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per la diagnosi del tumore alla prostata consiste
nella misurazione del livello dell’antigene prostati-
co specifco nel sangue che, perd, non permette di
discriminare i casi di iperplasia prostatica benigna
da quelli tumorali. Nello studio condotto nel no-
stro gruppo di ricerca: “Comprehensive biomarker
profles and chemometric fltering of urinary me-
tabolomics for efective discrimination of prostate
carcinoma from benign hyperplasia” [7], sono stati
studiati 20 campioni di urina di pazienti con iperpla-
sia benigna e 20 di pazienti con tumore prostatico
per sviluppare una strategia metabolomica utile a
distinguere la patologia maligna dall’iperplasia be-
nigna. E stato efettuato un approccio untargeted
UHPLC-HRMS per generare grandi matrici di dati
(big data). Con l'ausilio di strumenti chemiometrici
é stato costruito un modello PLS-DA rigorosamen-
te convalidato; questo approccio ha, inoltre, fltrato
i biomarcatori piu signifcativi. Sono stati studiati
per la prima volta un numero molto elevato di po-
tenziali biomarcatori, 22 provenienti dalla ionizza-
zione masso-spettrometrica in positivo (ESI+) e 47

Fig. 3 - Proflo completo dei biomarcatori per una
discriminazione e¥cace del carcinoma prostatico
dall’iperplasia benigna

in negativo (ESI-). Il modello PLS-DA basato sui 22
biomarcatori in positivo ha fornito una sensibilita
del 95+1% e una specifcita dell’83+3%, mentre
quello dei 47 biomarcatori in negativo ha prodot-
to una sensibilitd dell’88+3% e una specifcita del
91+2%. Questo sicuramente rappresenta un nuo-
vo studio pioneristico per la scoperta di nuovi bio-
marcatori da testare su set piu ampi di campioni
per poi implementare nella pratica diagnostica di
routine (Fig. 3).

Casi di studio - 2

L’origine del prodotto & sinonimo di garanzia, sicu-
rezza e qualita. Di conseguenza, negli ultimi anni
sono emerse certifcazioni di prodotto di vario tipo
per informare i consumatori sulle caratteristiche
uniche del prodotto e per proteggere i produttori
dalle frodi; le certifcazioni di origine variano da Paese
a Paese.

La metabolomica pud essere utilizzata come si-
stema di impronte digitali chimiche applicabile
alle identifcazioni geografche, il che potrebbe mi-
gliorare i processi di registrazione e la protezione
contro le frodi. L'approccio metabolomico viene
utilizzato negli studi su larga scala dei metaboliti e,
quando applicato alle piante, comporta analisi ad
alto rendimento di miscele di metaboliti comples-
si. Il metaboloma vegetale comprende metaboliti
primari e secondari. Quelli primari (amminoacidi,
peptidi, carboidrati, acidi grassi ecc.) sono impor-
tanti per la crescita e lo sviluppo delle piante; quel-
li secondari (favonoidi, alcaloidi, tannini, terpeni
ecc.) sono legati all’attrazione degli impollinatori,
alla protezione contro parassiti, agenti patogeni ed
erbivori e sono anche coinvolti nella percezione del
colore, dell’aroma e del sapore della pianta. Molti
studi metabolomici hanno come oggetto di studio
I'obiettivo di verifcare e confrontare le diferenze
metaboliche tra campioni diferenti derivanti da di-
verse aree geografche.

Nello studio condotto dal nostro gruppo di ricer-
ca: “Untargeted cannabinomics reveals the chemi-
cal diferentiation of industrial hemp based on the
cultivar and the geographical feld location” [3] si
e sfruttato un approccio di metabolomica untar-
geted-suspect screening, su classi di composti
selezionati (cannabinoidi e composti fenolici) per
valutare sette distinte cultivar di canapa industria-
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7 cultivar in
diverse zone di
Italia

Fig. 4 - Schema riassuntivo di analisi, diferenziazione mediante
di 7 varieta di canapa coltivate in diverse zone di Italia

le coltivate in quattro campi sperimentali nell’ltalia
settentrionale, meridionale e insulare.

La Cannabis sativa e stata a lungo raccolta per
applicazioni industriali legate alle sue fbre, poiché
conteneva una bassa concentrazione di sostanza
psicoattiva; tale matrice & stata poco studiata in
termini di contenuto in composti bioattivi. La me-
tabolomica untargeted va oltre la caratterizzazione
dei ftocomposti piu studiati. Infatti caratterizzare
in maniera completa tutti i ftocannabinoidi, i favo-
noidi e gli acidi fenolici contenuti in queste cultivar
e stato fondamentale per una buona diferenziazio-
ne. Sono stati identifcati un totale di 54 ftocanna-
binoidi, 134 favonoidi e 77 acidi fenolici che hanno
avuto un ruolo chiave nel distinguere i campioni di
canapa in base alla posizione geografca del cam-
po e alla cultivar (Fig. 4).
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Metabolomics and Big Data:

from Comprehensive Organism Characteriza-
tion to Diagnostic Biomarker Identifcation
Metabolomics represents the most recent disci-
pline within the “omics” sciences and has expe-
rienced signifcant growth in recent years, owing to
measurement and analytical techniques advance-
ments. This term pertains to a feld of study that
enables the comprehensive characterization of
small molecules, known as metabolites, produced
by an organism at a given moment. In recent years,
metabolomics has made substantial strides in dia-
gnostics and research, thanks to the development
of chemometric tools that allow for discriminative
analysis of metabolomic data, thus facilitating dif-
ferentiation among examined groups. Metabolomi-
cs has found extensive applications across various
research sectors, including diagnostics, plant bio-
logy, toxicology, microbiology, the agro-food indu-
stry, and the pharmaceutical and medical sectors.
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LA TECNOLOGIA IKNIFE

CONTRO LE FRODI
ALIMENTARI

Il presente articolo mira a fornire una panoramica delle potenzialita della tecnologia iknife in
vari ambiti applicativi, con particolare attenzione alla salvaguardia del settore agro-alimentare.
In tale contesto, sono discusse applicazioni a tutela sia della qualita che della sicurezza degli
alimenti, preservando cosi sia i consumatori che i produttori, oltre che gli ecosistemi.
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Fig. 1 - A) Schema di funzionamento della strumentazione iknife, riprodotto dal sito
hitps://www.waters.com; B) tipico work-fow sperimentale di un’applicazione iknife

Introduzione: principi

e origine della tecnica iknife

Il termine iknife, abbreviazione di
“Intelligent Knife” (coltello intel-
ligente) & stato coniato nel 2013
dal gruppo di ricerca dell’Impe-
rial College di Londra, guidato dal
Prof. Zoltan Takats, per indicare
I'accoppiamento tra un elettro-
bisturi da sala operatoria con la
spettrometria di massa a ionizza-
zione evaporativa rapida [1], nota
con l'acronimo REIMS. La tecni-
ca REIMS é basata sull'impiego
di una sorgente di ionizzazione
altrettanto recente, introdotta nel
2009 dallo stesso gruppo di ricer-
ca [2]. Tale sorgente e stata ad
0ggi usata esclusivamente in ap-
procci di spettrometria di massa
a pressione atmosferica, in cui il
campione viene analizzato nel-
la sua forma nativa, a pressione
atmosferica e a temperatura am-
biente [3].

Lo schema di funzionamento della
tecnica iknife € mostrato in Fig. 1A.
L’elettrobisturi provoca, per efetto
Joule, il riscaldamento locale del
campione, nonché I’evaporazione
termica dei suoi componenti mo-
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lecolari. Questi, per efetto Venturi e guidati da un
fusso di azoto e uno coassiale di 2-propanolo, rag-
giungono la sorgente REIMS dove la ionizzazione
awviene per efetto termoionico, cioé per contatto
con una superfcie riscaldata ad oltre 800 °C. Gli ioni
generati raggiungono cosi I'analizzatore e il rivelato-
re di massa.

La combinazione di tale confgurazione strumentale

con I'analisi chemiometrica dei dati consente, poi, la

costruzione di database spettrali e modelli statistici
che permettono la diferenziazione tra una moltitu-
dine di campioni classifcati dall’operatore stesso,
secondo il concetto di apprendimento automatico:

1) lo strumento viene dapprima istruito attraverso
I'analisi di campioni noti (costruzione di una li-
breria spettrale);

2) I'analisi chemiometrica consente di clusteriz-
zare i campioni minimizzando le diferenze tra
campioni appartenenti alla stessa classe e mas-
simizzando quelle tra classi di campioni distinti
(costruzione del modello statistico);

3) lo strumento € in grado di identifcare campioni
incogniti attraverso confronto col modello sta-
tistico costruito (riconoscimento in tempo reale
del campione incognito).

e

L’'intero work-fow sperimentale é riportato in Fig.
1B, nella quale si distinguono le 3 fasi sopra elen-
cate precedute dal campionamento tramite elet-
trobisturi e analisi dei vapori generati attraverso
spettrometria di massa con sorgente REIMS.

Dal momento che I’evaporazione termica & cio che
accade durante la resezione chirurgica dei tessuti,
la tecnica iknife é stata usata, in principio, in ambi-
to clinico a scopo diagnostico per I'analisi di tessu-
ti biologici e per la diferenziazione tra cellule sane
e cellule cancerose. Ha riscosso da subito molto
clamore per la possibilita di identifcare i tessuti in
tempo reale, ponendosi come alternativa alle piu
lunghe e laboriose tecniche di istopatologia, o alle
piu incerte metodiche di istologia estemporanea
che mostrano un’alta probabilita di errore.

Difusione della tecnica iknife

La Fig. 2 mostra il numero di applicazioni della tec-
nica in oggetto suddivise per anno (Fig. 2A) e per
ambito di applicazione (Fig. 2B).

Dall’'unione delle informazioni schematizzate in
Fig. 2A e Fig. 2B, € possibile costruire un istogram-
ma che riporta 'andamento delle applicazioni ikni-
fe nei diversi ambiti nel corso degli anni (Fig. 2C).
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Fig. 2 - Applicazioni della tecnica iknife: A) dal 2009 ad oggi, B) suddivise per ambito di applicazione,
C) suddivise nei principali ambiti di applicazione dal 2009 ad oggi. Fonte: Scopus (20 luglio 2023)
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Emerge chiaramente che, dalla sua nascita fno al
2015, tale strumento € stato impiegato solo in am-
bito diagnostico, ad eccezione di un’applicazione
in ambito microbiologico [4].

Nel 2016 appare la prima applicazione in campo
alimentare per I'identifcazione della specie ani-
male da cui provenivano diverse carni. Lo studio
ha preso in considerazione carni equine e bovine,
diferenziazione resasi necessaria in seguito allo
scandalo della carne di cavallo presentatosi tre
anni prima, che ha messo in allarme gli organi che
si occupano di sicurezza e tracciabilita alimenta-
re, concetti distinti ma profondamente legati dal
rispetto della normativa vigente in relazione all’eti-
chettatura dei prodotti alimentari. In tale contesto,
I'iknife si e rivelato uno strumento utile per la lotta
alla contrafazione alimentare, andando a generare
dei profli spettrali caratteristici per ogni tipologia di
alimento [5]. | risultati promettenti di questa prima
applicazione hanno aperto la strada a un cospicuo
impiego della tecnologia iknife in ambito alimenta-
re, superando il numero di applicazioni in ambito
clinico.

A partire dal 2019, cominciano ad apparire applica-
zioni in svariati ambiti che spaziano dalla botanica
[6-7] al’entomologia [8-10]. Esse impiegano due
approcci analitici complementari: il primo & volto
alla delucidazione della composizione chimica del
campione; il secondo & invece un approccio di fn-
gerprinting che mira ad ottenere dei profli caratte-
ristici di varie tipologie di campione, senza mirare
necessariamente all’identifcazione e alla quantif-
cazione dei singoli costituenti molecolari.

Nella maggior parte delle applicazioni presenti in
letteratura i due approcci sono stati utilizzati con-
giuntamente per consentire sia la diferenziazione
dei campioni sulla base dei loro profli spettrali uni-
ci, sia I'identifcazione delle cosiddette caratteristi-
che discriminanti.

Queste ultime sono state identifcate in maniera
accurata grazie all’utilizzo di uno spettrometro di
massa ibrido ad alta risoluzione che consente di
raccogliere dati di massa esatta ed efettuare espe-
rimenti MS/MS utili per la delucidazione strutturale.
In ambito oncologico, la combinazione di chirurgia
tradizionale e analisi molecolare in tempo reale puo
contribuire a ridurre il rischio di recidive aumentan-
do la precisione intraoperativa nella defnizione dei
margini tumorali [1, 11-17]. In altri termini, ’aspor-
tazione completa della massa tumorale & guidata

da cambiamenti signifcativi rivelati nei profli lipidi-
ci[1, 11-17] al confne tra cellule sane e cancero-
se. Cio e stato sfruttato anche dal nostro gruppo di
ricerca in ambito veterinario per la diferenziazione
di diverse patologie mammarie canine [18].
Anche in ambito alimentare, i metaboliti principal-
mente rivelati e identifcati sono stati lipidi, compo-
nenti delle membrane cellulari vegetali e animali,
tale che Iiknife & risultato negli anni uno strumento
idoneo per indagini lipidomiche.

Applicazioni in ambito alimentare

L'utilizzo di una tecnologia cosi sofsticata e costo-
sa in campo alimentare si giustifca con la crescen-
te consapevolezza dell'importanza di un’alimenta-
zione sana e sostenibile. Cio signifca assicurare ai
consumatori prodotti di qualita ed esenti da rischi
per la salute umana e dell’ecosistema.

L'iknife & stato impiegato con successo sia per la
salvaguardia della qualita degli alimenti sia per la
tutela della sicurezza alimentare. Nel primo caso ci
si riferisce alla determinazione della composizio-
ne chimica dell’alimento, ovvero all’ottenimento di
profli metabolomici correlati alla provenienza geo-
grafca/condizioni pedoclimatiche, varieta coltivate
0 specie allevate, e tecnologie produttive. In altri
termini, tali profli metabolomici sono stati usati
per confermare la genuinita del prodotto rispetto
a quanto dichiarato in etichetta, incluse la denomi-
nazione di origine come nel caso dei marchi DOP
(denominazione di origine protetta) e IGP (indica-
zione geografca protetta), consentendo quindi la
distinzione tra alimenti autentici e contrafatti.

In tale contesto, I'ltalia rappresenta il luogo ideale
in cui cercare alimenti autentici da salvaguardare,
considerato il numero signifcativo di marchi di ori-
gine presenti nel territorio (ad oggi risultano regi-
strati oltre 300 marchi [19]).

La prima applicazione sviluppata dal nostro gruppo
di ricerca ha riguardato la salvaguardia del pistac-
chio di Bronte DOP, in quanto prodotto intimamen-
te legato alle caratteristiche territoriali della zona
di coltivazione [20]. Esso e coltivato nella zona di
Bronte in un’area limitrofa al vulcano Etna, dove il
terreno lavico e il clima permettono la produzione
di pistacchi dal colore verde intenso e dal gusto
aromatico, molto apprezzati nei mercati internazio-
nali. A causa della dimensione relativamente picco-
la della superfcie coltivata, la produzione italiana &
molto bassa rispetto ad Asia e California; tuttavia,
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Immagine riprodotta con il permesso da Rigano et al. [20]

la qualita é riconosciuta superiore nel mondo, tale
che il pistacchio di Bronte rappresenta una delle
maggiori fonti economiche della Sicilia orientale.
Un ulteriore scopo del lavoro € stato determinare
marker di autenticita che consentano di diferen-
ziare il pistacchio di Bronte da quello proveniente
da altre aree geografche. La Fig. 3 riassume i punti
chiave del lavoro pubblicato.

Una seconda applicazione a tutela di prodotti ita-
liani & stata sviluppata nel’ambito del progetto
VIOLIN (Valorizzazione di prodotti Italiani derivanti
dall’OLiva attraverso tecniche analitiche INnovati-
ve), fnanziato dalla fondazione in rete per la ricerca
Agroalimentare (Ager), che ha consentito la costru-
zione di un database di 90 oli extravergine di oli-
va italiani al fne di diferenziarli in base al marchio
DOP e alle varieta di oliva [21]. Ci0 si pone lo scopo
di preservare i prodotti di qualita italiani e I’enorme
biodiversita del nostro territorio dal momento che
ogni cultivar mantiene determinate caratteristiche,
incluse quelle organolettiche, solo se coltivata nelle
specifche condizioni pedoclimatiche di origine.
Grazie alla velocita di analisi e accuratezza nel ri-
conoscimento di campioni “incogniti”, I'iknife si
pud considerare uno strumento potente a difesa
dell’origine dei prodotti, contribuendo a tutelare gli
interessi dei produttori e dei consumatori e I'eco-
nomia del nostro Paese.

Un altro aspetto correlato alla qualita alimentare in
cui I'iknife ha trovato applicazione e relativo all’ot-
timizzazione dei processi di produzione: I'analisi
dei profli metabolici puo fornire informazioni sulle
variazioni chimiche durante i processi di trasfor-
mazione degli alimenti, consentendo di ottimizzare
i parametri di produzione per migliorare la qualita
del prodotto fnale.

Rientra in questa categoria il lavoro di Song e colle-
ghi per valutare la data di scadenza del pregiato ce-
triolo di mare in base al processo di essiccamento
[22], o lo studio pubblicato degli stessi autori I'an-
no precedente per valutare I'ossidazione dei lipidi
durante la frittura ad aria di mazzancolle del Paci-
fco a diferenti temperature [23]. In particolare, i
cambiamenti indotti da vari processi di trattamento
hanno ripercussioni sulla sicurezza alimentare tale
che le due macroaree della qualita e della sicurezza
alimentare si intrecciano costantemente.

Infne, quando si parla di sicurezza alimentare non
si puo trascurare la delicata questione dell’approv-
vigionamento alimentare che garantisce che tutti
gli individui abbiano accesso a cibo suf¥ciente,
sicuro e nutriente che soddisf le loro esigenze
e preferenze dietetiche secondo uno stile di vita
sano. Tale concetto e strettamente correlato alla
biodiversita.

A tal riguardo, la diferenziazione di specie ittiche
provenienti da diverse zone costiere & di notevo-
le rilevanza per la tutela della biodiversita. La sal-
vaguardia di specie di piccola taglia o del periodo
riproduttivo di alcune specie a rischio estinzione
e di fondamentale importanza per tutelare I'eco-
sistema marino. In tale contesto si inquadra il la-
voro condotto dal nostro gruppo di ricerca che ha
portato alla costruzione di un database di 18 spe-
cie provenienti dal Mar Mediterraneo [24], nonché
alla loro diferenziazione in base alla classifcazio-
ne tassonomica (Fig. 4A). Inoltre, la costruzione di
sotto-modelli permette di discriminare specie mol-
to simili, appartenenti alla stessa famiglia o anche
stadi di maturazione diversi della stessa specie,
come nel caso di cavagnola e ricciola, entrambe
specie di Seriola dumerili (famiglia Carangidae, Fig.
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Fig. 4 - Modelli statistici per la diferenziazione di A) 18 specie ittiche tipiche del Mar Mediterraneo,
B) 4 specie appartenenti alla famiglia delle Carangidi, C) pesce spada pescato in due diverse stagioni.

Immagine riprodotta con il permesso da Rigano et al. [24]

4B). Infne, nello stesso studio, sono stati compa-
rati i profli spettrali di specie di pesce spada, pe-
scate in due diverse stagioni, gettando le basi per
la rivelazione di periodi di pesca illegale.
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Iknife against Food Fraud

An overview of the potential of the iknife techno-
logy in several application feld is provided, with
a special focus on the preservation of agri-food
sector. Within this context, we reported applica-
tions for the safeguard of both food quality and
food security, demonstrating its applicability
against food fraud, thus protecting producers
and consumers, as well as ecosystems.
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CHIMICA ANALITICA
E SVILUPPO DI UN
NUOVO FARMACO

Lo sviluppo di un nuovo farmaco rappresenta un processo molto lungo e complesso

che si articola in diverse fasi e viene efettuato prima in laboratorio e in modelli animali
(sperimentazione preclinica), poi sul’'uomo (sperimentazione clinica). In questo contesto, il
contributo della chimica analitica risulta fondamentale al fne di garantire qualita, sicurezza
ed efcacia di un medicinale, requisiti che qualsiasi farmaco deve possedere dallo sviluppo

alla produzione fno alla commercializzazione.

Introduzione

L'Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) € un ente pub-
blico che protegge e promuove la salute dei cittadini
valutando e monitorando i farmaci a uso umano in
Italia. L’AIFA governa la spesa farmaceutica e segue
il ciclo di vita del medicinale per garantirne efca-
Cia, sicurezza e appropriatezza ai fni dell’accesso
e della messa in commercio sul territorio nazionale.
Ogni anno vengono esaminate decine di migliaia di
sostanze da aziende farmaceutiche e biotecnolo-
giche, per verifcarne il potenziale per la cura delle
malattie. Solo un numero limitato di queste si rive-
lera promettente da essere testato sui pazienti e
solo una piccola parte riuscira a conseguire risultati
abbastanza buoni da raggiungere il mercato.

| dati presentati dagli sviluppatori di medicinali nel-
la loro domanda di autorizzazione all'immissione in

commercio devono essere conformi alla legislazio-
ne dell’Unione Europea. Essi devono includere una
serie di informazioni: il modo in cui il medicinale &
prodotto, i suoi efetti negli studi di laboratorio, i be-
nefci e gli efetti indesiderati osservati nei pazienti,
come saranno gestiti i rischi e le informazioni propo-
ste da fornire a pazienti e medici.

All’interno di questo processo, il ruolo della chimi-
ca analitica nelle scienze regolatorie del farmaco &
ampio: da sviluppo e convalida di metodi analitici
per la determinazione dei principi attivi e delle loro
impurezze per il controllo di qualita delle specialita
farmaceutiche (laboratorio di ricerca) fno alla verif-
ca di tali metodi analitici nel dossier di registrazione
di un farmaco (sperimentazione clinica su farmaco),
cosi come nel controllo routinario di prodotti fniti
nelle produzioni di larga scala (produzione industria-
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Fig. 1 - Chimica analitica e ciclo di vita di un farmaco
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le). Lo schema presentato in Fig. 1 sintetizza il con-
tributo della chimica analitica nel ciclo di vita di un
farmaco e mette in evidenza come questa disciplina
sia presente in diverse fasi, prima e dopo l'autoriz-
zazione in commercio di esso.

Laboratorio di ricerca

Le attivita e i processi di controllo qualita farmaceu-
tico si svolgono non solo nelle aziende farmaceuti-
che ma anche in laboratori di ricerca specializzati,
ancora prima che il farmaco sia immesso in com-
mercio. Ad esempio, da diversi anni alcune universi-
ta italiane hanno laboratori di ricerca che hanno ma-
turato grande esperienza proprio in questo settore.
Il controllo di qualita dei farmaci € un requisito neces-
sario per I'utilizzo sicuro di un prodotto farmaceutico
e I'analisi dei farmaci, la determinazione simultanea
del principio attivo e delle sue impurezze (impurity
profling) e la determinazione della purezza enantio-
merica rappresentano processi regolamentati che
devono essere documentati e verifcati. Specifche
linee guida trattano il tema delle impurezze di sintesi
e di degradazione, stabilendo i limiti di queste sulla
base della dose massima giornaliera del farmaco e i
casiin cui é necessario identifcare e qualifcare le im-
purezze da un punto di vista tossicologico mediante
specifci studi. Le impurezze presenti in un farmaco
possono avere diversa origine e natura, come mo-
stra la Fig. 2. In questo contesto, sviluppare metodi
analitici selettivi in modo da ottenere una risoluzione
alla linea di base degli analiti in un basso tempo di
analisi rappresenta una sfda analitica complessa in
quanto nella forma farmaceutica coesistono com-
posti che hanno spesso strutture e proprieta chimi-
co-fsiche simili. In aggiunta, i metodi devono avere
adeguata sensibilita poiché e richiesta la determina-
zione delle impurezze ad un livello di concentrazio-
ne pari allo 0,1% rispetto al componente principale,
di cui nel campione test € presente un overloading.
Recentemente, la Food and Drug Administration

(FDA) e le linee guida dell’International Conference
on Harmonization (ICH) hanno anche raccomandato
di ottimizzare i metodi analitici attraverso i principi
del Quality by Design (QbD), modello di qualita che
prevede I'utilizzo della valutazione dei rischi e di stra-
tegie multivariate, consentendo di raggiungere una
profonda comprensione del processo analitico e di
sfruttarne in modo eFcace le potenzialita [1].

Per queste ragioni, per I'impurity profling occorro-
no tecniche analitiche convalidate e la cromatogra-
fa liquida ad alta prestazione risulta la tecnica mag-
giormente raccomandata da diverse farmacopee.

Sperimentazione clinica su farmaco

La modalita di conduzione delle sperimentazioni cli-
niche nell’Unione Europea (UE) ha visto un cambia-
mento importante con I'entrata in vigore del regola-
mento sulla sperimentazione clinica [Regolamento
(UE) n. 536/2014] in data 31 gennaio 2022 [2]. Il re-
golamento ha armonizzato i processi di presentazio-
ne, valutazione e supervisione delle sperimentazioni
cliniche nell’UE tramite il sistema informativo sulle
sperimentazioni cliniche (Clinical Trials Information
System, CTIS). Oggi il CTIS € il punto di accesso
unico per la presentazione delle informazioni sulla
sperimentazione clinica nell’lUE e nello Spazio Eco-
nomico Europeo (SEE). Il CTIS e una piattaforma
destinata ai promotori di sperimentazioni cliniche e
alle organizzazioni che lavorano assieme a loro, uno
spazio di lavoro riservato alle autorita per gli Stati
membri dell’UE, i Paesi del SEE e la Commissione
Europea nonché un sito web pubblico. | promotori
di una sperimentazione clinica che desiderano otte-
nere I'approvazione normativa per un trial clinico in
uno o piu Stati membri dell’UE e nei Paesi del SEE
dovranno presentare un unico modulo di domanda
e un fascicolo di supporto tramite il CTIS.

Una sperimentazione clinica & soggetta a una revi-
sione scientifca ed etica e deve essere autorizzata
secondo quanto previsto dal Regolamento (UE) n.
536/2014 del Parlamento Europeo e del Consiglio
del 16 aprile 2014. La revisione etica € realizzata
da un comitato etico conformemente al diritto del-
lo Stato membro interessato. La revisione da parte
del comitato etico indipendente pud comprendere,
per ciascuno Stato membro interessato, a seconda
dei casi, aspetti trattati nella parte | della relazione
di valutazione per I'autorizzazione di una sperimen-
tazione clinica di cui all’articolo 6 e alla parte Il di
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tale relazione di valutazione ai sensi dell’articolo 7.
La parte | entra nel merito della qualita tecnica,
scientifca, non clinica e clinica, stato delle cono-
scenze, rilevanza clinica, obiettivi, sicurezza, rischio/
benefcio. La parte Il si focalizza, invece, su aspetti
etici e di fattibilita locale: foglio informativo/consen-
so, lettera al medico curante, modalita di arruola-
mento, aspetti assicurativi, idoneita del principal
investigator e del centro clinico e rimborsi. L’autori-
ta competente (AIFA per I'ltalia) valuta la documen-
tazione della parte I, mentre i comitati etici posso-
no essere coinvolti nella parte | dell’assessment e
devono esprimersi sulla parte Il. Nell’allegato | del
Regolamento UE n. 536/2014 é riportato puntual-
mente, per ciascuna parte, cio che e necessario sia
presente nel fascicolo di domanda afnché questo
sia completo e valutabile (Fig. 3). | dati presentati
in una domanda di autorizzazione all'immissione in
commercio di un farmaco devono includere infor-
mazioni riguardanti la qualita del medicinale (com-
prese le sue proprieta chimiche e fsiche, stabilita,
purezza e attivita biologica). Tra i documenti neces-
sari (punto G dell’allegato ) troviamo il dossier del
medicinale sperimentale (Investigational Medicinal
Product Dossier, IMPD) che fornisce informazioni
relative alla qualita di qualsiasi farmaco sperimenta-
le, alla sua fabbricazione e al suo controllo nonché ai
dati ottenuti da studi non clinici e dall’'uso clinico. Al
comma 40 del suddetto punto viene specifcato che
“| dati di qualita sono presentati secondo una strut-
tura logica analoga al formato previsto dal modulo
3 del documento tecnico comune (CTD) dell’ ICH”.
I CTD, modello approvato a livello internazionale, il
cui scopo € quello di armonizzare i requisiti tecnici

Dossier per la
sperimentazione clinica

PARTE | L PARTE II

v

Lettera di accompagnamento
Modulo di domanda debitamente compilato
Protocollo
Dossier per lo sperimentatore (IB)
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Etichetta dei medicinali sperimentali

a2

Modalita di arruolamento

Foglio informativo, Consenso e procedura di
acquisizione
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Fig. 4 - Il Documento Tecnico Comune (CTD)

(qualita, sicurezza ed efcacia) per la registrazione
dei farmaci ad uso umano, & organizzato in 5 moduli
e, nello specifco, il modulo 3 contiene tutte le infor-
mazioni relative alla qualita sia del principio attivo
che del prodotto medicinale, fornendo informazioni
di tipo chimico, farmaceutico e biologico (Fig. 4). Le
principali sezioni del modulo ovvero la “Drug sub-
stance” e la “Drug product” provvedono, per esem-
pio, a dare un modello e una struttura armonizzata
per le informazioni CMC (Chemistry, Manufacturing
and Controls) e defniscono i criteri di convalida per
i test qualitativi e quantitativi del principio attivo e
delle impurezze.

Produzione industriale

Con controllo qualita intendiamo tutte le misure adot-
tate per garantire prodotti farmaceutici fniti che siano
conformi a quanto stabilito nelle specifche per iden-
tita, forza, purezza e altre caratteristiche. Il controllo
qualita assicura, attraverso le analisi, che il farmaco
o il prodotto fnale non devii dallo standard richiesto.
Dalla materia prima al prodotto fnito, i test sui farmaci
avvengono in vari e precisi stadi della produzione, cosi
che siano assicurati tracciabilita, un controllo puntua-
le e la sicurezza di non terminare la produzione di un
prodotto farmaceutico con valori fuori dagli standard.
In questo modo, prima dell’immissione in commercio,
ogni lotto di farmaco di origine chimica viene control-
lato dal produttore con dei metodi convalidati e se-
condo delle specifche di qualita autorizzate.
Successivamente, nell’ambito dei controlli nazionali
ed europei, campioni di farmaci verranno inoltre pre-
levati sul territorio ed inviati ai laboratori u¥ciali di
controllo presso I'lstituto Superiore di Sanita (ISS)
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che ¢ il rappresentante italiano per I’Europa e il rife-
rimento nazionale per I'ltalia. Nei laboratori dell'ISS
il farmaco viene controllato sperimentalmente con
tecniche strumentali. | controlli analitici riguardano
sia il principio attivo, cioé la sostanza che possiede
attivita farmacologica, sia il prodotto fnito, cioé la
forma farmaceutica che contiene il principio attivo,
generalmente in associazione con altri ingredienti
inattivi (eccipienti). Vengono eseguite verifche an-
che sugli eccipienti nel caso in cui cio sia ritenuto ne-
cessario per valutare la qualita del medicinale. Nella
defnizione dei test analitici da efettuare sui principi
attivi, oltre ai test routinari (Identifcazione, Dosaggio,
Determinazione della purezza) vengono considerate
quelle caratteristiche che possono infuenzare la sua
biodisponibilita e, di conseguenza, la sua e¥cacia
(p. es. le caratteristiche chimico fsiche, quali la di-
mensione delle particelle e la forma cristallina).

Sui prodotti Tniti, oltre ai test routinari (identifcazione
e dosaggio del principio attivo nella forma farmaceu-
tica, uniformita di dose, determinazione degli even-
tuali prodotti di degradazione) vengono considerate
le caratteristiche tecnologiche della formulazione che
possono infuenzare il rilascio del principio attivo.

Al termine di questo excursus attraverso le fasi di
sviluppo e autorizzazione di un medicinale, tra ricer-
ca e normativa, emerge che I'esperto in chimica ana-
litica, dotato di competenze specifche sul farmaco,
rappresenta una fgura professionale che, in ambito
regolatorio, pu0 contribuire alla salvaguardia del be-
nessere dei pazienti in un team multidisciplinare.

Molti sono gli attori coinvolti nella nascita e sviluppo
di un nuovo farmaco (Fig. 5) e in questo contesto il
chimico analitico puod svolgere un compito specifco
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Fig. 5 - | principali attori coinvolti nella ricerca clinica
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all’interno della ricerca preclinica, cosi come nelle
fasi di valutazione dei dati nel dossier autorizzati-
vo e nella produzione industriale. Tale ruolo pone le
proprie basi in quelle competenze che i curricula
accademici farmaceutici ofrono ai propri studenti.
L'evoluzione degli attuali modelli organizzativi de-
putati alla valutazione della documentazione relati-
va ai nuovi farmaci restituisce una fotografa di una
professione in continua evoluzione ed innovazione.
Sono proprio le conoscenze di base maturate nei
percorsi di studi universitari e in master specialistici
a dare al chimico analitico la capacita di verifcare
con metodo e rigore i requisiti regolatori nella docu-
mentazione di ricerca sottomessa da aziende e cen-
tri di ricerca. Al contempo, i corsi di studio univer-
sitari, vista la crescente domanda di questo genere
di profli, dovranno sempre piu dotarsi di programmi
specifci e percorsi dedicati agli afari regolatori per
far si che i propri laureati possano cogliere al meglio
le ampie opportunita che si presentano al termine
della loro formazione. L'auspicio € quello di raforza-
re una vera cultura alla ricerca etica e scientifca ca-
pace di tutelare la cura del paziente e la promozione
del suo benessere in tutte le specifche dimensioni.

[1] ICH Harmonised Tripartite Guideline.
Pharmaceutical Development Q8(R2) (2009)
International Conference on Harmonisation
of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use.

[2] Regolamento (UE) n. 2014/536 del Parlamento
europeo e del Consiglio del 16 aprile 2014 sulla
sperimentazione clinica di medicinali per uso
umano e che abroga la direttiva n. 2001/20/CE.

The development of a new drug represents a
very long and complex process which is divided
into diferent phases: it starts in the laboratory
and in animal models (preclinical phase), then on
humans (clinical phase). In this context, the con-
tribution of analytical chemistry is fundamental
in order to guarantee the quality, safety and ef-
cacy of a medicine. All these represent the requi-
rements that any drug must possess from deve-
lopment to production up to commercialization.
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ISMEC 2023 AND THE 16™
EDITION OF THE FERNANDO
PULIDORI PRIZE

The International Symposium of Metal Complexes 2023 (ISMEC 2023) took place in Urbino
from June 11" to 14", organized by the Supramolecular Chemistry Group of the University

of Urbino. The event covered various aspects of metal complex chemistry and featured plenary
and keynote speakers, oral presentations, and poster sessions. Ninety-three delegates

from 12 countries participated. The conference also recognized two young scientists

with the Fernando Pulidori Award: Francesca Binacchi (University of Pisa, Italy)

and Giammarco Maria Romano (University of Florence, Italy).
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' “ ISMEC 2023
International Symposium
on Metal Complexes

he International Symposium of Metal Complexes

2023 (ISMEC 2023) was organized, for the sec-
ond time, in Urbino by the Supramolecular Chemistry
Group of the University of Urbino from 11" to 14"
of June 2023. ISMEC begun in 1974 as a series of
annual meetings of the Italian “Gruppo di Termodi-
namica dei Complessi (GTC)”. Starting from 1989,
with the addition of Spanish participants, it became
the “Italian-Spanish Congress on Thermodynamics
of Metal Complexes”, alternating annual meetings
between ltaly (ISMEC) and Spain (SIMEC). In 2010
the meeting took the name of International Sympo-
sium on Metal Complexes, becoming a well-estab-
lished international conference on metal complexes
and their application in several felds. Since then, the
“International Symposium on Metal Complexes” was
successively held in Taormina (2011), Lisbon (2012),
Burgos (2013), Pavia (2014), Wroclaw (2015), Barce-

lona (2016), Dijon (2017), Florence (2018), Debrecen

(2019), Bialystok (2021) and Valencia (2022). The sci-

entifc program was organized in lectures, oral com-

munications and poster sessions, focused on recent

scientifc advances in the thermodynamics and the

kinetics of metal complexes in the felds of: Analyt-

ical, Biological, Environmental, Inorganic Medicinal

and Physical Chemistry. Main topics included, but

were not limited to:

- Complexation thermodynamics and kinetics;

- Solution equilibria and coordination chemistry;

- Complexation processes in supramolecular chem-
istry;

- 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 compl-
exation equilibria;

- Computer methods for equilibrium analysis.

Ninety-three delegates coming from ten European

countries and two extra-UE countries participated in

the event (Fig. 1). The plenary speakers dealt with dif-
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Fig. 1 - Group photo of participants to ISMEC 2023

ferent topics of solution chemistry as metal complex-
es for catalysis and sensing (Prof. Lei Ye, University
of Lund), self-assembly of luminescent molecules in
living systems (Prof. Luisa De Cola, University of Mi-
lan) and metal complexes with biological active lig-
ands (Prof. Iztok Turel, University of Ljubljana).

The keynote lectures addressed other topics of solu-
tion chemistry and metal complexes as the chelation
of f-elements by hydroxamic siderochelates, porphy-
rinoids metal complexes-based sensors for environ-
mental and biological applications, the medium and
ionic strength dependence of formation constants,
the potential of polyamines in the fght against an-
timicrobial resistance, the coordination properties of
metal-binding sites of bacterial virulence proteins.
Besides this, the conference had thirty-four oral com-
munications and thirty-one poster presentations. As
it is usual at these conferences, a high extent of in-
volvement of young scientists into the program was
assured at ISMEC 2023.

All the abstracts of the communications were pub-
lished online as the Vol. 12 of the book series “Acta
of the International Symposia on the Thermody-
namics of Metal Complexes”, the “ISMEC ACTA”
(ISSN 2239-2459, https://www.ismecgroup.org/
ismec-acta/).

During ISMEC 2023, the International Group for
the Thermodynamics of Complexes (http://www.
ismecgroup.org/) conferred the Fernando Pulidori
Award (16" Edition), ex-aequo, to two young scien-
tists. The prize is awarded to a young coordination
chemist, preferably an expert in thermodynamics
and/or kinetics of complexation phenomena in solu-
tion, and author of an original paper published in the
period 2020-2023. The two winners of the 2023 Prize
were Francesca Binacchi, from the Department of
Chemistry and Industrial Chemistry of the University
of Pisa (Italy), and Giammarco Maria Romano, from
the Department of Chemistry “Ugo Schif” of the Uni-
versity of Florence (ltaly).

Francesca Binacchi presented a paper entitled
“A biophysical study of the interactions of palladi-

‘e

um(ll), platinum(ll) and gold(lll) complexes of amino-
pyridyl-2,2’-bipyridine ligands with RNAs and other
nucleic acid structures” (Dalton Trans., 2023, 52,
598), while Giammarco Maria Romano presented the
paper “Polyamine receptors containing anthracene
as fuorescent probes for ketoprofen in H,O/EtOH
solution” (Chem. Commun., 2022, 58, 7022). During
the ceremony (Fig. 2), the two winners received the
metal plaque of the award, a certifcate and a small
fnancial contribution from the President of the Eval-
uation Committee, Prof. Maurizio Remelli, and they
presented the work reported on the publication sub-
mitted for the application to the prize.

An extended abstract of their scientifc activity is
published in this issue of La Chimica e I'Industria.
The ISMEC 2023 was a very successful meeting in
all respects, thanks to the all the participants and the
sponsors. The next Edition of the Conference (ISMEC
2024) will be held in the beautiful city of Nice (France).

Fig. 2 - The award ceremony of Pulidori Prize. From the left:

Vieri Fusi, Giammarco Maria Romano, Mauro Formica, Maurizio
Remelli, Francesca Binacchi and Montserrat Lopez-Mesas

ISMEC 2023 e 162 Edizione

del Premio “Fernando Pulidori”

Dall’11 al 14 giugno si & svolto a Urbino il Simposio
Internazionale sui Complessi Metallici 2023 (ISMEC
2023), organizzato dal Gruppo di Chimica Supra-
molecolare dell’'Universita di Urbino. L’evento ha
trattato vari aspetti della chimica dei complessi me-
tallici e ha visto la partecipazione di relatori plenari
e principali, presentazioni orali e sessioni di poster.
Hanno partecipato 93 delegati provenienti da 12
Paesi. La conferenza ha, inoltre, assegnato il Premio
Fernando Pulidori a due giovani scienziati: Frances-
ca Binacchi (Universita di Pisa, Italia) e Giammarco
Maria Romano (Universita di Firenze, Italia).
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Fig. 2 - Fluorescence emission at 414 and 375 nm (black squares) of L1 (left) and L2 (right) superimposed to the distribution
diagrams of the protonated species present in solution ([L1] = [L2] = 5x10-* M), calculated on the basis of the equilibrium constants

in Tab. 1 (H,O/EtOH 50:50 (v/v), 0.1 M NMe,Cl, 298.1+0.1 K)

optical sensing of a target anion [7, 8]. Nowadays
there is a growing interest in the development of
new chemical sensors for “Emerging Pollutants”
(EPs), substances whose environmental concern
is recently emerged and often not yet regulated by
the Italian or European rules. They include several
substances, among which pharmaceutics, such as
non-steroidal anti-infammatories drugs (NSAIDs)
and antibiotics, waterproofng agents, plasticizers
etc., whose use and release in the environment can
lead to a continuous intake from living beings, with
possible long-term toxic efects [9-11]. Most of
these pollutants present a general chemical struc-
ture, composed of one or more ionizable sites,
in most cases a carboxylic group, which is in its
deprotonated form at neutral pH in aqueous solu-
tion. Here we briefy report the results obtained for
two triamine-based receptors (L1 and L2 in Fig. 1),
bearing two anthracene units and one pyrene unit
respectively, as fuorescent probes for the recogni-
tion of ketoprofen (HKP) [12] and perfuorooctanoic
acid (PFOA) [13] in aqueous solution.

Receptors protonation in water/ethanol mixture
Potentiometric titrations have been used to an-
alyse the acid-base behaviour of the two recep-
tors L1 and L2, identifying the species formed in
solution and their protonation constants (Tab. 1).
As shown by the distribution diagrams of the spe-
cies in solution (Fig. 2), at neutral pH, L1 is mainly
in its monoprotonated and not protonated forms,

whereas, in the case of L2, [H,L2]" is the most
abundant species in solution.

In L1, the central amino group undergoes the frst
protonation equilibrium, while, in the second pro-
tonation step, the two protons are likely localized
on the two lateral amine groups to minimize elec-
trostatic repulsion, as also confrmed by *H NMR
measurements. In L2, the quite high constant rel-
ative to the frst protonation equilibrium can be at-
tributed to the protonation of the terminal primary
amine group, while the in the H,L2*" species, the
two acidic protons can be localized on the primary
amine group and on the benzylic one, adjacent to
the pyrene unit. The fuorescence emission prop-
erties of both receptors show a marked pH de-
pendence (Fig. 2) and the progressive deprotona-
tion of the triamine chains induces a considerable
decrease of the emission. In the not protonated
polyamine receptors, the emission is likely inhibit-
ed by a photoinduced electron transfer (PET) pro-
cess from the benzylic nitrogen atom to the excited
fuorophore.

Equilibrium Log K

L + KP- = [L(KP)] 2.95(4)
HL* + KP- = [HL(KP)] 2.47(7)
H,L2* + KP- = [H,L(KP)]* 2.98(4)

Tab. 2 - Formation constants of the L1 adducts with HKP in H,0/
EtOH (50:50 v/v) ([L1] = 5x10* M, 0.1 M NMe4cCl, 298.1+0.1 K)
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Fig. 3 - Fluorescence emission spectra of L1 at pH 7 (0.001
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intensity at 414 nm in the presence of increasing amounts of
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Binding and fuorescence

sensing of ketoprofen by L1

Potentiometric titrations shows that the protonated
forms of receptor L1 can bind HKP, in its anionic
form, leading to the formation of 1:1 complexes
(Tab. 2), at least in the condition of potentiometric
measurements (NMe,Cl 0.1 M). The adducts forma-
tion is most likely due to hydrophobic forces and
salt bridging between the anionic site of KP- and
the positively charged amine groups. As shown in
Tab. 2, the charge of the receptor does not signif-
cantly afect the complex stability, and the neutral
receptor can also bind neutral HKP, implying that
hydrophobic interactions are strongly involved in
complex formation.

To investigate the receptor ability to optically signal
HKP, acting as fuorescent probe in aqueous solu-
tion, we performed fuorescence titrations by add-
ing increasing amounts of HKP (in its anionic form
at pH 7) to a solution of L1, bufered at pH 7 with
TRIS. The addition of HKP induces a 2-fold increase
of the fuorescence emission of the anthracene (Fig.
3). The emission at 414 nm increases almost linear-
ly up to the addition of 2 equiv. of HKP (inset of Fig.
3) to achieve an almost constant value for molar
ratio greater than 3. This could suggest the forma-
tion of complexes with 1:1 and 2:1 stoichiometry
between HKP and L1, at least in the condition of
fuorimetric measurements (without ionic medium).
The emission enhancement in the presence of HKP

Fig. 4 - Asymmetric unit of the [H,L1](KP)2-0.75EtOH-2.75H,0
complex, comprising one ligand molecule and 2 KP- anions,
KP, and KP, [12]

may be ascribed to the mechanism of interaction
between the protonated receptor and the carbox-
ylate group of KP-, as clarifed by *H NMR exper-
iments. The coordination of KP- induces a proton
transfer process from the protonated central amine
group to the not protonated benzylic nitrogen, in-
hibiting the PET process and partially restoring the
fuorescence emission. KP- adduct stabilization by
salt bridging is also supported by the crystal struc-
ture of the [H,L1](KP),-0.75EtOH-2.75H,0 complex.
The asymmetric unit (Fig. 4) contains two anionic
molecules of HKP, KP, and KP,, bound to the li-
gand via 2 salt bridges. KP, is further stabilized by
an additional H-bond between the not-protonated
amino group and KP, carbonyl function.
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Fig. 5 - Fluorescence emission spectra of L2 at pH 7 (0.005
M TRIS bufer) in H,0/EtOH 50:50 (v/v) and (inset) emission
intensity at 375 nm in the presence of increasing amounts of
KP (A, =340 nm, [L2] = 10° M, 298 K)
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Fluorescence sensing of PFOA by L2

The same experimental conditions have been
chosen for the investigation of receptor L2 as fu-
orescent probe for PFOA in neutral water/ethanol
solution. The addition of 10 equivs. of PFOA to the
solution of L2 at pH 7 induces an almost linear slight
decrease of the emission (ca. 10%, Fig. 5); a higher
amount of PFOA (more than 80 equivs.) gives rise
to a smoother emission decrease (ca. 25%). The
low emission decrease observed may be related
to the presence in solution of the poorly emissive
species [HL2]*. To clarify the relevance of the proto-
nation state of the polyamine chain in the formation
of the complexes and the consequent changes in
the emission properties of the fuorophore, a fuo-
rescence emission titration at pH 4 have been also
performed. At this pH value the fully protonated
and emissive species of the receptor is present in
solution. The increasing concentration of PFOA in
solution induces an overall 80% quenching of the
pyrene emission. These results suggest that the in-
teraction involves salt bridging contacts between
the ammonium groups of the receptors and the
carboxylate group of PFOA. This interaction mode
can also explain the quenching observed upon
PFOA binding. In fact, the interaction of the proto-
nated amine groups with the anionic PFOA via salt
bridging implies a partial sharing via H-bonding of
the acidic proton located on the amine group, thus
favouring a PET process from the nitrogen atom of
the polyamine chain to the excited fuorophore.

Conclusions

The presented results highlight how the presence of
multiple H-bond donor group, together with the ability
of polyamines to be protonated in solution at neutral
pH are two fundamental features in anion coordina-
tion. The protonated triamine scafold of receptors
L1 and L2 can efciently bind the target molecules
via formation of electrostatic contacts. Moreover, the
coupling of the polyamine chain with fuorescent mol-
ecules, like anthracene or pyrene, leads to the devel-
opment of fuorescent molecular probes able to opti-
cally sense anionic species, such as ketoprofen and
PFOA, in solution. The performance of the chemosen-
sors in anion detection can be, in perspective, en-
hanced by their incorporation in nanostructured mate-
rials, in which energy transfer cooperative efects may
occur between closely placed fuorescent probes.
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come sonde fuorescenti per anioni
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zati con unita fuorescenti di antracene e pirene,
sono in grado di coordinare specie anioniche
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