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Introduction
Antimicrobial peptides (AMPs) are small biological-
ly active molecules, present in almost all multicel-
lular organisms. They are a part of their innate im-
mune system and play an important role in defense 
against pathogens [1, 2]. Currently, over 3,400 
AMPs have been isolated and described in specif-
ic databases [3]. This group of compounds is very 
diverse and shows a variety of lengths (7-100 ami-
no acids), secondary structures (α-helix, β-sheet, 
random coil, etc.) and modes of action (disrupting 
the surface of the pathogen or achieving intracel-
lular targets). Most of them are α-helical cationic 
peptides [2, 3]. Knowing that bacterial pathogens 
have negatively charged cell membranes, posi-
tive charge facilitates the interaction between the 
peptide and the pathogens’ surface. In addition to 
antibacterial activity, they can also show anti-can-
cer, antiviral and antifungal properties [2, 3]. An-
timicrobial peptides are also known for inducing 
negligible resistance in microorganisms, including 

drug-resistant ones. They owe it, inter alia, to using 
multiple mechanisms of action simultaneously or 
to non-specific mechanisms, to which resistance 
is difficult to develop [2]. This feature is particularly 
important nowadays when the problem of drug-re-
sistant pathogens is still increasing and new thera-
peutics are intensively sought [2].
Some AMPs can interact with biologically relevant 
metal ions, such as Zn(II) or Cu(II). These metals 
are crucial for the proper function of many en-
zymes, necessary for the survival of both host and 
pathogen [1]. Because of their significant mean-
ing, some organisms have developed a defensive 
mechanism called nutritional immunity. It involves 
the capture of free metal ions by specific mole-
cules, to prevent their uptake by pathogens [4]. 
Interestingly, antimicrobial peptides can be en-
gaged in this process and play the role of capturing 
agents. Moreover, metal ions can affect the AMPs’ 
secondary structure or charge, which can result in 
enhanced antimicrobial activity [1].

Antimicrobial peptides play an important role in defense against pathogens in many 
organisms. Currently, they are considered potential candidates for new therapeutics. 
Metal ions such as Zn(II) or Cu(II) can influence their biological activity. Herein, 
the investigation results of 8 peptides and their Zn(II) and Cu(II) complexes are discussed.
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All this information was an 
inspiration to find and un-
derstand the relationship 
between coordination chem-
istry, structure, thermody-
namics and mode of action 
of Zn(II) and Cu(II) complexes 
of chosen antimicrobial pep-
tides. In this work, the results 
obtained for eight peptides 
from two families are dis-
cussed. For the first family, 
clavanins, an interesting re-
lationship between spatial 
arrangement, coordination of 
metal ions and biological activity was observed. The 
second family, SAAPs, was particularly important 
from the bioinorganic chemistry point of view.
Deeper knowledge and understanding of met-
al-peptide interactions can be a precious contribu-
tion to the bioinorganic chemistry of peptides and 
enable to use peptides as matrixes in designing 
new selective drugs. Due to the possible therapeu-
tic meaning, the particular focus was put on the 
results obtained at pH 7.4.

Clavanins
Clavanins were originally isolated from the sea 
squirts Styela clava. This group of peptides has six 
members: clavanin A, B, C, D, E and clavaspirin [5, 
6]. They are α-helical cationic peptides built from 
23 amino acids [6]. Because of their high content 
of histidines, it was expected that they would be 
able to bind biologically essential metal ions such 
as Zn(II) or Cu(II). So far, clavanin A and C are the 
most studied in the literature. At pH 5.5 they act 
against E. coli, L. monocytogenes, K. pneumoni-
ae and C. albicans. Moreover, the addition of Zn(II) 
ions significantly enhances the action of clavanin A 
against E. coli [7, 8].
The thermodynamic studies of clavanin A-E (Fig. 
1) complexes started with the mass spectrometry 
measurements, which clearly showed that all five 
examined peptides form mononuclear complexes 
with Zn(II) or Cu(II). Basing on the potentiometric 
titration, the stability constants for each complex 
were determined [8]. Moreover, thanks to the oth-
er methods (UV-vis, CD, NMR, DFT), the mode of 
coordination and geometry of the formed com-

plexes were established. At pH 7.4, all clavanins 
coordinate Zn(II) by three nitrogens from imidazole 
groups from histidine side chains (His10, His11, 
His17 for clavanin A, B and E; His10, His11, His 21 
for clavanin C and D) [8].
Cu(II) complexes show square-planar geometry 
and are formed by the coordination of three im-
idazole nitrogens from histidine side chains and 
one amide nitrogen from the peptide main chain. 
The mode of coordination is different for clavanin 
C, due to the presence of the ATCUN motif (Amino 
Terminal Cu(II) and Ni(II) binding motif) [9], where 
copper(II) ion is bound by four nitrogens (N-termi-
nal amine group, two subsequent amide groups 
from the main peptide chain and the imidazole ring 
from His3 side chain) and forms a highly stable, 
square-planar complex [10].
To compare the affinities of particular peptides to 
metal ions, competition diagrams were prepared. 
They are based on the data from potentiometric 
measurements and show the hypothetical situation 
when equimolar amounts of reagents are mixed. 
For Zn(II) complexes, these affinities are rather 
comparable, but for Cu(II) complexes at pH above 
6, Cu(II)-clavanin C shows significantly higher sta-
bility than the others, which is caused by the pres-
ence of the ATCUN motif (Fig. 2).
From the antimicrobial activity point of view, 
Zn(II)-clavanin C complex was the most effective 
and versatile compound at pH 7.4. It was active 
against E. coli, E. faecalis, S. aureus and C. albi-
cans [8]. DFT helped to explain this observation - 
despite presenting the same mode of coordination 
and even using the same donor groups, the bond 

Fig. 1 - Amino acid sequence of clavanin A, B, C, D and E. 
The differences between peptides are highlighted [8]
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length in Zn(II)-clavanin C is slightly larger than in 
other clavanins. This elongation is caused by pre-
folding of the peptide, which takes place before 
binding of the metal. Because of this prefolding, an 
amide group from the main chain is present in the 
close vicinity of the coordinated Zn(II) ion. Hydro-
gen from the mentioned amide group is situated 
exactly under the Zn(II) and slightly repels it from 
the coordination sphere, which is observed by the 
elongation of the bond and translates to weaker 
metal-peptide interaction and easier dissociation 
of Zn(II). Local accumulation of metal ions may 
be toxic to pathogens, which may explain the in-
creased antimicrobial activity of the Zn(II)-clavanin 
C complex [8]. Such a small difference in structure, 
which brings so meaningful difference in the anti-
microbial activity was described as the “chemical 
butterfly effect”.

SAAP
SAAP (surfactant-associated anionic peptides) are 
naturally present in ovine pulmonary surfactant. 
They are short, Asp-rich peptides and their spe-
cial feature is a negative charge (the vast majority 
of AMP peptides are cationic) (Fig. 3) [10]. Three 
members of this group: SAAP2, SAAP3 and SAAP6 
are active mainly against Mannheimia haemolytica, 
which causes pneumonic mannheimiosis - a serious 
disease of the respiratory tract in sheep, cattle and 
goats [10, 11]. Interestingly, they show antimicrobial 
activity only in the presence of Zn(II) ions [10].
All three peptides form complexes with zinc(II) in 
metal:ligand stoichiometry 1:1. Potentiometric ti-
trations indicated that SAAP2, SAAP3 and SAAP6 
coordinate Zn(II) ions by Asp residues, which are 

anchoring sites, and by N-terminal amine group. 
The affinity of all peptides for zinc(II) around pH 7.4 
is comparable [12].
Similarly to zinc(II), copper(II) binds to all three 
peptides in a 1:1 stoichiometry. To determine the 
mode of coordination, both potentiometric and 
spectroscopic methods (UV-Vis, CD, EPR) were 
used. SAAP2 and SAAP3 bind Cu(II) by N-terminal 
amine group - as an anchoring site, carboxylates 
from the Asp residues in the first/second position 
and by amide nitrogens. SAAP6, which lacks Asp 
residue in the first and second position, anchors 
copper(II) by N-terminal amine and then coordi-
nates only by amide nitrogens. Despite engaging 
the amide group in SAAP6 at significantly lower 
pH, this peptide has also lower affinity for Cu(II) 
ions. As shown in the competition diagram (Fig. 4), 
the stability of Cu(II) complexes increases together 
with the number of Asp residues. This observation 
can be explained by the presence of carboxylates 
in the first and/or second positions, which modu-
late Lewis acidity for competition with amide pro-
tons and its peptide affinity [12].

Fig. 3 - Amino acid sequences of SAAP2, SAAP3,
and SAAP6 peptides

Fig. 2 - Competition plots between clavanin A-E and Zn(II) (left) or Cu(II) (right), describing complex formation at different pH values 
in a hypothetical situation, in which equimolar amounts of the six reagents are mixed [8]
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Conclusions
Because of the significant meaning of the antimi-
crobial peptides - not only as biologically active 
molecules but also as interesting objects from the 
point of view of bioinorganic chemistry - the stud-
ies on their Zn(II) and Cu(II) complexes can bring 
precious information, important on several levels. 
It can make a large contribution to the general 
knowledge of the basic bioinorganic chemistry of 
Zn(II) and Cu(II), while it describes different binding 
sites, thermodynamical features and structural de-
tails. Moreover, it can also be a step towards find-
ing or designing new specific antimicrobial thera-
peutics.
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Studio delle interazioni tra ioni metallici 
e peptidi antimicrobici derivanti 
dalla clavanina e dalla famiglia SAAP
I peptidi antimicrobici svolgono un ruolo impor-
tante nella difesa contro i patogeni in molti orga-
nismi. Attualmente, sono considerati potenzia-
li candidati per nuove terapie. Gli ioni metallici 
come Zn(II) o Cu(II) possono influenzare la loro 
attività biologica. Qui vengono discussi i risulta-
ti dello studio su 8 peptidi e dei loro complessi 
Zn(II) e Cu(II).

Fig. 4 - Competition plots for SAAP2, SAAP3, SAAP6 and Zn(II) (A) or Cu(II) (B), showing relative the amount of each complex at different 
pH values for the hypothetical situation in which equimolar amounts of the four species are mixed [12]
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La terapia fotodinamica (PDT) è una forma mo-
derna e non invasiva di trattamento terapeutico 

in ambito antimicrobico e antitumorale alternativa o 
adiuvante alle terapie oncologiche per il trattamen-
to di numerosi tumori come quelli dell’esofago, del 
polmone, della laringe, della cervice uterina, della 
pelle, dell’occhio, della testa e del collo [1, 2].
Il protocollo generale della PDT prevede l’impiego 
di un composto fotosensibile (fotosensibilizzante o 
PS), di una luce con lunghezza d’onda adatta allo 
specifico fotosensibilizzante e di ossige-
no molecolare. Nessuna delle tre com-
ponenti è individualmente tossica, ma la 
loro azione combinata dà luogo a una se-
rie di reazioni iniziate dalla luce che porta-
no alla generazione di specie radicaliche 
dell’ossigeno (ROS) in grado di produrre 
danni irreversibili alle cellule che possono 
causarne la loro morte (Fig. 1).
La tipologia di morte cellulare indotta 
da PDT dipende dalle proprietà del PS, 
dalla dose di luce e dalla quantità di os-
sigeno presente a livello tissutale. La se-

lettività del trattamento è associata all’accumu-
lo preferenziale del PS nel tessuto neoplastico e 
dall’irraggiamento della sola area tumorale [3, 4] 
che, inoltre, presenta numerosi vantaggi, com-
presa l’assenza di farmacoresistenza e la scarsa 
invasività, rendendolo pressoché privo di effetti 
collaterali [5]. La terapia fotodinamica combinata 
con chemio-, radio- e immunoterapia ha prodotto 
un aumento delle prestazioni terapeutiche rispet-
to ai singoli trattamenti, come riportato da diversi 

LA TERAPIA FOTODINAMICA 
IN COSTANTE EVOLUZIONE: 
NUOVE PROMETTENTI 
PORFIRINE
La famiglia delle porfirine e dei loro derivati comprende la maggior parte dei PS e in letteratura 
sono molti gli studi sulla sintesi e l’attività di nuovi derivati porfirinici, volti al miglioramento 
delle caratteristiche chimico-fisiche e/o di attività. Qui presentiamo due serie di alchil 
piridilporfirine tetra cationiche. I composti sono stati caratterizzati chimicamente e la loro 
stabilità alla luce e la produzione di ossigeno singoletto è stata determinata. Per individuare 
una possibile relazione tra l’attività fotodinamica e la lunghezza della catena alchilica, 
sono stati valutati gli effetti sulla vitalità cellulare e l’assorbimento cellulare su specifiche 
linee cellulari tumorali.

Enrico Caruso, Matteo Rugiero, Miryam Chiara Malacarne
Dipartimento di Biotecnologie e Scienze della Vita
Università degli Studi dell’Insubria (VA)

Fig. 1 - Le principali fasi del trattamento fotodinamico e le più comuni 
modalità di morte cellulare indotte da PDT
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studi clinici [2]. Il meccanismo d’azione della PDT 
coinvolge i processi energetici mostrati in Fig. 2.
Al buio, le molecole colorate si trovano nello sta-
to elettronico fondamentale (S0) e, 
stimolate con una luce di appro-
priata lunghezza d’onda, passano 
allo stato eccitato di singoletto (S1). 
Questo stato eccitato ha vita bre-
ve e le molecole tornano allo stato 
fondamentale emettendo luce per 
fluorescenza; nel caso specifico 
delle molecole che possono funzio-
nare come fotosensibilizzanti, il PS 
non ritorna allo stato fondamentale 
ma si porta su uno stato di tripletto 
(T1), attraverso il processo chiama-
to conversione intersistemica. Dallo 
stato T1 il PS può tornare allo stato 
S0 emettendo fosforescenza o trasferendo ener-
gia a una molecola di ossigeno producendo ROS 
che causano morte cellulare [4]. Si generano infatti 
intermedi reattivi dannosi 
per le cellule come radicali 
idrossilici e perossido d’i-
drogeno o l’ossigeno sin-
goletto (1O2).
I PS impiegati nella terapia 
fotodinamica appartengo-
no principalmente alla clas-
se delle porfirine, pigmenti 
colorati che si trovano in 
natura come composti bio-
logicamente attivi negli or-
ganismi viventi dove svol-
gono importanti ruoli nel 
metabolismo.
Le porfirine sono una clas-
se numerosissima di mole-

cole costituite da un sistema aromatico formato da 
quattro anelli eterociclici di pirrolo collegati tramite 
ponti di metene (Fig. 3).
La grande varietà delle porfirine, e la capacità di 
dare luogo a conversione intersistemica nello stato 
eccitato di tripletto per il loro uso in applicazioni te-
rapeutiche è dovuta - almeno in parte - dalla pleto-
ra di ioni metallici che si legano al centro dell’anello 
[6, 7]. Sono anche importanti i sostituenti sull’e-
sterno dell’anello [8, 9]. Un buon fotosensibilizzan-
te non deve degradarsi sotto illuminazione, deve 
produrre rapidamente l’ossigeno singoletto e deve 
essere assorbito dalle cellule tumorali e - soprat-
tutto - deve avere attività fotodinamica.
La presenza o meno di un atomo di zinco al cen-

tro della porfirina e di pendagli 
differenti (Fig. 4) all’esterno del ci-
clo conferiscono una diversa re-
sistenza alla fotodegradazione e 
una diversa capacità di produrre 
ossigeno singoletto. Ad esempio, 
nelle molecole illustrate in figura la 
presenza dell’atomo di zinco rende 
i PS maggiormente stabili alla luce 
dei loro corrispettivi privi di metal-
lo centrale. La lunghezza del pen-
daglio R sul ciclo esterno è invece 
inversamente proporzionale alla fo-
tostabilità. Più lunga la catena, più 
si degrada la molecola sotto illumi-

nazione. Anche nella produzione della molecola di 
ossigeno singoletto la presenza del metallo centra-
le migliora le prestazioni della porfirina [10] men-

Fig. 2 - Diagramma di Jablonsky e la generazione delle specie 
reattive dell’ossigeno

Fig. 3 - Nucleo base della struttura 
delle porfirine con identificazione 
dei diversi atomi 
di carbonio

Fig. 4 - Schema riportante la sintesi e la struttura delle pirilporfirine sostituite con catene 
alifatiche di diversa lunghezza
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tre l’effetto dei pendagli migliora la produzione di 
ROS con l’aumentare della lunghezza della catena.
È fondamentale verificare l’attività fotodinamica 
dei vari fotosensibilizzanti, che viene ottenuta me-
diante un saggio sulla vitalità delle cellule tumo-
rali con un semplice apparato illustrato in Fig. 5. 
Il saggio è molto semplice: l’apparato enzimatico 
delle cellule vitali è in grado di ridurre la molecola 
di MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltrazolio) 
in un composto colorato in violetto. Questa ridu-
zione enzimatica è, invece, assente nelle cellule 
non vitali. Il test MTT viene effettuato su più di una 
linea cellulare tumorale - nel caso specifico la li-
nea HCT116 di carcinoma colonrettale e la MCF7 
di adenocarcinoma mammario - per stabilire la fo-
totossicità del fotosensibilizzante. Nel caso speci-
fico delle porfirine oggetto dello studio, queste non 
hanno mostrato alcuna tossicità al buio e la linea 
HCT116 è risultata più resistente al trattamento fo-
todinamico rispetto alla MCF7. Inoltre, la presenza 
dello Zn nella porfirina aumenta di circa dieci volte 
l’attività fotodinamica rispetto alla molecola priva 
di metallo, come riportato in letteratura per altre 
porfirine in cui la presenza dello Zn aumenta il tem-
po di vita del tripletto [11, 12]. L’effetto dei penda-
gli è invece massimo quando questi sono formati 
da 8 atomi di carbonio, suggerendo che questa 
lunghezza garantisca una maggiore penetrazione 
cellulare.
In conclusione, tanta strada è stata fatta per capire 
le correlazioni fra attività fotodinamica e proprietà 
chimico-fisiche e fotochimiche dei fotosensibiliz-
zanti, ma tanta ne rimane ancora da percorrere per 
chiarire le modalità di azione biologiche e rendere 
questa terapia largamente applicabile [13, 14].
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Constantly Evolving Photodynamic Therapy: 
New Promising Porphyrins
The family of porphyrins and their derivatives en-
compass most PSs and studies concerning the 
synthesis and activity of new porphyrin derivatives, 
aiming the improvement of chemical-physical or 
activity characteristics, are abundant in the scientif-
ic literature. In this study, two series of tetra cationic 
alkyl pyridylporphyrins were synthesized. The com-
pounds were fully chemically characterized, their 
light stability and singlet oxygen production deter-
mined. To define a possible relationship between 
the photodynamic activity and the length of the alkyl 
chain, the effects on cell viability and cellular uptake 
were also evaluated on a panel of tumor cell lines.

Fig. 5 - Apparato per il test MTT di fototossicità costituito da 
lampada alogena da 500 W e sistema di raffreddamento ad 
acqua corrente
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con il mouse, i controller VR e anche mediante il riconosci-
mento vocale. È quindi possibile impartire comandi del tipo 
“prendi la provetta” e “aggiungi l’acido cloridrico diluito”, 
dando la possibilità di avere un’esperienza di laboratorio an-
che a studenti con ridotte capacità motorie. Inoltre, lo studen-
te viene guidato nelle varie esperienze dalla sintesi vocale 
che lo istruisce sulle corrette procedure da svolgere e da 70 
tutorial video accessibili direttamente all’interno dell’am-
biente 3D mediante una TV simulata. LabSim è disponibile 
gratuitamente al sito https://www.ddl.unimi.it/labsim/.

AVEVA XR
AVEVA XR è un software prodotto dalla società Aveva (ht-
tps://www.aveva.com/) che riproduce un intero impianto 
industriale di Crude Distillation Unit (CDU) in una spettaco-
lare e molto realistica visione tridimensionale. Il programma 
consente non solo di visitare l’impianto, ma anche di inte-
ragire con esso in una maniera molto fedele al mondo reale 
sia per quanto riguarda la dettagliata visualizzazione 3D sia 
per la simulazione della chimica, della fisica e dei fenome-
ni di trasporto coinvolti (Fig. 4). Se, per esempio, si prova 
ad aprire o chiudere una valvola, questa azione viene sot-
toposta a calcoli di simulazione dinamica che trasmettono 
all’operatore il risultante assetto di impianto. AVEVA XR è 
stato progettato per il settore di operator training, ma, dalla 
collaborazione con il gruppo di ricerca dell’Università degli 
Studi di Milano, è stata sviluppata una versione apposita a 
scopo didattico. Infatti, sono state messe a punto delle eserci-
tazioni basate sulla visita dell’impianto e sulla comprensione 
dei processi tramite lettura dei documenti tecnici a disposi-

zione, ovvero il Process Flow Diagram (PFD) e il Pipe & 
Instrumentation Diagram (PID). Gli studenti sono chiamati 
a consultare e ad interpretare correttamente questi documenti 
non solo per comprendere il processo simulato nell’ambiente 
virtuale ma anche per capire come sono stati stilati sulla base 
della struttura dell’impianto. Infine, il software prevede delle 
esercitazioni atte a spiegare le corrette procedure operative 
previste all’interno del CDU. La simulazione prevede un ele-
vato grado di realismo anche per quanto riguarda gli aspetti 
relativi alla sicurezza. Infatti, gli studenti possono accedere 
all’impianto solo dopo avere dotato il proprio avatar dei cor-
retti Dispositivi di Protezione Individuale (DPI), selezionati 
in base al tipo di esercitazione da svolgere. Infine, dopo que-
sta operazione, è possibile scegliere tra la modalità “visita 
all’impianto” o “esercitazioni sul campo” sia in condizioni 
diurne sia in quelle notturne. Il processo CDU è organizzato 
nella simulazione secondo la classica struttura con serbatoi di 
dissalaggio (desalters), treni di scambiatori di calore, colonna 
di pre-fresh, fornace, colonna a piatti di distillazione princi-
pale, colonne ausiliarie di stripper, condensatori di vapore ad 
aria e serbatoi di stoccaggio. Sono inoltre presenti pompe di 
diverso tipo, motori elettrici, strumenti per la lettura di porta-
te, pressioni, temperature, livelli.
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VIRTCHEM: from the Atom to the Virtual Plant
Virtual reality is a new tool for teaching in chemical sci-
ences. The University of Milan last year proposed the 
VIRTCHEM international project “The VIRtual Immer-
sive Education for CHEMistry and Chemical Engineer-
ing” promoted by the 4EU+ Alliance of some European 
universities. The students traveled from the atom and the 
molecules, to the reactions, to the industrial chemical plant.

Fig. 4 - Esempio di Crude Distillation Unit (CDU) 
simulato da AVEVA XR
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