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IDROGEL ETEROCHIRALI
PER LA SALUTE

I tripeptidi eterochirali auto-organizzanti sono ottimi componenti per il design di idrogel
intelligenti in cui la funzione é associata alla struttura supramolecolare, permettendo di essere
accesa o spenta all’occorrenza, con cicli di assemblaggio e disassemblaggio, rispettivamente.
Le potenziali applicazioni spaziano dalla mimesi enzimatica, ai biomateriali e rivestimenti

antimicrobici di dispositivi medici.

L’omochiralita delle biomolecole & una regola fon-
damentale che ci viene insegnata gia a scuola da
adolescenti, e che poi ci accompagna per tutto il
percorso accademico. Eppure la sua origine € un
mistero ancora da risolvere che appassiona scien-
ziati eccellenti. Sicuramente le classi molecolari
che subito ci vengono in mente in questo contesto
sono i carboidrati e le proteine, e queste spicca-
no per la loro abilita di occupare un vasto spazio
chimico, con innumerevoli funzionalita. La loro im-
portanza € ben nota, basti pensare all’ambito della
salute, che le vede protagoniste sia come target
per i farmaci, sia come agenti bioterapeutici. Oggi,
grazie agli enormi progressi della chimica, anche
bio-ortogonale e all’interfaccia con le biotecnolo-
gie, I'attenzione si & spostata verso i polipeptidi,
pilt o meno modificati, piu facilmente controllabi-
li e resistenti dal punto di vista conformazionale
e strutturale, permettendo una fine modulazione
della bioattivita. Molti di questi contengono alme-
no un D-amminoacido (ad es. I'antimicrobico co-
listina, 'antitumorale goserelina e I’anticoagulante
bivalirudina). | residui non-proteogenici posso-
no svolgere una duplice azione, ossia da un lato
rallentare I'idrolisi enzimatica, e dall’altro favorire
conformeri bioattivi. Non dobbiamo infine dimen-
ticare un aspetto importantissimo: le proteine e i
polipeptidi, anche con sporadici D-amminoacidi,
si trovano in natura e quindi sono ideali per svi-
luppare sistemi green, che non persistano nell’am-
biente.

Le proteine perdo sono molecole complesse. Sa-
rebbe piu semplice, se al loro posto potessimo
usare dei peptidi minimalisti, piu facili ed econo-
mici da produrre e caratterizzare. Ma quanti ammi-
noacidi ci servono? Una bella analogia la troviamo
nell’arte. Il famoso studio “Le taureau” (“ll toro”,

'

di Picasso offre un esempio calzante [1]. Consi-
ste di 45 litografie in cui Picasso esplora dapprima
la natura del toro, producendo diverse rappresen-
tazioni molto dettagliate e realistiche, e poi, inizia
a semplificare sempre piu, fino a ridurre I’'animale
ad un’essenziale manciata di linee, che I'occhio
umano sia ancora in grado di riconoscere come un
toro. Alcuni si chiedono se non sia un percorso a
ritroso, con una fine che per molti sarebbe dovu-
ta essere I'inizio, ricordando nella sua semplicita il
disegno di un bambino. Questo ritorno alle origini,
attraverso lo spogliarsi della complessita del mon-
do adulto, diventa quindi un esercizio importante
per ritrovare I’essenziale.

Allo stesso modo, possiamo chiederci qual & il
minimo numero di amminoacidi che sia ancora
in grado di svolgere almeno alcune delle funzioni
delle proteine, anche attraverso il loro riconosci-
mento, e quindi permettendo interazioni selettive,
come avviene tra ligandi e recettori. Uno studio ha
evidenziato come i tripeptidi abbiano in media il
numero ideale di atomi a tale scopo. Cid non stu-
pisce pensando alla miriade di tripeptidi bioattivi,
come ad es. GSH o RGD, quest’ultimo molto usa-
to nei biomateriali per indurre I’adesione cellulare
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Fig. 1 - A) Esempio di enzima con triade catalitica; B) mimesi
enzimatica con tripeptidi eterochirali auto-organizzanti, ad es.
con residui idrofobici (Phe, in grigio) per ’'assemblaggio e altri
ionizzabili per co-assemblare il catalizzatore supramolecolare
(ad es. His in blu e Asp in rosso) ; C) ulteriore strategia

per migliorare la catalisi. La combinazione di due tripeptidi
eterochirali enantiomerici tra loro (ad es. D-His-L-Phe-L-Phe
e L-His-D-Phe-D-Phe) permette di ottenere un racemo (rac.)
con ampie tasche idrofobiche tra le Phe per accogliere e
posizionare il substrato. La maggiore idrofobicita rispetto

al catalizzatore enantiopuro (Hff) & confermata sia dai modelli
molecolari sia da un saggio di fluorescenza con I’8-anilino-1-
naftalensulfonato (ANS)

. Infine, il numero “tre” ricorre anche nelle triadi
catalitiche, suggerendo quindi che tre amminoaci-

di funzionali possano bastare anche per la mimesi
della catalisi enzimatica (Fig. 1).

Peptidi cosi semplici sono pero facilmente idroliz-
zabili e degradabili. L'eterochiralita, ossia I'intro-
duzione puntuale di D-amminoacidi in posizioni

strategiche, offre una tattica utile pe renderli piu
duraturi e resistenti. In realta, i vantaggi sono mol-
teplici. Infatti, permette anche di accedere a diver-
si spazi conformazionali, spesso promuovendo dei
“turns” che sono frequenti nei conformeri bioattivi
quando interagiscono con i loro partner naturali.
Inoltre, & possibile definire nello spazio il posizio-
namento dei gruppi funzionali, per es. per modu-
lare le proprieta chimico-fisiche degli assemblati
e segregare componenti idrofobici e idrofilici in
regioni distinte, in modo da aumentare la stabilita
degli assemblati . Il controllo dell’interazione
con l'acqua € cruciale per ottenere gli idrogel, al
posto di precipitati o cristalli [6]. Inoltre la sua
modulazione puo portare a materiali di altro tipo,
come ad es. vetri auto-riparanti

Oltre all’eterochiralita, I’auto-organizzazione su-
pramolecolare & una strategia aggiuntiva per con-
ferire stabilita e permettere varie applicazioni. A
tale scopo, ci si puo ispirare alle cerniere steriche
delle amiloidi. Possiamo immaginare la creazio-
ne di tasche idrofobiche supramolecolari simili a
quelle enzimatiche per disporre ad hoc le funzio-
nalita catalitiche e offrire un ambiente protetto di
reazione . Inoltre, e possibile ottenere strut-
ture che spazino anche su scala micrometrica, per
permettere la multivalenza e la bioattivita tramite
interazione con i componenti cellulari, e quindi per
guidare il comportamento delle cellule stesse in
scaffolds funzionali . In ambo i casi, la funzio-
ne codificata nella struttura supramolecolare pud
essere accesa o spenta con cicli di assemblaggio
e disassemblaggio, rispettivamente, reversibili o ir-
reversibili a seconda delle necessita.

Pertanto, la combinazione di peptidi minimalisti con
I’eterochiralita e I’auto-organizzazione apre la via a
vari sistemi supramolecolari dinamici e responsivi,
con caratteristiche di bioattivita e biocompatibilita,
modularita, e semplicita di preparazione a basso
costo anche su larga scala. Lottenimento di ma-
teriali nanostrutturati e macroscopici come i gel,
inoltre, ne facilita il maneggiamento, fornisce un
ambiente green per varie reazioni e trasformazio-
ni, e permette di confinare in uno spazio definito
acqua, cellule, e bioattivi. Gli idrogel supramole-
colari sono vantaggiosi rispetto a quelli macromo-
lecolari. Innanzitutto, essendo costituiti da piccole
molecole, la loro sintesi e caratterizzazione per-
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Fig. 2 - A) Confronto strutturale tra nanotubi (marrone)

di difenilalanina omochirale (grigio) ed eterochirale (ciano);
B) solo i nanotubi del dipeptide omochirale si assemblano
in fasci micrometrici. Adattato da

mette il controllo fine e I'identificazione esatta dei
loro componenti, anche agevolmente con tecniche
quali la spettroscopia NMR. Inoltre, essendo com-
posti da forze deboli, possono fungere da materiali
dinamici ed intelligenti, cioe responsivi, in grado di
modificare proprieta e funzioni a seconda dell’am-
biente in cui si trovano e delle necessita d’uso.

Ma se queste strutture traggono ispirazione dalle
amiloidi, non saranno tossiche? Questa & una do-
manda legittima e interessante, perché stabilire il
confine della natura amiloide in questo tipo di strut-
ture eterochirali minimaliste non € banale. Ad esem-
pio, alcuni tripeptidi eterochirali auto-assemblanti
rispondono positivamente ai saggi per le amiloidi,
mentre altri no. Generalmente, gli studi di citotos-
sicita in vitro hanno rivelato una buona biocompa-
tibilita che ne evidenzia le potenzialita
nell’ambito della salute. | motivi alla base di questa
discrepanza con gli analoghi amiloidi omochirali
non sono del tutto chiari, ma dati sperimentali han-
no evidenziato come la rigidita delle amiloidi possa
essere contrapposta alla flessibilita di assembilati
eterochirali . Di fatto, la presenza di D-am-
minoacidi in sequenze cosi semplici porta a degli
effetti nellimpaccamento spesso quasi impercet-
tibili sulla scala molecolare, ma con conseguenze
amplificate sulla nano e microscala. Per esempio
(Fig. 2), la difenilalanina - che deriva dalla sequenza
dell’amiloide beta del morbo di Alzheimer - forma
dei nanotubi che si impaccano in modo incontrol-
lato in una miscela eterogenea di nano e microfi-
brille rigide, in cui persino cellule robuste come i
fibroblasti fanno fatica ad aderire e proliferare. Vi-
ceversa, I’'analogo eterochirale D-Phe-L-Phe man-
tiene la stessa abilita di impaccarsi in nanotubi, ma
stabilisce una interazione intramolecolare a scapito
di quelle intermolecolari. Di fatto, I'auto-organiz-
zazione eterochirale si arresta a livello di nanotubi
costituiti da due strati di dipeptidi, restituendo una
popolazione estremamente omogenea di nano-
strutture spesse circa 4 nanometri, che formano un
idrogel trasparente in cui le cellule proliferano

Infine, un’applicazione emergente, grazie an-
che al finanziamento MUR tramite il programma
PRIN2022, riguarda la possibilita di sfruttare I'au-
to-organizzazione in nanotubi per esercitare un’at-
tivita antimicrobica e quindi produrre per esempio
dei rivestimenti gel di dispositivi medici che possa-
no essere permanentemente disattivati dopo I'uso,
per evitare I'insorgenza di resistenza al trattamen-
to, associata normalmente al rilascio di antibiotici a
basse concentrazioni nell’ambiente. Il design pud
trarre ulteriore ispirazione dalle sequenze di peptidi
antimicrobici che possono anch’esse essere incor-
porate in idrogel bioattivi . Il nostro gruppo di
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ricerca si sta quindi concentrando sulla mappatura
delle sequenze idrofobiche che formano nanotubi,
a partire dai dipeptidi , per passare ai tri-
peptidi € i loro derivati . Chiaramente,
questo e solo I'inizio, e le possibili applicazioni di
tali canali supramolecolari lasciano ampio spazio
alla creativita.
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Heterochiral tripeptides are ideal components to
design smart hydrogels, whereby the function is
encoded in the supramolecular structure. This en-
ables on/off switches with assembly/disassembly
cycles, respectively. Potential uses span from en-
zymatic mimicry, to biomaterials and antimicrobial
coatings for medical devices.
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