesses of peptides containing multiple and different
binding sites. In our work, N-terminally free peptides
containing aspartyl, histidyl or cysteinyl residues on
the N-termini were synthesized and the contribution
of the distant cysteinyl residue to the complex for-
mation processes was investigated. Here we report
the main results based on the thorough analysis of
equilibrium, spectroscopic and theoretical data. The
investigated peptides are shown in Scheme 1.

It is clear from Scheme 1, that the terminal amino
group, the carboxylate of aspartyl, imidazolium of
histidyl and the thiol of cysteinyl side chain are tak-
ing part in deprotonation processes. Moreover, thor-
ough analysis of the NMR spectra offers a possibility
to calculate the deprotonation microprocesses. It
was shown, that the lowest pK value belongs to the
deprotonation of carboxylate group, while the last

The Fernando Pulidori Prize (11" Edition) was awarded to Norbert Lihi during the 2018 edition of the International Symposium on Metal Com-

plexes (ISMEC 2108) held in Florence from 3" to 7™ of June 2018.
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Scheme 1 - Peptides involved in this study

two or three deprotonation processes (deprotonation
of terminal amino group and side chain of cysteine
residue(s)) significantly overlap. However, the termi-
nal amino group is more acidic site than the thiol
group of cysteine [6].

The complex formation reactions of the investigated
peptides with nickel(ll) indicate that in all cases, the
terminal amino group is the primary metal binding
site resulting in amino, amide coordinated species
with high stability. In the case of aspartyl contain-
ing peptides, the complexes with (NH,,N-3-COO-)
or (NH,,N-,N-,$-COO) donor sets are the major
species in the slightly acidic and neutral pH range.
Upon increasing the pH, additional base consump-
tion process yields the binding of the thiolate group
and the co-existence of coordination isomers. DFT
calculations predict that the C-terminal part of

ADAAAC-NH, is more effective metal binding site
for nickel(ll) than the N-terminal part, while nick-
el(ll) is mainly coordinated to the N-terminal part in
the case of AADAAC-NH, (Fig. 1).

This behaviour can be explained by the enhanced
stability of the complex with (NH,,N-,N-,-COO)
donor set. The peptides with aspartyl residues
form complexes with zinc(ll) due to the binding
of (NH,,B-COO-,S) donors. These macrochelate
complexes are able to suppress the hydrolysis of
the metal ion, however, they cannot induce the
deprotonation and coordination of amide functions
to the metal ions [6].

The N-terminally free peptides with histidyl resi-
dues are effective metal chelators for nickel(ll) and
zinc(Ill). Moreover, AAHAAAC-NH, has outstanding
nickel(ll) binding ability. This is due to the formation
of albumin-like coordinated species which prevents
the binding of the thiolate group. This donor group is
involved in the metal ion coordination, when nick-
el(ll) is in excess. It is important to note, that this al-
bumin-like coordination keeps copper(ll) in solution
and hinders the interaction between copper(ll) and

Fig. 1 - Energetically preferred coordination isomers formed in
the Ni(Il):AADAAC-NH, (top) and Ni(ll):ADAAAC-NH, (bottom)
systems calculated by DFT at B3LYP/def2-TZVP level of theory
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Fig. 2 - Calculated species distribution of the complexes in the
Ni(ll):Zn(Il):AHAAAC-NH2 1:1:1 system. ¢, = 2 mM

the thiolate group, thus preventing redox processes
in neutral pH range [7]. For zinc(ll), the primary met-
al binding site is the thiolate group and imidazole-N
of histidine in the slightly acidic pH range. Addition-
al base consumption process is observed due to the
binding of terminal amino group and the macroche-
late complex is dominant in the basic pH region.
Nickel(ll) and zinc(ll) complexes of AHAAAC-NH,
differ from those of AAHAAC-NH,. This is due to the
presence of the histidyl residue in the secondary posi-
tion. Therefore,, the major species for nickel(ll) is the
complex with (NH,,N",N, ) donor set at physiological
pH. However, this coordination sphere is unsaturated
and the square-planar geometry of the metal ion is suit-
able to accommodate the thiolate group of the distant
cysteine residue to form (NH_,N°,N, /S’ coordinated
complex. In the case of zinc(ll), the major complex
is the (NH,,N, ,S") coordinated species. Its outstand-
ing stability is well demonstrated by Fig. 2, where
the theoretical species distribution of the zinc(ll) and
nickel(ll) complexes formed with AHAAAC-NH, is
shown. Upon increasing the pH, both metal ions are
able to induce the deprotonation and coordination
of amide nitrogen and the stability order of zinc(ll)
and nickel(ll) complexes revers because this type
of reaction is more favoured for nickel(ll) than for
zinc(Il) [8].

The complex formation processes of N-terminally
free peptides containing two cysteinyl residues were
characterized in the presence of zinc(ll) because the

formation of polymer complexes hindered the de-
termination of the stability constants in the nickel(ll)
containing system. Both ligands have outstanding
zinc(Il) binding ability due to the formation of mac-
rochelate complexes. In the case of CSSACS-NH,,
the amino terminus is the primary metal binding site
via the (NH,,S) 5-membered chelate that is support-
ed by macrochelation due to the internal cysteinyl
residue. This binding mode prevents the hydroly-
sis of the metal ion and hinders the formation of
bis-complexes when the ligand is in excess. In con-
trast, the formation of bis-complexes was observed
in the case of ACSSACS-NH,. This behaviour can be
explained by considering that the thiolate groups
are the primary metal binding sites for zinc(Il) and
the binding of the terminal amino group is unlike-
ly. In the case of equimolar samples, the terminal
amino group and the peptide nitrogen are also in-
volved in the metal ion coordination and the forma-
tion of the complex with (NH,,N-,S",S) donor sets
occurs in the slightly basic pH range. The zinc(ll)
induced deprotonation and coordination of peptide
nitrogen has already been described in various pep-
tides containing histidine in the secondary position,
however, this is the first example for the formation
of Zn-N(peptide nitrogen) bond in the case of cys-
teine containing peptides. The complex formation
processes of cadmium(ll) with the above mentioned
cysteine containing peptides are similar to those ob-
served for zinc(ll) [9].

To suppress the formation of polymer species, the
cysteine residue was replaced to penicillamine (see
Scheme 1, PenSSACS-NH,). This bulky side chain
may hinder the formation of polymer species and
the complex formation processes could be charac-
terized in the presence of nickel(ll). The complex
formation of nickel(ll) with this peptide is similar
to those of the peptides containing cysteine in the
first position. Thus, the terminal amino group with
the thiolate side chain is the primary metal binding
site and the coordination sphere is completed by the
binding of the amide nitrogen and the distant cys-
teinyl residue in equimolar solution. However, the
complex formation processes of zinc(ll) with this
peptide showed similarities to the cysteine contain-
ing counterpart, although, the formation constants of
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Fig. 3 - Stability constants (logf) and coordination modes
of the ML complexes formed in the investigated systems

the zinc(I)-PenSSACS-NH, complexes are 1-2 order
of magnitude smaller than the corresponding zinc(ll)
complexes formed in the CSSACS-NH, system. This
is most likely the consequence of the presence of the
bulky methyl groups in penicillamine [10].

In general, the thiolate functional group of cysteine
containing peptides behaves as an effective metal
binding site for nickel(ll) and zinc(ll), but the oth-
er side chains of the peptide may significantly con-
tribute to the metal binding. This effect is clearly
demonstrated in Fig. 3 where the stability constants
of the ML complexes (M=Ni(ll) or Zn(lIl)) are depict-
ed as a function of coordinating donor groups. Fig. 3
clearly shows the outstanding stability of the thiolate
coordinated complexes and it is also obvious from
the data that the thiolate coordination is more fa-
vourable for zinc(ll) than nickel(ll) and the nickel(ll)
complexes have enhanced stability when the amide
nitrogen is involved in the metal ion coordination.
Moreover, the coordination of thiolate group can be
hindered when the coordinating side chain of amino
acid is placed in the third position of the peptide
chain.
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Diversita Strutturale dei Complessi

di Metalli di Transizione di Peptidi

contenenti Residui di Cisteina

| peptidi contenenti cisteina sono buoni chelanti
per gli ioni metallici. Tuttavia, la capacita di co-
ordinazione di questi peptidi dipende in modo
significativo dalla posizione della cisteina e dalla
presenza di altri gruppi donatori in catena laterale.
Questo articolo descrive la diversita strutturale dei
complessi formati con peptidi contenenti piu siti di
legame per i metalli. | risultati confermano che il
gruppo funzionale tiolato della cisteina nei peptidi
si comporta come un efficace sito di legame per il
nichel(ll) e per lo zinco(ll). Tuttavia, le altre catene
laterali del peptide possono contribuire in modo
significativo alla chelazione del metallo, in funzio-
ne della loro posizione nel peptide.
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I silicio nella chimica farmaceutica

Le variazioni isosteriche di “lead compounds” sono
spesso utilizzate per modificare o migliorare le pro-
prieta chimico-fisiche, farmacologiche, farmaco-
cinetiche di un farmaco e, non ultimo fattore per
importanza, per trarne vantaggi brevettuali. La sosti-
tuzione isosterica di un atomo di carbonio quater-
nario con un atomo di silicio in composti biologica-
mente attivi, nota come “silicon switch”, ha sempre
suscitato notevole interesse, giustificato anche dalla
similarita tra carbonio e silicio, il quale, a differenza
ad esempio dello stagno, non presenta una tossicita
intrinseca. D’altra parte, il silicio ha dimensioni piu
grandi del carbonio, & piu elettropositivo nonché
piu lipofilo, e quest’ultima caratteristica fa si che i
derivati sililati presentino un uptake cellulare mi-
gliore rispetto agli analoghi al carbonio. In una re-

view recente [D.S. Reddy, ). Med. Chem., 2018, 61,
3779] sono riportati i risultati piu significativi otte-
nuti nello studio del silicio nella chimica farmaceu-
tica, sottolineando allo stesso tempo le criticita che
ancora oggi limitano quest’area di ricerca soprattut-
to a livello industriale. Infatti, I"approccio “Si for C
switch” ad oggi non ha prodotto nessun farmaco sul
mercato dell’Europa Occidentale e degli Stati Uniti,
sebbene diversi composti sililati non abbiano mo-
strato problemi di tossicita in test condotti su umani.
Uno dei maggiori problemi in questo contesto ri-
guarda la mancanza di metodologie sintetiche ge-
nerali e facilmente accessibili mediante le quali pro-
durre molecole funzionalizzate contenenti atomi di
silicio. Per questo motivo il gruppo di Denmark ha
messo a punto diverse sintesi versatili su scala mul-
ti-grammo di tetraidrochinoline e tetraidroisochino-

line sililate [S.E. Denmark,

a) Libreria di eterocicli a base azotata contenenti silicio sviluppata da Denmark
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140, 6668], dalle quali e

N/ N/ o
Si shz Si\l possibile ottenere moleco-
1) CLJN —— o ——> N_ p | lepit complesse mediante
FG i3 - il reazioni di N- o C-funzio-
N-functionalization C(4)-functionalization nalizzazione altamente
selettive (Fig. 1a). Accanto
1 . P . .
il ol e alla ricerca di sila isosteri
2) I - 2 I . . .
. - ﬁ”:‘ e NAFG di piccole molecole bio-
) 1 ! logicamente attive, molto
FG  N-functionalization neo : :
C(3)-functionalization interessante risulta anche

lo studio di silapeptidi,
ovvero strutture polipepti-
diche nelle quali gli ammi-
noacidi che le costituisco-
no contengono atomi di
silicio, la cui presenza do-
vrebbe garantire una mag-
giore stabilita nei confronti
della biodegradazione e
una migliore penetrazione
cellulare. | diversi sila am-
minoacidi ad oggi svilup-
pati presentano I'atomo di
silicio nella catena laterale
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dell’amminoacido (esempi A e B, Fig. 1b), mentre in
un lavoro molto recente [Y. Apeloig, Angew. Chem.
Int. Ed., 2018, 57, 13261] e stata riportata la sintesi
e la struttura ai raggi X di due a-sila-dipeptidi (C e
D, Fig. 1b) caratterizzati per la prima volta da un
atomo di silicio incorporato nel backbone peptidi-
co, ovvero nella posizione a centrale che connette il
gruppo amminico e il gruppo carbossilico dell’am-
minoacido. Per quanto le due molecole presentino
una moderata instabilita all’idrolisi acquosa, I"intro-
duzione di gruppi stericamente piti ingombranti sia
sull’atomo di silicio sia sull’atomo di azoto potrebbe
dare un futuro promettente a questa classe di com-
posti.

Nuovi descrittori molecolari per lo
scaffold-hopping utilizzando prodotti naturali

Lo scopo dello ‘scaffold-hopping’ € quello di identi-
ficare nuove strutture chimiche modificando la parte
centrale o scaffold di composti attivi. In questo modo
lo spazio chimico aumenta, migliora I'accessibilita
sintetica, ed e possibile modulare I'affinita o le carat-
teristiche chimico-fisiche di una molecola bioattiva.
Ad esempio, sostituire uno scaffold lipofilo con uno
polare puo migliorare la solubilita di un composto,
cosi come un core conformazionalmente piu rigido
puo aumentare l'affinita per il recettore. Le tecniche
computazionali ligand-based utilizzate in questo set-
tore si basano sul calcolo dei descrittori molecolari,
ovvero la codifica numerica dell’informazione strut-
turale. Gli autori di questi lavori [F. Grisoni, Scienti-
fic Reports, 2018, 8, 16469, F. Grisoni, Communica-

tions Chemistry, 2018, 1, 44] propongono dei nuovi
descrittori molecolari WHALES (Weighted Holistic
Atom Localization and Entity Shape) ottenuti consi-
derando le caratteristiche strutturali e farmacoforiche
pit rilevanti di prodotti naturali (PNs) bioattivi e una
procedura che li possa trasferire in composti sinteti-
camente accessibili. | PNs hanno infatti molte carat-
teristiche, come grandi frazioni di carboni ibridizzati
sp®, centri chirali e gruppi farmacoforici, che pos-
sono ispirare la progettazione di piccole molecole
drug-like. Rispetto ai classici descrittori single-featu-
re, i WHALES sono descrittori olistici, in quanto rap-
presentano le proprieta molecolari come le distanze
interatomiche, la forma e la distribuzione di carica
dei composti.

La procedura per il calcolo di WHALES prevede: la
determinazione delle cariche e dei conformeri asso-
ciati ad una struttura chimica (passaggio a e b di Fig.
2), il calcolo di una matrice di covarianza tra atomi
pesanti pesati per le rispettive cariche parziali (la ma-
trice ACM di Fig. 2). La matrice ACM rappresenta in
ogni riga i come |'i-esimo atomo e globalmente per-
cepito dagli altri atomi, mentre la colonna j contiene
le distanze di tutti gli atomi dal j-esimo atomo. | para-
metrici atomici di remoteness, media degli elementi
della riga, e isolation, valore minimo della colonna,
sono utilizzati per calcolare i descrittori WHALES
come decili (d1-d9, piu il valore minimo e massimo)
di grado o il loro rapporto (IR, come mostrato nel
pannello e di Fig. 2). | descrittori totali sono sempre
33, quindi indipendenti dalla dimensione della mo-
lecola, e gli atomi con carica parziale negativa hanno

e

valori negativi. Oltre ai PN,

¥ gli autori dimostrano che I'ap-

proccio WHALES puo essere

= AGM applicato con successo anche
(nxn) P .. .

a composti sintetici attivi (se-

lezionati dal database ChEM-
BL22) mostrando un’abilita di
scaffold-hopping superiore ai
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L'EMENDAMENTO KIGALI
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che nel 2016 ha modificato
I’accordo di Montreal intro-
ducendo le regole per elimi-
nare dalla produzione le so-
stanze che hanno sostituito i
CFC e cioe gli HFC.

Ll'accordo di Montreal del
1987 & considerato un succes-
so internazionale; sottoscritto
da oltre 190 Paesi ha consen-
tito di ridurre in modo molto
significativo, ed in alcuni casi

0
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and HCFCs.

Figure ES 1. Global consumption (in kilotonnes per year) of ozone depleting CFCs and HCFCs. The
phasing in of HFCs as replacements for CFCs is evident from the decrease in CFC usage concomitant
with the increasing usage of HFCs. Use of HCFCs also increased with the decreasing use of CFCs.
HCFCs are being replaced in part by HFCs as the 2007 Adjustment to the Montreal Protocol on HCFCs
continues to be implemented. Thus, HFCs are increasing primarily because they are replacing CFCs

2000 2010 . . . .
eliminare dalla produzione, i

CFC, cioe i clorofluorocarburi
che avevano aggredito lo stra-
to di ozono della stratosfera
che ci difende dai raggi UV.
Comunque la loro totale eli-

Fig. 1 . . R
minazione avverra solo entro

[otrebbe essere un buon titolo di film; abbastanza
esotico, ma non troppo. L'emendamento Kigali

non e su Wikipedia, & ancora un argomento da spe-

cialisti, ma di fatto ha un significato importante.

Kigali & la capitale del Ruanda ed e considerata “la

citta piu pulita dell’Africa”.

Probabilmente per questa sua fama e stata scelta

Stratospheric ozone concentration
i
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il 2030. Ma I'effetto c’e stato; la produzione e diminu-
ita come si vede nel grafico di Fig. 1. Questo ha anche
migliorato la situazione dello strato di ozono che pero
non tornera al suo posto prima della fine della meta o
secondo alcuni della fine del secolo (Fig. 2).

Questa ¢ la lieta novella, confermata dai piu recen-
ti documenti ufficiali (vedi in fondo). Ma nel 2011
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I'impatto serra degli HFC
che puo essere stimato in
_ qualche decimo di grado,
che non é affatto poco; la
crescita attuale del GW
risente significativamente
degli HFC.

L’ Antropocene mostra
come gli effetti del nostro
agire sulla Natura siano
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Figure ES 2. Trends in CO,eq emissions of CFCs, HCFCs, and HFCs since 1950 and projected to 2050.
The HFC emissions scenarios are from Velders et al. (2009) and Gschrey et al. (2011). The low-GWP
HFC line represents the equivalent HFC emissions for a scenario where the current mix of emissions
(with an average lifetime of HFCs of 15 years and an average GWP of 1600) was replaced by a mix of
low GWP HFCs (with an average lifetime of less than 2 months or GWPs less than 20).

ed integrati; a volte ina-
spettati. Da una parte essi
devono essere studiati e
compresi a fondo con la
calma e la lentezza pro-
prie della ricerca, non con
le velocita e i meccanismi
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Fig. 3

quel gran rompiscatole di Mario Molina, che gia ave-
va rivelato al mondo I"affare dei CFC e le loro con-
seguenze, riveld un nuovo problema: i CFC avevano
un effetto serra notevole e dunque il protocollo di
Montreal aveva di fatto contributo a ridurre I'effetto
serra forse piu di quanto aveva fatto Kyoto. Ma c’era
un ma: anche i nuovi HFC avevano un contributo
serra, perfino maggiore dei vecchi CFC e dunque si
rischiava di contribuire all’effetto serra piu dei vec-
chi CFC a meno di non sostituire a breve anche i
nuovi HFC (Fig. 3).

La soluzione tecnica trovata e di ampliare il proto-
collo di Montreal per includere gli HFC persistenti e
ad alto potenziale come gas serra. Questo si puo fare
perché sono gia disponibili e utilizzabili, degli HFC
meno impattanti e la classe delle idrofluoroolefine, i
cosiddetti HFO, che sono diffusi come gas refrigerante
nei climatizzatori per automobili. Per quanto riguar-
da i frigoriferi casalinghi invece semplici idrocarburi
come R-600, cioe il butano, sono dei buoni sostituti.
Ed ecco che I'emendamento Kigali non & altro che
I"'adeguamento dopo 5 anni alla nuova situazione.
'emendamento Kigali non & una soluzione veloce e

del mercato; dall’altra gli
accordi internazionali sono certamente una cosa
buona, ma spesso la celerita con la quale siamo in
grado di raggiungerli ed applicarli non e sufficiente.
Questo e proprio quel rischio di troppo lento feed-
back, di troppo lenta retroazione, di troppo lenta ri-
sposta del sistema umano che gli autori di “Limits
to growth” (recentemente ripubblicato in italiano col
titolo giusto “I limiti alla crescita”, ed. Lu::Ce, 2018)
paventavano come uno dei principali problemi che
I"lUmanita deve affrontare. Riusciremo a trovare i
modi per essere cosi veloci nel ridurre le minacce
al nostro ambiente e al nostro futuro come siamo
stati veloci nel ghermire le risorse e i profitti? Non e
tempo di attesa, ma di azione.
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Societa Chimica ltaliana

La Societa Chimica Italiana, fondata nel 1909 ed eretta in Ente Morale con R.D. n. 480/1926,
€ un’associazione scientifica che annovera quasi quattromila iscritti. I Soci svolgono la loro
attivita nelle universita e negli enti di ricerca, nelle scuole, nelle industrie, nei laboratori
pubblici e privati di ricerca e controllo, nella libera professione. Essi sono uniti, oltre che
dall’interesse per la scienza chimica, dalla volonta di contribuire alla crescita culturale ed
economica della comunita nazionale, al miglioramento della qualita della vita dell’'uvomo e
alla tutela dell’lambiente.

La Societa Chimica Italiana ha lo scopo di promuovere lo studio ed il progresso della Chimi-
ca e delle sue applicazioni Per raggiungere questi scopi, e con esclusione del fine di lucro,
la Societa Chimica Italiana promuove, anche mediante i suoi Organi Periferici (Sezioni, Di-
visioni, Gruppi Interdivisionali), pubblicazioni, studi, indagini, manifestazioni.

Le Sezioni perseguono a livello regionale gli scopi della Societa. Le Divisioni riuniscono Soci
che seguono un comune indirizzo scientifico e di ricerca. | Gruppi Interdivisionali raggrup-
pano i Soci interessati a specifiche tematiche interdisciplinari.

La Societa organizza numerosi convegni, corsi, scuole e seminari sia a livello nazionale
che internazionale. Per divulgare i principi della scienza chimica nella scuola secondaria
superiore organizza annualmente i Giochi della Chimica, una competizione che consente
ai giovani di mettere alla prova le proprie conoscenze in questo campo e che seleziona la
squadra nazionale per le Olimpiadi Internazionali della Chimica.

Rilevante e Iattivita editoriale con la pubblicazione, congiuntamente ad altre Societa Chi-
miche Europee, di riviste scientifiche di alto livello internazionale. Organo ufficiale della
Societa e la rivista La Chimica e I'Industria.

Nuova iscrizione

Per la prima iscrizione il Candidato Socio deve essere presentato, come da Regolamento, da
due Soci che a loro volta devono essere in regola con l'iscrizione. | Soci Junior (nati nel 1987
o successivi) laureati con 110/110 e lode (Laurea magistrale e Magistrale a ciclo unico) han-
no diritto all’iscrizione gratuita e possono aderire - senza quota addizionale - a due Gruppi
Interdivisionali.
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