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Abstract

Abstract

Il mio progetto di dottorato si inserisce nel cang@a chimica biomimetica. Essa
si occupa della progettazione, della sintesi eodstudio di sistemi artificiali che
riproducano, in maniera semplificata, alcuni deagipetti del funzionamento degli
equivalenti sistemi biologici. Quando i sistemi Ibmici di interesse sono gli enzimi
verra quindi realizzato un cosiddetto “modello dziena”. Il mio interesse in questo
campo si e focalizzato sui sistemi in grado di pwowere I'idrolisi dei diesteri fosforici
ed in particolare degli acidi nucleici e quindilaetealizzazione di nucleasi artificiali.
La disponibilita di sistemi dotati di un’elevatdieienza nel provocare I'idrolisi di esteri
fosforici, ed in particolare del DNA, potrebbe tewg diverse interessanti applicazioni:
dalla realizzazione di enzimi di restrizione acidii per la manipolazione del DNA allo
sviluppo di farmaci antitumorali, antivirali e anittici.

Nella prima parte del progetto mi sono concentmaib meccanismi degli enzimi
naturali e sulla fedele riproduzione del loro sitbvo. Nella totalita degli enzimi uno o
piu ioni metallici coordinano il substrato ed alcugruppi funzionali dei residui
amminoacidici interagiscono mediante diversi memstancon il fosfato. Gli approcci,
quindi, sono stati essenzialmente di due tipi:dalizzazione di complessi contenenti
piu di uno ione metallico e la sintesi di legamttanti diversi gruppi funzionali con una
corretta localizzazione spaziale. Ho quindi siatetto e studiato la reattivita verso |l
bis-p-nitrofenilfosfato e DNA plasmidico dei complessizh(ll) di una serie di leganti
bimetallici contenenti come unita legante dei datiiv della bis-(2metil-

piridinil)Jammina.

N\_/st N N
N N= N N=
bNHZ HNA\_/ /f\ \ 7/ Xr N X

43 44 N N~

45 46
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Abstract

| leganti43-46sono in grado di legare due ioni metallici ciastenle unita leganti
sono separate da semplici catene alchiliche (Ieg&46 oppure da catene contenenti
il gruppo disolfuro 43-44), che puo interagire con i centri metallici. Imeli leganti43
e 45 presentano il gruppo amminico posto sugli etetopiddinici, mentre i composti
44 e 46 ne sono sprovvisti. Il confronto delle reattivitbquesti complessi e del legante
monometallico47 fornisce informazioni sul ruolo dei gruppi organ& sul carattere
bimetallico dei complessi. La reattivita di quesistemi si e rivelata scarsa verso |l
substrato modello del DNA (bignitrofenilfosfato), ma inaspettatamente elevatsoe
il DNA plasmidico superavvolto. Il dato piu sorpdamte e fornito dall'inversione
dell'ordine di reattivita verso i due substratifdtti per il fosfato modello I'ordine delle
reattivita e risultato essed®& Zn(ll), = 43-Zn(ll), > 47-Zn(ll) > 46-Zn(ll),, mentre verso
il DNA plasmidico 'andamento diven#3-Zn(Il), > 47-Zn(ll) = 45-Zn(l1).

Il secondo approccio da me seguito € stato quéebaishentare il numero dei gruppi
organici presenti nelle strutture dei leganti. Saglo la strategia della chimica
biomimetica e stato inserito nella struttura demptesso40 un ulteriore gruppo
amminico (compostd?2). Infatti, come si puo osservare nelle endonucldiagpo 11, un
gruppo ammonio di un residuo lisinico &€ sempre gnsnel sito attivo nelle vicinanze
della specie nucleofila. Il ruolo di questo gruppan € tuttora noto, si suppone possa
attivare il nucleofilo mediante un legame ad idmge

40 42 41

Ho inoltre sintetizzato e testato la reattivita demplesso4l, recante il gruppo
elettronattrattore GJ-esso porta ad un complesso avente la speciedfilel@ ossidrile
sul braccio butilico del legante) con una aciditelaga a quella del complesda. |
risultati ottenuti con questi complessi nell'idldei fosfati BNP e HPNP e dell’'estere
p-nitrofenilacetato hanno permesso di investigdrerublo del gruppo ammonio
adiacente al nucleofilo nel meccanismo di idradisi diesteri fosforici.

Sulla base di quanto si e potuto osservare contigapprocci € apparso quasi
spontaneo domandarsi se fosse possibile unireigi@stapprocci innovativi: quello

della multivalenza (sistemi multimetallici) e queliella cooperativita (sistemi con piu

viii
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gruppi differenti), con lo scopo di ottenere sistédnolitici dotati di elevata reattivita.
Nel terzo anno di dottorato mi sono proposto quohidiealizzare nanoparticelle d’oro
funzionalizzate con leganti in grado di complessim@ Zn(ll) e dotati di gruppi
donatori di legami a idrogeno in grado di parte@p@ositivamente alla scissione

idrolitica di esteri fosforici.
| N N | N | N N | N
_N H N~ _N N~
NH, NH, NH, NH,

39 48
HS

Il punto di partenza prescelto e stato il lega®®el cui meccanismo di azione e
noto. Questo legante contiene due gruppi amminigrado di agire come donatori di
legami ad idrogeno verso il substrato, forma cosglmonometallici con lo ione Zn(ll)
e si e dimostrato un buon catalizzatore nell'icviatiel BNP.






Abbreviazioni

Abbreviazioni

Ac
AcOEt
AcN
AP
BNP
Boc
DCM
DMF
DOA
2-DPA
DMP
EDAC
ER
HPNP
N(Et)s
AuNp
MeOH
NP
NPP
PNPA
9%
TFA
TOABTr
TsCl

acetile

acetato di etile

acetonitrile

fosfatasi alcalina
bisp-nitrofenilfosfato
ter-butilossicarbonile
diclorometano
N,N-dimetilformammide
diottilammina
bis(2-piridin-metil)ammina
dimetilfosfato
1-etil-(3-dimetilamminopropil)carbodiimmide
endonucleasi di restrizione
2-idrossipropil-p-nitrofenilfosfato
trietilammina
nanoparticelle d’'oro
metanolo

p-nitrofenolo
p-nitrofenilfosfato
p-nitrofenil acetato

piridina

acido trifluoroacetico
tetraottilammonio bromuro
p-toluen solfonilcloruro

benzilossicarbonile
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Introduzione

1. Introduzione

1.1. Chimica biomimetica

Sono passati ormai quasi due secoli da quandorketied/ohler, nel 1828, riusci a
trasformare il cianato di piombo in urea dimost@mdsi la possibilita di sintetizzare
composti organici che, fino ad allora, si credewtepsero derivare solo dalla materia
viventé?. In quasi due secoli di vita, la chimica orgarfigacompiuto enormi progressi
e si stima che piu di sei milioni di sostanze oiga@ siano state prodotte nei
laboratorf’. Nonostante cio, i chimici che si dedicano allatesii ed allo studio dei
meccanismi di reazione guardano ancora con stupthee reazioni chimiche che
avvengono nei sistemi biologici. In questi sistenmfatti, reazioni anche molto
complesse avvengono con alta velocita e specifriggsoché totale, in condizioni di
pH e temperatura molto blande, grazie all'interoehtenzimi e di altri sistemi bioattivi.
La comprensione approfondita dei meccanismi di wyeecessi e del ruolo dei loro
catalizzatori, gli enzimi, puo fornire conoscenzeedorme importanza per lo sviluppo
delle scienze biologiche, chimiche e mediche.

L'azione degli enzimi si esplica tramite l'intert@rcontemporaneo di numerosi
fattori: il riconoscimento selettivo del substratajtivazione dello stesso e dei gruppi
funzionali nel sito attivo, la stabilizzazione aelstato di transizione e dei prodotti.
Tutto cio avviene grazie all'impiego di un’ampiargaa di interazioni "deboli” (legami
ad idrogeno, forze di Van der Waals, interazionettebstatiche, legami di
coordinazione, interazioni idrofobiche) e ad unecpsa disposizione spaziale dei gruppi
funzionali del sito attivo, resa possibile dallenpdesse strutture terziarie e quaternarie
della proteina.

Lo studio di questi sistemi € necessariamente mottmplicato dato I'enorme
numero delle variabili in gioco. Un metodo semphfio, che puo fornire informazioni
complementari a quelle ottenute con lo studio ttirelei sistemi biologici, € quello

costituito dalla cosiddetta chimica biomimeticas&sonsiste, secondo la definizione
data da Breslog\}, nella progettazione, sintesi e studio di sistarificiali che
riproducano, in maniera semplificata, alcuni deagipetti del funzionamento degli

equivalenti sistemi biologici. Quando i sistemi lbmici di interesse sono gli enzimi
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verra quindi realizzato un cosiddetto “modello driena” . Questo tipo di approccio,

che utilizza sistemi molto meno complessi di quediturali e quindi piu adatti ad uno
studio approfondito, presenta la doppia utilitapdrmettere, da un lato la verifica di
ipotesi meccanicistiche e lo studio dei parameti aii dipendono i meccanismi
dell'azione dei sistemi biologici e, dall'altro,deoperta e lo sviluppo di huovi composti
in grado di svolgere nuove funzioni.

Un "modello di enzima" si propone quindi di riprocti una o piu delle
caratteristiche salienti degli enzimi stessi quagi; citarne alcune, la presenza di un sito
specifico per il substrato, la disponibilita di fioni reattive adeguate, la capacita di
operare in soluzione acquosa e in condizioni dipematura e pH fisiologiche.
L'approccio piu efficace nella realizzazione dstesini biomimetici € necessariamente
graduale e, comunque, non pud prescindere dalldiostdella struttura e del
meccanismo d'azione degli enzimi che si vogliondara. Il mio lavoro di dottorato e
dedicato allo sviluppo e allo studio di complesstafiici dotati di attivita idrolitica nei
confronti di legami fosfoesterei come modelli dclaasi e fosfatasi. Per questo motivo
nellintroduzione illustrero, in maniera schematitaneccanismo di azione di alcuni
enzimi idrolitici e, quindi, passero ad illustrakeuni dei sistemi biomimetici realizzati

da altri gruppi di ricerca arrivando infine alleepresse della tesi stessa.

1.2. Metalloenzimi

Nello svolgere la loro funzione diversi enzimi ®n#no, oltre che dei gruppi
funzionali di cui sono dotate le catene laterali digersi amminoacidi, di specifiche
unita non peptidiche dette gruppi prostetici. Mokpesso, e allora si parla di
metalloenzimi, questi contengono o sono costitlétiioni metallici (F&", Cu/*, zn*,
Co?*, Mn?*, Ni*, ecc.). Limportanza di questi ultimi & tale datguoaffermare che
praticamente tutti i tipi di reazioni organiche <m®zione, riduzione,
deidroalogenazione, idrolisi, ecc.) possono essaiaizzate da metalloenzimi Tra di
essi, i piu rilevanti per questa tesi sono le absitd metalloidrolasi: enzimi che

mediante l'uso di un gruppo prostetico metallic@alizzano reazioni di idrolisi.
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1.3. Metalloidrolasi

Le reazioni di idrolisi di ammidi e di esteri fosi@ (figura 1) giocano un ruolo
molto importante in diversi processi biochimici.iECaso ad esempio di molte proteine
le quali, dopo aver svolto la propria funzione bgta, devono essere distrutte; di acidi
nucleici che, dopo aver subito mutazioni, necessitadi riparazioni, oppure
semplicemente dell’eliminazione dellRNA messaggédimta la fase della sintesi
proteica. Nonostante queste reazioni siano termaotitamente favorite, in soluzione
acquosa ed in condizioni fisiologiche presentanwidr@ cinetiche molto elevate. La
natura ha superato questo problema sviluppando seni& di enzimi preposti ad
accelerare queste reazioni: le peptidasi, cheizzaalo I'idrolisi dei legami peptidici; le
fosfatasi e le nucleasi che catalizzano l'idrddiisesteri fosforici, quali DNA e RNA.

RO 0
Ly
\\\)\o- RO\\\ | -o\\\\‘ N

+ ROH
o

A

Figura 1: Meccanismo di idrolisi basica di esteri fosfor{e) ed ammidi (b).

Tali enzimi sono in grado di accelerare la veloditérolisi del substrato fino a ﬂ)
volte rispetto alla reazione non catalizZat®al loro studio dettagliato si & osservato
che utilizzano una varieta di strutture, gruppiziomali e meccanismi diversi per poter
realizzare simili accelerazioni. Quattro sono ii tp peptidasi, esemplificati dalla
chimotripsina, dalla papaina, dalla pepsina e deHabossipetidasi. Le prime due
categorie sfruttano la nucleofilicita di funzioniregenti nelle catene laterali di

amminoacidi, come serina e cisteina, il terzo tytiizza due gruppi carbossilato di

acido aspartico o glutammico in un meccanismo thlish acido-base generésfell
quarto gruppo, invece, € costituito da quegli emzoome la carbossipeptidasi (tra le
peptidasi), le fosfatasi e le nucleasi, che sfnattBacidita di Lewis degli ioni metallici,
Zn(l), Mn(ll), Fe(ll), Fe(lll) e Mg(ll), per aumerare l'elettrofilicita del carbonio
carbossilico (o dell’atomo di fosforo) e allo sie¢empo per modificare il pKdi una

molecola d’acqua coordinata al metallo rendendolafticace nucleofilo. Spesso questi
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ioni sono assistiti da diversi gruppi funzionalilldecatene laterali degli amminoacidi

. . . (6,7) . . ..
presenti nel sito attivo. Queste metalloidrolasi possono contenere un Kingoe
metallico essenziale per I'attivita catalitica, app due ioni metallici, opportunamente
posizionati, che cooperano per accelerare il psaasolitico.

In tutti gli esempi di peptidasi e fosfatasi natufarolisi viene ottenuta mediante

rottura rispettivamente del legame C-N ammidiceldebame P-O esterefigura 2).

0 N
¢

R
: I
o—P=0

R = H: DNA
R = OH: RNA

Figura 2: Struttura di acidi nucleici e peptidi e siti ditacco nucleofilo.

1.3.1. Metalloidrolasi monometalliche
Le metalloidrolasi monometalliche sono principalteerte peptidasi ed utilizzano
prevalentemente uno ione Zn(ll) come cofattore s&m@eo per I'attivita idrolitica.

Le due metalloidrolasi monometalliche (peptidasi) pabnosciute sono la
carbossipeptidasi A e la termolisinig@ra 4). Nonostante la loro evoluzione molto

diversa, i due enzimi sembrano utilizzare lo zimeonodo molto simile per catalizzare

l'idrolisi peptidicés). La struttura della carbossipeptidasi A e stat@rdgnata in uno
studio ai raggi x ad alta risoluzione e si € ossrncome lo ione Zn(ll) sia situato
all'interno della proteina, coordinato a due imidlazli due istidine (His-69 e His-196)
e al carbossilato del Glu-72. La geometria di cowzione € completata da una
molecola d’acqua che agisce da nucleofilo nel n@soeo idrolitico. Infine, vicino al
sito catalitico € presente una tasca idrofobica gmrogliere il substrato. Anche la
struttura della termolisina e stata determinata patisione ed, esaminando i gruppi

funzionali presenti nel sito attivo, si € notatan@vi siano molte somiglianze con la

carbossipeptidasi K



Introduzione

Glu B \
A | 2 2C
C (0] (0]
O/ \O /
s’ /H
H 2
S R ?
: ]
\ 9 S
M- C—IC — Nt ol H
H,/[_H =10,
o o N
N Tyr, A HN* His
o - AN+ His, ¢~ | 231
Hisioe™™ 7 N ! His,,
His,,.  His, M9 Gluyg

Figura 4: Stato di transizione proposto per lidrolisi enzitita del legame peptidico da parte di

carbossipeptidasi (A) e termolisina (B).

| due enzimi agiscono con lo stesso meccanisnmudleofilo & uno ione OHegato
allo zZn(ll), generato dalla deprotonazione dellaagcoordinata. Lo zinco (oltre a
generare la specie nucleofila) svolge anche um’atmzione: stabilizza la carica
negativa che si genera nello stato di transizios@dinando I'ossigeno carbossilico.
Anche dei residui carichi positivamente (Arg-12’His-231) contribuiscono a questa
stabilizzazione. | due residui di Glu essenziali pattivita catalitica in entrambi gli
enzimi, funzionano dapprima come basi generaligoeettare il protone dalla specie

nucleofila e poi come acidi generali protonandgrilppo amminico uscerte

1.3.2. Metalloidrolasi bimetalliche

Il numero di enzimi idrolitici, di cui é stata detfiia la struttura e che utilizzano due o
piu ioni metallici per catalizzare reazioni di illsd sta aumentando notevolmente
grazie alla crescente sofisticazione delle tecnimingallografiche. Tra questi vi sono
enzimi che catalizzano l'idrolisi del legame C-Nufea e guanidina (Arg), il legame
peptidico N-terminale di proteine e il legame P-4Qmbno-, di- e triesteri fosforici sia
alchilici che arilici. A quest'ultima classe di sikati appartengono molecole
biologicamente molto importanti come I'RNA e il DNAn quanto piu rilevanti per
l'argomento di questa Tesi, verranno trattate Bolimsfoidrolasi che rappresentano la
classe piu ampia di enzimi per i quali € nota laspnza di un sito bimetallico e, in

particolare, verranno descritti due esempi di ragile uno di fosfatasi.

1.3.2.1 Fosfatasi alcalina di E.Coli

La fosfatasi alcalina di E.CSW’ (AP) & una fosfomonoesterasi non specifica

presente sia nei procarioti che negli eucariotenzima nativo € un omodimero di 94
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kDa che contiene due ioni Zn(ll) e uno ione Mg(L& sua attivita € massima a valori di
pH pari a 7.5. | due ioni Zn(ll) sono strettamentenvolti nella reazione di idrolisi,
mentre il Mg(ll) aumenta I'attivita, ma non e steehente necessario. Nel sito attivo i
due ioni zinco sono posizionati a 4.1 A di distanRarante la reaziondigura 6) lo
Zn(1) e coordinato all'His-331, all'His-412, ai dusssigeni dellAsp-327 e ad un
ossigeno del fosfato; lo Zn(2) é tetracoordinatdded-370, a due atomi di ossigeno di
due Asp e ad un ossigeno del fosfato. La reazioweerme mediante un intermedio
fosfo-enzima, con un meccanismo di sostituzionelewfita a due passaggi, che
coinvolge la Ser-102.

| due ioni zinco svolgono un ruolo complementarechee passaggi della reazione,
nel senso che a turno attivano il nucleofilo: uZm?{) attiva il residuo di Ser per
'attacco al fosfomonoestere nel primo passaggientne I'altro attiva una molecola
d’acqua per idrolizzare lintermedio fosfo-enzifita In ogni passaggio i due ioni
metallici agiscono in modo diverso e combinato: wat@va il nucleofilo, I'altro
stabilizza la carica negativa che si crea sul goupgcente ed entrambi stabilizzano lo
stato di transizione pentavalente. Anche il residlidArginina-166 svolge un ruolo
molto importante, stabilizzando lo stato di trarsz mediante legami idrogeno. Oltre
ai due ioni metallici, quindi, giocano un ruolo importante anche le catene laterali
degli amminoacidi presenti nel sito attivo. Infagtistato osservato che forme mutanti
dell’enzima, in cui la Serina-102 e I'Arginina-16®no state sostituite, presentano

un’attivita molto ridotta rispetto alla forma naiv
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Figura 6: Struttura del sito attivo proposto per I'attiviidrolitica della fosfatasi alcalina.

1.3.2.2. Un esempio di nucleasi: la DNA polimeraki

Negli esseri viventi, gli enzimi RNA e DNA polimesiasvolgono ruoli fondamentali
legati alla duplicazione ed alla trascrizione dedteniale genetico. Essi presentano
inoltre uno o piu siti attivi in grado di agire cenmucleasi. La DNA polimerasi I, ad
esempio, catalizza la sintesi del DNA, la sua idralelle posizioni 3'-5’ e quella nelle
posizioni 5’-3’ utilizzando tre domini separati pesti nella stessa proteia Ognuno
di questi tre siti attivi dipende dalla presenzaiahi metallici divalenti. L’attivita
nucleasica dell’enzima serve a rimuovere gli ertaliiolta commessi durante la sintesi
del DNA.

Il sito attivo in grado di promuovere l'idrolisi HBNA in posizione 3’-5’ della DNA
polimerasi | € uno tra i piu studiati e del qualdhanno maggiori informazioni. loni
divalenti (Md*, Mn**, Zr** 0 CF") sono essenziali per I'attivita e dati cristallafici
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rivelano la presenza di due siti di coordinazioee ipmetalli. Un metallo (A) é legato
saldamente all’enzima, mentre il secondo (B) saleglo in presenza del substrato. |
due metalli (probabilmente uno Zn(ll) e un Mg(ll)dae Mg(ll)) sono separati da una
distanza di 3.9A, coordinano a ponte un ossigenb ststrato e condividono
I'interazione con il carbossilato dell’Asp-355.nfletallo A coordina inoltre un atomo di
ossigeno di un carbossilato (Glu-357), mentre B@rdinato all’Asp-424. Entrambi i
metalli sembrano importanti per la catalisi e il azenismo, illustrato irfigura 7,

assomiglia a quello dell’AP anche se procede innino passaggio.

Base

00, og

Aspsss A
SPso1

Figura 7: Stato di transizione ipotizzato nell'idrolisi B- del DNA catalizzata dal’enzima DNA
polimerasi .

Bisogna pero sottolineare che una delle caratighestcomuni a tutte le nucleasi € la
bassa affinita del sito attivo per gli ioni meteile, in particolare, per il secondo ione,
che spesso viene complessato solo in presenzaubsirato. Queste proteine inoltre,
vengono frequentemente cristallizzate da soluzemmtenti ioni metallici (Mg(ll) ad
esempio) e quindi la loro presenza all'internogitel attivo potrebbe essere legata alle
condizioni in cui si sono ottenuti i crist&li Questo fa si che vi sia un certo grado di
incertezza sul fatto che gli ioni metallici trovatel cristallo siano presenti anche
vivd® e quindi le ipotesi meccanicistiche relative #iV@a nucleasica di tali enzimi
vanno considerate con una certa cautela e I'estenslii meccanismi verificati per un
enzima, come quello descritto precedentemente Jtadeazimi simili non puo essere

fatta in modo automatico.



Introduzione

1.3.3. Endonucleasi di restrizione di tipo Il

Le endonucleasi di restrizione di tipo Il (ER2) sama famiglia di enzimi prodotti
dai batteri per degradare acidi nucleici estraiai eellula. Sono noti almeno 3650
membri di questa grande classe di enzimi, la magepote dei quali si trova in forma
monometrica o di tetrameft8. Questi enzimi sono in grado di idrolizzare il DNA
all'altezza di sequenze note di quattro o otto @@pdi basi. Le ER2 sono
metallonucleasi e quindi necessitano di ioni meiallla maggior parte di esse
utilizzano da uno a tre ioni, solitamente ¥gEsse si distinguono dagli altri enzimi
precedentemente descritti dal modo di riconoscimelglla sequenza di DNA e dal
meccanismo di azione; caratteristiche che hanndtats un notevole interesse nei loro
confronti.

L’idrolisi del legame fosfodiestereo mediato ddlie2 segue un meccanismo di tipo
S\2, caratterizzato quindi dall'inversione di configmione del fosfato. La reazione
procede in tre stadi: la deprotonazione di una oubded’acqua da parte di una base
presente nella proteina, I'attacco nucleofilo detbssido sul fosforo con la formazione
di uno stato di transizione nel quale il fosforanfaeoordinato presenta due cariche
negative e infine il rilascio del gruppo uscentenecalcol.

GIu/A
Glu/Asp uAsp

o]

Figura 8: Modello proposto per il meccanismo di idrolisild@NA da parte di ER2.

Come é possibile osservare néditpura 8 in cui e riportato il meccanismo generale
proposto per ER monometalliche, lo ione metalliomrdina una molecola d’acqua,
abbassandone la gk interagisce con il fosfato. La base che acdgitatone rilasciato
dall'acqua € un secondo fosfato in posizione Jeito a quello idrolizzato. Nel sito
attivo di questi enzimi € spesso presente un grgppminico protonato appartenente

alla catena laterale di un residuo di lisina, ezsém per il raggiungimento dell’elevata
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attivita catalitica del sistema. Il ruolo di quegtwppo non € ben chiarito ma si ipotizza
che possa aiutare la deprotonazione della moletalzjua o che stabilizzi le cariche

negative che appaiono sul substrato durante ilrdeatella reazione.

1.4. Modelli di metalloenzimi idrolitici

1.4.1. Ruolo degli ioni metallici

Dagli esempi illustrati sopra, si € visto come @i di metalli di transizione
giochino un ruolo molto importante nella catalislbgica dell’idrolisi di vari substrati.
Parallelamente allo studio dei sistemi biologicie sviluppato l'uso di sistemi basati su
ioni metallici come catalizzatori idrolitici con Ecopo da un lato di verificare su sistemi
pit semplici i meccanismi d'azione degli enzimi,dell’altro di produrre nuovi
catalizzatori. Questi studi hanno portato a dedirpiu in dettaglio i vari ruoli che lo
ione metallico pud assumere nella catalisi idcdit®'*. Questi sono molteplici e i pil

importanti sono riassunti di seguito e illustraihematicamente ifigura 9.

1. Effetto templato il metallo si coordina sia al substrato che atleafilo
portandoli in prossimita, in modo che la reazioneivedti quindi

(pseudo)intramolecolare.

2. Aumento dell’elettrofilicita del substratoil metallo interagisce con 'ossigeno
carbonilico (o fosforilico) polarizzandolo e quingitivandolo rispetto all’attacco di
nucleofili; in questa posizione il metallo &€ in doaanche di stabilizzare la carica
negativa che si forma nel corso della reazione,irdiendo cosi I'energia di
attivazione della stessa.

3. Aumento della “leaving group ability” il metallo si coordina al gruppo
uscente aumentandone l'acidita e quindi facilitaredbespulsione.

4. Attivazione del nucleofilo molti nucleofili sono piu reattivi nello stato
deprotonato. Interagendo con essi il metallo ne emtianI'acidita facilitandone la

deprotonazione e quindi aumentando la frazion@eltie reattiva disponibile.

5. Catalisi acida generaleuna molecola d’acqua coordinata al metallo (endjui

piu acida) trasferisce un protone al gruppo uscente

10
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6. Catalisi basica generalelo ione idrossido coordinato al metallo favorisce

I'attacco nucleofilo di una molecola d’acqua.

Effetto Templato Aumento della Catalisi acida generale
"leaving group ability"
1 5
SNu o MI
FNTD ) oo
S g (|
Nu W P& v
/ \C/ \Y $$Y Nu \
M
Aumento Attivazione di nucleofili Catalisi basica generale
deél'(?lett{)oflllcna
el substrato
2 4 6 D)
- WM™ o ||
o 1 ¢
(@] ) / ™~ Y
5*|C| PN y
PN o—y
j = - /
“ n+ /"//
" \ J

Figura 9: Meccanismi dell'idrolisi di derivati di acidi cdoossilici e fosforici catalizzata da ioni
metallici.

Quali di questi meccanismi siano attivi in una dwieata reazione & determinato
dalle caratteristiche del metallo (o del complessziallico) e da quelle del substrato.
Nel caso di semplici esteri carbossilici, ad esengiono attivi prevalentemente i
meccanismi 4 o 6: il substrato infatti non e indgradi interagire in nessun modo
direttamente con il metallo. Gli atomi di ossigesegli esteri fosforici sono invece in
grado di coordinarsi, seppur debolmente, a ioniatheit per cui nella loro idrolisi
catalizzata da ioni metallici sono generalmenteziatimeno i meccanismi 1, 2 e 4.
Infine nel caso dell’idrolisi di ammidi, in cui trasferimento di idrogeno al gruppo
uscente ée il passaggio chiave del meccanismo,rgiviendamentale il meccanismo 5.
Bisogna inoltre tener presente che, utilizzandtesiscontenenti piu ioni metallici, tali
effetti possono combinarsi rendendo la catalisbem@iu efficace come osservato nel
caso delle nucleasi bimetalliche Ad esempio, nel caso dell'idrolisi dei diesteri
fosforici si possono verificare i meccanismi detsicim figura 5. doppia attivazione del
substrato, attivazione del substrato combinata [orformazione del nucleofilo,

attivazione del substrato combinata con I'attivagidel gruppo uscente.

11
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Figura 5: Meccanismi generali di idrolisi di esteri fosforiper una metalloidrolasi bimetallica.

Gli studi sui sistemi artificiali hanno portato allrealizzazione di un serie di
complessi metallici in grado di accelerare I'idsbdi vari tipi di substrati con efficienza
elevata anche se ancora lontana da quella mostaglaenzimi. Di seguito illustrero
alcuni esempi di questi complessi, limitando il ga@ma quelli attivi nell'idrolisi di
legami fosfoesterei e in particolare di diestesféwici perché piu rilevanti per questa

tesi.

1.4.2. loni metallici utilizzati

In natura gli ioni maggiormente riscontrati neglzami sono lo ione Zn(ll), il Ca(ll)
e il Mg(ll). Essi sono metalli biodisponibili e cam elevata acidita di Lewis. Lo ione
Mg(ll), ad esempio, presenta un raggio atomici .6if0e due cariche positive. Questi
valori lo rendono uno tra i metalli con piu elevakensita di carica. Esso e quindi in
grado di interagire efficacemente con gli atomi alisigeno dei fosfati carichi
negativamente.

Nello studio dei modelli di enzimi sono stati iztdati diversi tipi di ioni metallici,
tra i quali Cu(ll), Co(lll), Zn(ll) e lantanidi. B questi i piu usati sono il Cu(ll) e lo
Zn(Il), non tanto per la loro maggior reattivitaarper la loro ben definita chimica di
coordinazione. Nonostante i sistemi idrolitici kasa complessi dello ione Zn(ll) non
si siano mostrati finora particolarmente efficaesso risulta comunque lo ione
maggiormente indicato. Quest’'ultimo presenta infadtevoli vantaggi quali la scarsa
tossicita, la buona biodisponibilita e I'assenza utia chimica redox rilevante,
caratteristica che previene la possibilita di madrai parassiti di scissione degli acidi
nucleici di tipo ossidativo. E’ quindi di notevalmportanza l'individuazione di metodi

in grado di rendere piu efficaci gli agenti idrmlitbasati sullo ione Zn(Il).

12
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1.4.3. Substrati

L’'uso degli acidi nucleici o di oligonucleotidi oee substrati con cui investigare la
reattivita dei sistemi idrolitici si presenta poegevole, almeno nel caso di studi
preliminari sulla reattivita dei complessi sintefiti. Per questo motivo, & usuale testare
I nuovi composti nei confronti di diesteri fosfarimodello. Essi, grazie alla semplice
struttura e alla loro disponibilita in commercio neo adatti inoltre per studi
meccanicistici approfonditi dei vari sistemi. Geaalerente soltanto dopo aver
investigato la reattivitd nei confronti dei substmr@odello si passa all’utilizzo degl

acidi nucleici.

| substrati modello maggiormente utilizzati sonengralmente caratterizzati da
reattivita elevate, per consentire di ridurre i pewh investigazione. Il diestere fosforico
bisp-nitrofenil fosfato (BNP) e il substrato utilizzatmme modello del DNAfigura
10). Esso possiede un buon gruppo uscente ({#{ p-nitrofenolo = 7) e il prodotto
della reazione di idrolisi (ib-nitrofenato, NP) presenta una forte banda di ags@nto
a 400 nm, che rende la reazione facilmente seguibddiante spettroscopia UV-Vis. In

questo ed in altri casi, inoltre, la natura dei duth di reazione & di facile
individuazione anche mediante le tecniche speidmisbe quali ESI-MS 8'P-NMR.

0 0
I H,0 I
O,N 0—P—0 NO, O,N O—P—OH + HO NO,
i

o

BNP MNP NP
Figura 10: Struttura del diestere fosforico modello BNP eémtedotti di idrolisi.

Il substrato modello per 'RNA é invece 'HPNRg(ura 11). Esso ha lo stesso
gruppo uscente del BNP e, analogamente allRNAsgmta un gruppo ossidrilico in
posizione beta rispetto al fosfato. Nel corso dedkzione l'alcol (o alcolato) fungera da
nucleofilo intramolecolare, portando alla formazodel p-nitrofenato e dell’estere

ciclico propilene fosfato (PO).

HO
2 )
O,N 0—P—0 - . O P . ozNOOH
| V2N
e} O ©°
HPNP PO NP

Figura 11: Struttura del diestere fosforico modello HPNPe&t grodotto di idrolisi.
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Quest'ultimo substrato, avendo a disposizionebsatcio propilico il nucleofilo e
molto piu labile del BNP, infatti a pH 7 e 25 °Csilo tempo di semivita e di circa 2

anni, mentre quello del BNP & maggiore di 1300 4fihi

Per avvicinarsi alla struttura degli acidi nucigie quindi per ottenere valori di
reattivita piu attendibili, vengono utilizzati dideotidi con struttura analoga a DNA e
RNA. | maggiormente utilizzati risultano essere @A e I'UpU, la cui struttura e

riportata infigura 12

| H
? y O=p_g O _N o]
Osp—o Y & \\/
I N
N N/ O.
o}
? OH
o ? OQF‘; o}
=p—0 -
é* O
ApA UpU

Figura 12: Struttura dei dinucleotidi ApA e UpU.
Lo studio della reattivita idrolitica su questtioli substrati € pero piu difficoltoso,

non solo per la loro elevata inerzia verso l'idsplma anche per la difficolta nel seguire
guesta reazione. Non avendo come gruppo uscentalcofato con forti bande di
assorbimento nel visibile, I'idrolisi di questi silati deve essere studiata mediante

HPLC in fase inversa.

In alternativa, substrati molto usati sono deiwdsr ciclici del’AMP, il 3'5’cAMP
e il 22’3'cAMP e le loro strutture sono riportatefigura 13 Questi fosfati racchiudono
rispettivamente cicli a sei e a cinque atomi eadptti di idrolisi di questo tipo di
substrato sono due, a seconda di come si scirgteppo fosfestereo. Particolarmente
importante e il 2,3-cCAMP in cui la tensione delidlo a 5 rende il substrato molto

reattivo anche in assenza di gruppi uscenti attivat
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Figura 13: Struttura dei substrati 2'3’cAMP e 3'5’ cAMP.

Quando gli studi di reattivita arrivano al DNA, kg usato in particolare il DNA
plasmidico. Si tratta di un DNA a doppio filamen{d000-6000 coppie di basi)
racchiuso su sé stesso e superavvolto. Mediangngolo evento idrolitico su uno di
due filamenti il DNA superavvolto viene convertitella forma circolare, la quale dopo
un ulteriore idrolisi sulla seconda catena, formapecie lineare. Queste tre forme di
DNA sono quantitativamente e qualitativamente osg®li mediante elettroforesi su
gel figura 14). Per la maggior parte dei complessi che si rdmavin letteratura I'unico
prodotto osservato € la forma circolare e i moseno essenzialmente due: il DNA
superavvolto € maggiormente reattivo delle altrentoe statisticamente la formazione
della forma lineare e sfavorita. Per la conversideka forma circolare in quella lineare
e infatti necessaria l'idrolisi del frammento integntro le 20 coppie di basi dal primo
evento idrolitico e, se questi eventi avwvengonmodo casuale, ne sono necessari piu di

100 perché avvenga la formazione del DNA lin€3re

&
\\oQ\(\icP //Ag g~ fi=§':._.jiéﬂglaxed
@é’ @;/ & = f“’Linear
/£ /
@& o

;;f Supercoiled
- 7

i xJ) :—" e T

Cleavage dégree

Figura 14: Tipico gel elettroforetico nell'idrolisi del DNAuperavvolto.

1.4.4. Catalizzatori monometallici
| primi studi su sistemi i grado di promuovere ibtisi dei diesteri fosforici
risalgono agli inizi degli anni '80. Inizialment&attenzione si concentro su complessi

inerti o semilabili di Co(llIf* e Ir(IN)® e venne dimostrato come esteri fosforici
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coordinati a questi complessi si idrolizzano coloe®a molto piu elevate rispetto alla

reazione spontanea.
C\rxlmz |
N /oot \\OH 5
;N’C]O‘O —pZ 2

Figura 15
Nel caso del complessb(figura 15, sono state ottenute accelerazioni della velocita

di idrolisi del BNP complessato al Co(lll) fino & brdini di grandezza a pH 7 e 25°
CP)_ A causa della loro inerzia verso lo scambio dgahti questi sistemi non sono in
grado di agire come catalizzatori, ma questi shafino permesso di chiarire come |l
meccanismo della reazione richieda la disponibtlitadue siti di coordinazione sul
metallo in posizione ciss¢hema & uno occupato dal substrato ed il secondo da uno

ione idrossido che agisce da nucleofilo.

o)
O—Il-“!’/OR -0 (6/\& "O\(”)
. ~N ’ i '
- OR' . P—OR
LM ) / OR' LM~
“OH o

Schema 1

Notevolmente efficaci si sono dimostrati infine glhi di metalli lantanidi, a causa
della loro elevata acidita di LeWi$*3% e capacita di fare complessi con alti gradi di
coordinazione. Il meccanismo di azione di questi @ancora oggetto di studi perché le
specie attive sono generalmente cluster di ioratledp ponti idrossido o ossido la cui
stechiometria e di difficile definizione. Anche filizzo di leganti porta alla formazione
di specie poco definite che, per di piu, sono ramater piu efficaci rispetto ai soli sali di
guesti metalli ed inoltre presentano una elevassitda nei confronti dei sistemi
biologici.

Pochi anni dopo si e passati allo studio di congpléisZn(ll) che, come illustrato nel
paragrafo 1.4.2, e lo ione metallico maggiormemigicato per l'idrolisi dei diesteri
fosforici. Nel 1990, Trogler and De Rosch hannalstio I'idrolisi del substrato BNP
catalizzata da complessi di zinco dei legdnt 6 (figura 16). La reattivita di questi

complessi e risultata scarsa: il compleS&tn(ll), alla temperatura di 75°C, € in grado
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di idrolizzare il BNP con una costante del primalioe di 5.110° s*, ottenendo un

incremento di reattivita rispetto alla reazione watalizzata di sole 2 volf&.

~. O

Figura 16

La scarsa reattivita di questo sistema e statébwta alla saturazione dei siti di
coordinazione sullo ione metallico del complessoago5-Zn(I1)-BNP; essendo & un
legante tetradentato si ha quindi la mancanza deleafilo. Cid non accade con |l
complesso del legant®, che grazie alla disponibilita di almeno due gifi
coordinazione liberi in posizione cis, possiede ueattivita maggiore. Esso infatti
catalizza l'idrolisi del BNP con una velocita 53 Iteo maggiore alla reazione
spontane@®.

Nel 1991, Kimura e Koike confrontarono la reatévdei complessi di zinco dei due
poliazamacrocicli tetra e tri dentati 1,4,7,10datraciclododecano7) e 1,5,9-

triazaciclododecandj.

[NH . @J

Figura 17

Le costanti di pseudo-primo ordine a 35°C e a pHert l'idrolisi del BNP sono
risultate essere rispettivamente di -208 e 3.310° s®, che si traducono in
accelerazioni di 46 e 550 vdftd. Ancora una volta la differenza di reattivita atat
attribuita al diverso numero di siti di coordinazéliberi presenti sul centro metallico.
Inoltre, l'acidita della molecola d’acqua coordimaper il legante tridentato € risultata
essere maggiore, il che rende la specie attiva imaggnte disponibile a pH
fisiologico.

Successivamente € stata investigata la reattiste&raitica di numerosi complessi di
leganti aventi diverse strutture. Sono stati prisiconsiderazione leganti tri e

tetradentati, ciclici e non, ed alcune strutturecsaiportate infigura 18 La loro
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by

reattivita e stata correlata con i rispettivi valdelle pK delle molecola d’acqua
coordinate al centro metallico (lo ione idrossidmmlinato al metallo € il nucleofilo

attivo nel corso della reazione) ed e stato otteigeguente diagramma di Bronsted.
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Figura 18: Diagramma di Brénsted per l'idrolisi di BNP in @senza dei complessi di Zn(ll) di alcuni

leganti amminici.
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L’analisi del grafico evidenza alcuni punti di elio: a) non vi & una correlazione
semplice tra pKdella molecola d’acqua coordinata e reattivitaj bmplessi studiati
possono essere divisi, dal punto di vista dell&tivéz, in tre categorie: tridentati ciclici
(+,8-10), tridentati lineari , 11-13) e tetradentatio( 5-14). Vi & una chiara
correlazione tra struttura e reattivita: i compless leganti tridentati ciclici sono piu
reattivi di quelli dei tridentati lineari che a towolta sono piu reattivi dei tetradentati; c)
solo all'interno della categoria tridentati cicliéi possibile stabilire una correlazione
lineare tra reattivita e pKa, che e caratterizzi#auna pendenza molto basfa.{ =
0.20).
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Al di la delle speculazioni meccanicistiche cheguo® essere invocate per spiegare
tali comportamenti, tale studio ha consentito dinllee come la struttura del legante
influenzi pesantemente la reattivita dei compledsirisultati migliori vengono
sicuramente ottenuti utilizzando i leganti triamiainciclici. All'interno di questa
categoria pero lo spazio per ulteriori miglioramermn € molto ampio, infatti il basso
valore diBnyc rilevato fa si che anche a drastiche modificazidella struttura del

legante corrispondano modeste variazioni dellasattivita.

I meccanismo della reazione é stato studiato glitamente e si € rivelato simile a
quello determinato per i complessi inerti di CQ(BIIr(Ill) (schema P esso prevede, in
primo luogo, la formazione di complesso metallosftdio (K) e, successivamente,
I'attacco nucleofilo (k’) dell’'ossidrile coordinatallo ione metallico sul substrato stesso
con l'espulsione di un residuo alcolico. La depnatmione del prodotto e la sua
successiva dissociazione dal metallo completanizld cataliticd®. E’ ancora oggetto
di discussione se l'espulsione del gruppo alcoleovenga contemporaneamente
all'attacco del nucleofilo (come rappresentatomstihema 2o se vi sia la formazione
di un intermedio. Dettagliati studi cinetici efiggdti dal gruppo di Burstyn nel caso del
complesso 1,4,7-triazaciclononano-Cu(ll) hanno psso di definire un meccanismo
concertato nel caso di substrati dotati di buonipgr uscenti, ma il meccanismo
potrebbe essere diverso nel caso di substrati coppguscenti non attivati o in
presenza di ioni metallici differefif?.

(0]
I
RO—/P\O_ H20 2+ QH
RO
0.’ OR k'
K ,PCOR \
p ¥
2+ \\\OH H\ O-
M, 2+ 0.1
OH, M, - >P-OR
H+ o '
\(( OR
Ka
2+ \\‘OHZ )\OR
M H
OH, 2+ 0. O

Schema 2
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1.4.5. Catalizzatori bimetallici

Se, come abbiamo visto, e difficile ottenere sistdotati di elevata reattivita nel
caso di complessi monometallici, effettivi miglioranti dell’efficacia catalitica sono
stati invece ottenuti facendo ricorso a legantgniado di complessare due ioni metallici,
posizionandoli in modo opportuno per ottenere uivigd catalitica cooperativa. Come
si osserva negli enzimi naturali i meccanismi doae dei catalizzatori bimetallici sono
essenzialmente di due tipi. Il primo consiste neltgppia attivazione del substrato
mediante la simultanea coordinazione con entrarsbntri metallici e il secondo nella
formazione del nucleofilo sullo ione metallico nooordinato al substrato; esempi di
guesti due meccanismi sarano illustrati e disansseguito.

Un esempio interessante e fornito dal gruppo dnGiie ha studiato il complesso
dinucleare di Cu(ll)figura 203“°. In questo caso, nella reazione di transesterifice
dellHPNP si & osservato un guadagno cinetico dgwanta volte per il complesso
dinucleare rispetto al complesso di un analogo riegacontenente un solo ione
metallico. Sulla base della struttura ai raggi X demplesso difigura 20a con il
dibenzilfosfato, gli autori hanno proposto la capazione del substrato ai due ioni
Cu(ll), seguita da un attacco intramolecolare dapgo OH del substratdigura 208
giustificando I'elevata accelerazione osservatawwomeccanismo di doppia attivazione

elettrofilica del substrato.

2 o aeka
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Figura 20: (15a) Complesso dinucleare di Cu(ll), (15b): Mtdepotizzato per lo stato di transizione

nella reazione di idrolisi del’lHPNP.
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Figura 21

Un altro interessante esempio, sempre dal grup@hh, € il complesso bimetallico
di Cu(ll) riportato infigura 21 che riesce ad accelerare di 5 ordini di grandezza
l'idrolisi di un dinucleotide (ApA) e di addirittar 9 ordini di grandezza quella del
fosfato ciclico (2'3'cAMP). Queste accelerazionnsodi particolare rilievo soprattutto
se si tiene conto che sono state ottenute conratibsdn dotati di un gruppo uscente

attivatd®.

Un diverso tipo di meccanismo si € riscontratoipeomplesso studiato da Breslow
riportato infigura 22h Esso e in grado di idrolizzare il BNP a 55 °C pHi8.36 di
2000 volte rispetto alla reazione di base e, rispel corrispondente complesso

monometallico, e risultato essere 5 volte maggiotmeeattivo.

o \//»i/
N

T R oy

16a 16b
Figura 22

Come si puo osservare figura 22bil primo ione metallico coordina il substrato
attivandolo e il secondo forma il nucleofilo (unalectola d’acqua deprotonata), che nel

corso della reazione attacchera il fosfato provdoae la scissione.

Dai valori di reattivita riportati si pud notarée I'approccio di utilizzare due ioni
metallici per la realizzazione di sistemi attivilin@rolisi di diesteri fosforici ha portato
a sistemi estremamente reattivi verso substratoghaallRNA (HPNP) e quando si
utilizzano metalli come il Cu(ll). Nel caso dellone Zn(ll) e dei substrati analoghi del

DNA (BNP), negli ultimi anni si sono testati numsra@omplessi recanti varie unita
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spaziatrici contenenti gruppi pit 0 meno rigifiggra 23 ma i risultati ottenuti sono
stati nettamente inferiori alle attese.

Il complesso maggiormente reattivo verso il BNRisltato essere quello del
legante22 che, a pH 7 e 35 °C e in grado di idrolizzarlo eora velocita 350 volte
maggiore di quella della reazione non catalizzatareuna costante cinetica del primo
ordine di 2.1108 s*®Y). Nella maggior parte dei casi, inoltre, la redtdivdei complessi

bimetallici &€ di poco superiore a quella dei cqroisdenti complessi monometallici.

NH G O HN | b N =
( \) NI @/\NWN § P
NH HN NH HN =N N—N N

= v

N N
(NE_/O\__/O\_H/N) N\ |N\ N \\
P P
17 18 19
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@

N NN N r\N/\(Y\N/\'

Figura 23: Struttura di alcuni leganti bimetallici studiati.

La scarsa reattivita di questi complessi € statdbaita da un lato alla scarsa
cooperativita tra i metalli per leganti aventi sSpéari rigidi e molto lunghi (come nel
sistema di Breslow discusso in precedenza) e ttedl;anel caso i metalli siano troppo
vicini tra loro, alla formazione di-idrosso dimeri che portano alla saturazione della

sfera di coordinazione dei metalli, impedendo tanfazione del nucleofilo.

Piu recentemente sono emersi in letteratura iipgsempi di catalizzatori di zinco
in grado di agire sul DNA plasmidico provocandoaetissione idrolitica. | piu efficaci
sono essenzialmente due: I'eptapeptide pubblicat&aimin e collaboratori nel 2001
(figura 24 a e b e un composto macrociclico studiato recentemeeiegruppo di

Bencini.
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Figura 24: Struttura dell'eptapeptide (a e b) e del comptesspramolecolare con il DNA (c).
Il complesso binucleare di zinco dell’eptapeptiBee in grado di idrolizzare il DNA

plasmidico a pH 7 e 37°C con una costante cinelitarimo ordine di 1.0° s*® e
un’accelerazione di un milione di volte rispetttaakazione non catalizzata. Il peptide
in esame, composto da aminoaaidsostitiuti, si trova in conformazione di elica, &
le due unita leganti macrocicliche portano i metatl una distanza di circa 6A. La
reattivita verso il DNA é stata giustificata ancaraa volta dalla buona cooperativita dei
centri metallici. E’ stata proposta una struttugattiva nella quale i due macrocicli del
catalizzatore legano il DNA in corrispondenza digruppi fosfato del substratiiguira
240). Il gruppo fosfato centrale si trova cosi attovata entrambi gli ioni metallici e
risulta essere labile verso l'idrolisi.

Il catalizzatore maggiormente reattivo verso il ®glasmidico e finora risultato
essere il complesso bimetallico di zinco del maictodi figura 25 : a pH 7 e 37°C
esso € in grado di idrolizzare con resa quantaati®NA plasmidico in sole 24 ore (il

che indica una costante cinetica per la reaziopergre a 5.0-10s).

N N \
’ N HN
N />
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Z N
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Figura 25: Struttura del legante macrociclico pubblicato Bancini e collaboratori.
E’ stato dimostrato che l'elevata reattivita di gieecomposto € dovuta alla doppia
attivazione del fosfato e alla interazione dellag@&enantrolinica aromatica del legante

con le basi azotate del DNA del solco minore. Quefetti non solo rendono |l
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substrato maggiormente attivato, ma aumentano abaffi@ita del catalizzatore nei
confronti del substrato stesso aumentandone @fficienza. La cooperazione tra i due
centri metallici risulta pero piuttosto scarsa.

Come si e accennato in precedenza, tra gli ionialiir@ maggiormente attivi
nell'idrolisi di diesteri fosforici e del DNA vi sw i lantanidi ed in particolare lo ione
Ce(lV). Esso possiede numerosi vantaggi tra i qlielevata capacita ad attrarre
elettroni dovuta all’alto stato di ossidazioneltbanumero di coordinazion@no a 12),

il veloce scambio dei leganti e I'incapacita di el@aeazioni di scissione ossidatf’a
Nonostante cio il Ce(IV) presenta alcuni importasiantaggi: esso, quando non e
complessato forma un largo numero di idrossopolimidficiimente identificabili e, a
pH superiori a 4, da origine a precipitati conteénessidi e idrossidi anch’essi reattivi.
La riproducibilita delle cinetiche effettuate cooluioni di questo ione risultano
sempre scarse e la reattivita diminuisce con isaasdel tempo. In alcuni lavori sono
state ipotizzate come specie reattive idrossocasapleome C£OH),**, Ce(OH);",
Cey(OH)15™ e molti altrf?®.

Il meccanismo proposto per spiegare la reattitquesti sistemi € simile a quello
dei comuni complessi bimetallici. Gli ossigeni desfato vengono coordinati da due
ioni metallici adiacenti e il nucleofilo € un ossid coordinato figura 41).

L
Ce'V ———————
OH2
Figura 41

L’alta reattivita del sistema e dovuta anche atkspnza del nucleofilo in un largo range
di pH. Infatti essi presentano una notevole reigdtivnell’idrolisi del DNA, che si
mantiene pressoché costante da pH 2 a pH 8.5.

Con l'intento di ottenere catalizzatori efficacakblo stesso tempo riproducibili sono
stati sintetizzati complessi di varia natufigyra 42. Sono stati utilizzati come leganti
poliammidi, polialcoli, eteri e carbossilati otter® risultati inferiori alle aspettative. |
leganti stabilizzano lo ione metallico rendendsidtema riproducibile, ma allo stesso
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tempo diminuiscono i siti disponibili sul metallore diminuiscono parzialmente la

carica positiva.

00" I  coor -ooc/zN N g\coo-

COOr ‘0oC COO" "00C
26 27

Figura 42

In alcuni casi si sono ottenuti buoni risultabpgattutto nei confronti del DNA. I
complesso Ce(IV27 e in grado di idrolizzare la forma di DNA a singdilamento,
mentre non é reattivo nei confronti di quello a piapelica. Questa selettivita & stata
sfruttata per la realizzazione del cosiddetto sist&RCUT, fino ad ora I'unico agente

di restrizione artificiale noto.

Uno dei complessi di Ce(1V) piu efficaci e il colagso bimetallico Ge25 che, alla
concentrazione di 1AM a pH 8 e a 37 °C accelera l'idrolisi del DNA piaigico con
una costante di primo ordine di ¥20“s?, che corrisponde ad un tempo di semivita di
sole 1.4 ore. Anche in questo caso il sistemaditsal e porta preferenzialmente alla
forma lineare, con un meccanismo analogo a queeritto per gli ossoclusté?.

1.4.6. Catalizzatori basati sulla cooperazione tragruppi funzionali e

ioni metallici

Un’altra strategia per la realizzazione di efficienucleasi artificiali, alternativa
all'utilizzo di sistemi bimetallici, prevede la famonalizzazione di complessi metallici
con gruppi organici ausiliari in grado di partecgaal processo catalitico. Anche
quest’approccio si ispira all’esempio degli enzinm,cui spesso i gruppi funzionali
presenti nelle catene laterali degli amminoacidnrita un ruolo fondamentale nel
meccanismo della reazione. Come si € potuto osgemval paragrafo 1.3. I'elevata
efficienza degli enzimi e dovuta alla cooperativita piu gruppi funzionali, i quali

agiscono sul substrato nel corso della reazionemeccanismi di azione sono
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essenzialmente di tre tipologie: a) gruppi donatbriegami ad idrogeno (in genere
gruppi guanidinici o ammonio) stabilizzano le chdac negative sul substrato
aumentando laffinita per I'enzima e abbassandondigia degli eventual
intermedi/stati di transizione; b) gruppi basiciectieprotonano una molecola d’acqua
sono in grado di formare il nucleofilo; ¢) gruppiateofili ausiliari in grado di dare
transesterificazione. Gli approcci sintetici che sono sviluppati sono stati
essenzialmente dello stesso tipo di quelli usaliadaatura negli enzimi ed hanno

portato alla realizzazione di sistemi molto reattiv

329 SR sLNe

28 29
Figura 26
Il primo ad esplorare queste strategie € statogiitiente il gruppo di Breslow, che

nel 1990 ha studiato dei derivati del legag@& (figura 26 funzionalizzati con un

gruppo tiofenolo Z9) o imidazolo 80). Il gruppo funzionale ausiliario é stato
posizionato in modo tale da non poter interagine loaone metallico Zn(ll), coordinato
agli atomi di azoto del macrocié8. In acqua, a pH 7 a 37° C, i complessi di Zn(ll) d
29 e 30 accelerano la transesterificazione del’lHPNP tispgmente di 9 e 20 volte

rispetto al complesso non funzionalizz&®8. Gli studi effettuati dagli autori hanno
permesso di appurare che, in questo caso, il malgruppi organici ausiliari € quello

di fornire una catalisi basica generale.

sbpenLe

Figura 27
La possibilita di utilizzare gruppi funzionali inge nella struttura del complesso

metallico, per ottenere nucleofili piu efficacistata esplorata sia dal gruppo di Kimura
che dal gruppo di Chin che hanno studiato rispattente i complessi di Zn(ll) del
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legante31“® ed i complessi di Cu(ll) del legan8®® (figura 27). In entrambi i casi, i

complessi di questi leganti si sono dimostrati-@ drdini di grandezza piu efficaci dei
rispettivi derivati privi del gruppo alcolico e cgte effetto € attribuito alla maggiore
nucleofilicita del gruppo alcolato coordinato alline metallico. Questi sistemi non
sono pero catalitici: infatti, il prodotto finaleelta reazione é il derivato fosforilato del
complesso, formatosi in seguito all’attacco detidhto sul substrato, il quale non

subisce idrolisi per rigenerare la specie attiva.
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Figura 28
Kramer e collaboratori, invece, hanno studiatoelattivita dei complessi di Zn(ll) e

Cu(ll) del legante33 nell’idrolisi di mono- e diesteri fosforié?. Si & dimostrato che il
ruolo dei gruppi ammonio, distanziati dal metallediante gruppi rigidi, € quello di
donare un legame ad idrogeno verso gli ossigenifakfhto non legati allo ione
metallico. Il complesso di Cu(ll) accelera l'idsilidel BNP, in etanolo/acqua 19:1 a 20°
C e pH 6.6, di 7 ordini di grandezza rispetto edazione non catalizzata e di 3 ordini di
grandezza rispetto alla reazione catalizzata daptesso di Cu(ll) della 2,2’-bipiridina.
I meccanismo della reazione proposto dagli aufgura 28 prevede la doppia
attivazione del substrato da parte dello ione G&li un gruppo ammonio, mentre uno

ione idrossido coordinato allo ione metallico agisia nucleofilo intramolecolare.

35

Figura 29

Un altro interessante esempio di cooperazione atalisi metallica e legami a

idrogeno intracomplesso e stato riportato dal goup Chin, che ha studiato la
reattivita del complesso di Cu(ll) del legaB®&(figura 29 verso il BNP ed il cAMB?,
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L’idrolisi del cAMP, in acqua a pH 5 e 25° C, e alerata di 9 ordini di grandezza
rispetto alla reazione non catalizzata e di 2008l6wrispetto al complesso del legante
36, privo dei gruppi amminici. L'accelerazione ottésmeé simile a quella realizzata con i
piu reattivi complessi bimetallici, quali ad esempjuelli riportati nellefigure 20-23
L’efficacia del sistema é attribuita dagli autoriegami a idrogeno intramolecolari che
si vengono a formare nel complesso ternario leg@uni@d)-substrato 37) i quali, da un
lato, provocano una notevole diminuzione dellg dilla molecola d’acqua coordinata
allo ione Cu(ll), dall'altro, attivano il substrateerso I'attacco nucleofilo e infine
predispongono il trasferimento del protone dal eoftlo al gruppo uscente.
Quest'ultimo effetto & evidenziato dal fatto chefficacia catalitica nei confronti del
BNP, dotato di un miglior gruppo uscente, € moliaore (i complessi d85 sono solo
20 volte piu efficaci dei complessi 86).

Dei sistemi molto interessanti sono una seriegah@ piridinici investigati presso il
gruppo in cui ho svolto il mio lavoro di dottora89 ed 40). Essi sono derivati del
composto38 (studiato in passato dal gruppo di CHin Questo legante contiene un
gruppo alcolico in grado di agire come nucleofildaesua struttura si presta bene
all'introduzione di altri gruppi funzionali in graddi interagire in maniera analoga al

sito attivo dell’'enzima.

| ~ N~ | x | N N//\ | N | \ N~ | >
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HO HO

NH, NH, NH; NH;

38 39 40
| risultati ottenuti da questi legafiti sono stati buoni ed in particolare I'aggiunta dei
gruppi amminici (passaggio dal legaB&al legantet0) ha portato ad un aumento della
reattivita di 230 volte. Dai risultati ottenuti énerso che il complesgt-Zn(ll) accelera

la scissione del BNP, rispetto alla reazione ndalizzata, di 1®volte a pH 7.
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Complesso kM1 sh kr
38-Zn(ll) 4.2.10° 1
39-Zn(Il) 5.6-10° 13
40-Zn(I) 9.7-10 230 (17%

Tabella I Costanti cinetiche di secondo ording)(ker 'idrolisi del BNP in presenza dei comple38i

39-40-Zn(ll) e reattivita relative al comples88-Zn(ll) (k); (a) relative al compless89-Zn(ll).

by

Tale notevole aumento di efficacia e stato atttduall'introduzione dei gruppi
amminici nella struttura del legante; essi partae@ alla reazione stabilizzando la

carica negativa dell’ossigeno legato al fosfato i@ legami ad idrogendéigura 30).

Figura 30: Meccanismo di attacco nucleofilo proposto pezamplessa0-Zn(ll).

In figura 31 & riportato 'andamento delle costanti cineticiesdcondo ordine
apparenti (K), ottenute per la reazione tra il BNP ed i conspladi38-39-402Zn(ll), in
funzione del pH. Appare evidente come vi sia ungefmfluenza del pH sulla velocita
della reazione. Per tutti e tre i complessi sirgt®o dei profili a campana: la velocita
cresce con l'aumentare del pH, raggiunge un massimalori di pH compresi tra 9 e

9.5 a seconda del legante, per poi tornare a direinguando il pH aumenta
ulteriormente.
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Figura 31: Grafico di k in funzione del pH per la reazione di idrolisiBNP promossa dai complessi
38(00)-39(0)-40(e) -Zn(ll).

Questo andamento e stato spiegato (mediante misunetiche e titolazioni
potenziometriche) con l'intervento, nel corso de#azione, di due specie acide la cui
deprotonazione ha un effetto positivo nel casoadptima e negativo nel caso della

seconda.

Per tutti i leganti investigati si &€ dedotto che gama specie deprotonabile é
un’acqua coordinata al metallo, mentre la secompeé®is €: il gruppo ossidrilico per i

complessi0-zZn(ll) e 38Zn(ll) e la seconda acqua coordinata @Zn(ll).

Il meccanismo proposto per il complegk®Zn(ll) e il seguente:

NHz o HQ

N2 om, o0

Figura 32: Meccanismo di idrolisi proposto per il complegtrZn(ll).
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Il primo stadio é la deprotonazione di una speoierdinata allo ione metallico: in
base a calcoliab initio si e stabilito che la forma piu stabile € queltadui la
deprotonazione avviene sulla molecola d’acqua é&egdlo Zn(ll), in cui lo ione
idrossido € stabilizzato da legami ad idrogeno daepdei due gruppi amminici.
Tuttavia, se questa fosse la specie reattivaazioae porterebbe alla formazione di soli
prodotti di idrolisi e non di transesterificazioremme evidenziano gli studi cinetici al
3IP_.NMR. La forma reattiva & quindi quella meno d&ghin cui & presente I'alcolato
come specie deprotonata.

E’ possibile quindi ipotizzare che tra le due fordeprotonated e B (figura 32 vi
sia un equilibrio spostato vergo che consente la presenza di piccole quantita della
specie reattivadB. Successivamente il substrato si coordina al meetadstituendo la
molecola d’acqua e subisce attacco nucleofilo déepdell’alcossido con formazione
del complessoO-fosforilato. A questo punto € possibile quindi cHebraccio
idrossipropilico si distacchi dallo ione metallico.

Formato il complesso fosforilato esso puo seguire diversi cammini a seconda
delle condizioni in cui si opera: se si € in preseni un eccesso di substrato una
seconda molecola di BNP si coordina al complessfoftato e avviene attacco
nucleofilo da parte di una molecola d’acqua atavdal metallo; se invece si lavora in
difetto di substrato una nuova molecolad@iZn(ll) si lega al complesso del legante
fosforilato formando una specie dimerica, in cuio$fato subisce un ulteriore attacco
nucleofilo con rilascio di una seconda unita diifppefienossido. Operando invece in

presenza di un equivalente di BNP non si osservalpona reazione.

Dall’osservazione del meccanismo proposto per immgesso40Zn(ll) ed in
particolare dal fatto che la sua reattivita massemapH 9 e che a quel pH solamente
una piccola quantita di specie reattiva e presenmluzione si € passati a studiare la
reattivita del complesso del legamté riportato infigura 33 in cui alla struttura di
partenza40 e stato aggiunto un grupgoFs in alfa rispetto al gruppo alcolico. Ci si
aspettava che la presenza del gruppo elettronatgatproducesse un aumento
dell'acidita del gruppo ossidrilico e quindi lo spamento dell’intervallo di massima

reattivita a pH piu vicini ai valori fisiologici.
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Figura 33: Struttura del legantd 1.

| risultati ottenuti hanno corrisposto solo in gadlle aspettative. Confrontando il
profilo della curva K vs pH del legantd0 con quello del legantl si osserva, come Ci
si attendeva, che il pH di massima attivita sispiastatofigura 34). da pH 9 a circa 8 e
guesto risultato indica che la specie nucleofila agisce sul BNP si forma, ed € quindi
disponibile, a valori di pH piu bassi. Purtropporgpee diminuito anche il potere
nucleofilo del gruppo alcossido del braccio cooatiinal metallo e la costante di
secondo ordine della reazione con il BNP é circavBlle inferiore a quella del

compostAO.
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Figura 34: Grafico delle costanti di secondo ordine in fuore del pH per la reazione di idrolisi del
BNP promossa dal complesd-Zn(ll) (linea continua) e dal complesd@<Zn(ll) (linea tratteggiata).

L'effettiva efficacia dell’'uso dei gruppi ausiliadrganici pud essere meglio colta
esaminando il grafico di Brgnsted riportatdfigura 35 (dove per i legans, o e il
nucleofilo attivo e lo ione idrossido coordinatoraétallo, mentre pe88, 41 e 40 la

specie nucleofila € lo ione alcolato).
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Figura 35: Diagramma di Brénsted per l'idrolisi di BNP in @senza dei complessi di Zn(ll) di leganti
amminici.

Risulta evidente come i complessi dotati dei gruggmatori di legami a idrogeno si
posizionino in una zona inesplorata del graficon ceattivita nettamente superiori

rispetto a quelle dei leganti poliamminici studiatprecedenza.

1.4.6.1. Catalizzatori bimetallici basati sulla coperazione tra gruppi

funzionali e ioni metallici

Recentemente Mareque-Rivas e collaboratori hanopogto un sistema che sfrutta
entrambe le strategie precedentemente descrittedjusistemi bimetallici e di gruppi
donatori di legami a idrogeno) per aumentare keffiza catalitica dei sistemi artificiali
nei confronti dell'idrolisi di diesteri fosforiciEssi hanno inserito in un complesso
bimetallico di zinco quattro gruppi amminici in dadi donare legami ad idrogeno

verso il substratdigura 36).

Figura 36

La struttura ai raggi X del complesso in presemelg-nitrofenilfosfato {igura 37)
indica che il substrato si dispone a ponte trad auni metallici e i due ossigeni legati
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agli ioni metallici si trovano alla giusta distandai gruppi amminici posti sulle piridine
tale da poter interagire con quest’ultimi mediagquattro legami ad idrogeno. La doppia
attivazione del substrato da parte dei due ionathate la formazione del network di
legami ad idrogeno intracomplesso favoriscono laradinazione del substrato e lo

rendono maggiormente attivato.

Figura 37

Questo complesso accelera la reazione di idméBiHPNP a pH 7.4 e 25°C di 10
volte, che corrisponde ad un tempo di semivitairdiacun minuté®. Esso € tutt'oggi il
complesso maggiormente reattivo verso il substHBNP. Nei confronti del BNP,
invece, questo complesso € completamente nonveafirobabilmente a causa della

saturazione dei siti di coordinazione nel compldesario lagante-metalli-substrato.

1.5. Sistemi multifunzionali autoassemblati

Un sistema autoassemblato non € altro che un iesiénsemplici componenti
molecolari legati assieme spontaneamé&Mt&i ha quindi la formazione di un sistema
supramolecolare complesso, creato a partire dai soimponenti elementari. Una
caratteristica importante dei processi di auto+aséaggio € che essi possono generare
oggetti con dimensione notevole, variabile da dumlcanometro fino a raggiungere la
scala micrometrica. Nei sistemi autoassemblati ggossessere presenti molti gruppi
funzionali analoghi che possono agire simultaneaeneallo svolgimento di una certa
funzione. Essi si prestano quindi alla costruzidneatalizzatori idrolitici dove gruppi
funzionali diversi, quali ioni metallici e grupprganici, cooperino al raggiungimento

dell’attivita catalitica.
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Questo approccio risulta essere particolarmenterdasante perché e possibile
ottenere piattaforme di complessita notevole con sforzo sintetico relativamente
piccolo. Le nanopatrticelle ricoperte da monostdiatmolecole organiche sono tra le
piattaforme pili promettenti per lo sviluppo di eist autoassembldf? Di recente, il
gruppo del prof. Scrimin ha proposto un nuovo apgimche sfrutta le nanoparticelle

d’oro come piattaforme per assemblare un grandeerudi leganti monometalliéi®

Gruppo funzionale Nucleo metallico

5-10 nm

Superficie esterna Monostrato passivante
Figura 39: Rappresentazione semplificata della struttunandi nanoparticella d’oro passivata.

Nel 2004, Scrimin e collaboratori hanno sintetinzaanoparticelle d’oro dal diametro
di 2.5 nm funzionalizzate con tioli recanti un gpoptriazaciclononano e semplici

catene alchiliche con rapporto 1.2 figyra 40.
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Figura 40
Ogni nanoparticella contiene circa 45 unita daleg e la reattivita aumenta con |l
loading di zinco, fino alla formazione della nandj&lla completamente metallata.
L’accelerazione dellidrolisi del’HPNP a pH 7.4 49°C ottenuta utilizzando queste
nanoparticelle € ben 600 volte superiore a quétknata utilizzando una singola specie

monometallic®®?. La notevole reattivita di questo sistema & dovate forte
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cooperativita tra i centri metallici, che, come oa$o dei complessi bimetallici, provoca

una maggiore attivazione del substrato.
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2. Scopo

La ricerca di efficaci catalizzatori per l'idrolisii esteri fosforici ha ormai portato a
importanti sviluppi ed il meccanismo di azione degti sistemi e stato chiarito nei suoi
tratti fondamentali. Questi risultati hanno congentina migliore, seppur non ancora
completa, comprensione dei meccanismi di azionaudieasi e fosfatasi, mentre la
realizzazione di sistemi dotati di un’efficacia 8ena quella degli enzimi rimane
purtroppo ancora una meta lontana da raggiungere.

La disponibilita di sistemi dotati di un’elevatafiefenza nel provocare l'idrolisi di
esteri fosforici, ed in particolare del DNA, potbeb trovare diverse interessanti
applicazioni: dalla realizzazione di enzimi di resbne artificiali per la manipolazione
del DNA, allo sviluppo di farmaci antitumorali, aritali e antibiotici.

Al giorno d’oggi gli agenti specifici usati in bimgia molecolare nell’idrolisi di acidi
nucleici sono quasi esclusivamente enzimi natuesliratti da colture batteriche.
Esistono naturalmente anche vari metodi idroliticimici non selettivi che agiscono
pero in maniera drastica e che non sono utilizzahbilsistemi viventi (idrolisi basica o
acida, mediante bromuro di cianogeno étc.)

Lo ione metallico che appare piu indicato per @irzazione di nucleasi o fosfatasi
artificiali sembrerebbe essere lo Zn(ll). Esso tinfpossiede una discreta acidita di
Lewis e un’alta velocita di scambio dei leganti,edcaratteristiche che lo rendono
particolarmente adatto per la realizzazione dilizatatori idrolitici. Inoltre, a differenza
di altri ioni metallici dotati delle stesse caratéche, quali i lantanidi o il Cu(ll), ha
una bassa tossicita, possiede una chimica di casgt@®ne ben definita e soprattutto
ha delle caratteristiche redox tali da rendere ssfmle la presenza di meccanismi di
scissione ossidativa. Sfortunatamente, a tuttetqueasatteristiche positive corrisponde
una reattivita inferiore rispetto agli ioni Cu(l® lantanidi, che proprio per questo
motivo hanno riscosso un maggiore successo nedlizzazione di sistemi idrolitici
artificiali®

Gli studi disponibili, illustrati nel capitolo predente, mostrano comungque come sia
possibile sfruttare la cooperazione di diverse ilmzeattive per ottenere sistemi dotati
di maggiore efficacia. Utilizzando queste strategeme accade nei sistemi naturali,
dovrebbe essere possibile realizzare efficaci mgclartificiali basate su ioni Zn(ll).
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Alcuni esempi di catalizzatori bimetallici basati ®ni Zn(ll) sono gia stati riportati e
applicati in qualche caso anche all'idrolisi del BNMolto piu scarsi sono gli esempi
(quasi tutti riportati nel paragrafo 1.4.6.1.) dstemi in cui venga sfruttata la

cooperazione tra ioni metallici e gruppi ausiliarganici.

La prima parte del mio progetto di dottorato semsce in questo filone di ricerca e
si propone di realizzare agenti idrolitici per estesforici dotati di elevata reattivita,

sfruttando la cooperazione tra complessi di Zrldhiversi gruppi organici.

Gli esempi illustrati neparagrafo 1.4.6.mostrano come i gruppi ausiliari inseriti
nella struttura dei leganti ed in grado di agireneodonatori di legami ad idrogeno,
come nucleofili o come basi possano rendere moito gfficace I'azione del
catalizzatore, in modo simile a quanto avvienegiiel attivo degli enzimi. Seguendo
guesta linea si € pensato di realizzare sistemschevalgano contemporaneamente del
contributo gruppi ausiliari organici e di diversentri metallici, in modo che
I'intervento contemporaneo degli ioni metallici iepill gruppi funzionali organici possa

portare a notevoli incrementi della velocita dizieae.

2.1. Complessi monometallici con gruppi funzionalkausiliari organici

In prima istanza mi sono occupato di migliorare geestazioni dei sistemi
monometallici sfruttando la cooperazione tra irtemai di coordinazione e legami non
covalenti. Il primo passo é stato quindi quellgpdigettare dei leganti per ioni metallici
contenti gruppi funzionali opportunamente posiztomamodo da poter interagire con il

substrato o con il nucleofilo.

Partendo dai leganti basati su unitd 2-amminopicidé, gia in studio nel
laboratorio dove ho svolto il mio lavoro di ricereanostrati nel precedente capitolo, ho
ipotizzato diverse modifiche delle loro strutturkinsiche che potessero migliorarne
I'attivita esterolitica.In particolare la mia atte#one € stata attratta dal sistema studiato
da Kramer, illustrato ngbaragrafo 1.4.6,che mostra come un donatore di legame a
idrogeno in grado di interagire con l'ossigeno éo#ino non coordinato allo ione
metallico possa contribuire in modo estremamengmificativo alla reattivita del
sistema. Il legant83 di figura 28 pero presenta alcuni svantaggi: una bassa costante
formazione del complesso con lo ione Cu(ll), l\atiione del substrato mediante un
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solo legame ad idrogeno e la possibilita di forrmagidi complessi legante:metallo non
stechiometrici. A partire da queste osservaziostiado progettato il legan#2 che puo
essere visto come un’evoluzione del legadeprecedentemente studiato. Il gruppo
amminico inserito nel braccio idrossipropilico debbe essere in grado di interagire sia
con l'ossigeno non coordinato del substrato cheicogsiduo alcolico del legante. In
guesto modo, si potrebbe verificare sia una ativez del nucleofilo (diminuzione

dell'aciditd) che la stabilizzazione dello statardinsizione (stabilizzazione della carica

negativa).
NH, NH, NH, NH, NH, NH,
.o cr oy L0
AN N AN AN N AN AN N AN
Ho—§ H H
CFy
40 HoN
42 41
figura 44

E’ interessante notare che la struttura del corsples anche reminescente della
struttura del sito attivo delle Endonucleasi diotilh in cui, come abbiamo visto nel
capitolo precendente, un residuo di Lys e locat@zzaoprio dietro al nucleofilo attivo
(una molecola d’acqua coordinata allo ione metlied e indispensabile all'attivita
catalitica. Lo studio del sisterd2-Zn(ll) potra quindi fornire anche informazionilug
interpretare il ruolo del residuo Lys nel sitoadtdi questi enzimif(gura 45).

NP
O,

p—

PNO—__ Zifo\\

Figura 45
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2.2. Complessi bimetallici

In una successiva evoluzione, mi sono dedicato stlidio di sistemi bimetallici,
sempre basati sull’unita 2-amminopiridinica, con $gopo di ottenere ulteriori
miglioramenti del sistema idrolitico dal punto dsta della reattivita. Come si € visto
nell’introduzione, questa strategia si e rivelataltm efficace nello sviluppo di
catalizzatori in grado di promuovere la scissionsubstrati modello di RNA, mentre
nel caso dei modelli di DNA i risultati finora otteti sono piuttosto deludenti. Uno dei
problemi maggiori € la formazione di poptidrosso tra i due ioni metallici, bloccano i
siti di binding disponibili sul metallo impedenddadcesso del substrato o del
nucleofilo. La formazione di questi ponji-idrosso potrebbe essere sfavorita
dallaumento della distanza tra i due metalli eemuindi sembrato interessante I'uso
dei disolfuri come elementi di collegamento tradlge unita leganti. Questi infatti si
formano spontaneamente, semplificando la preparaziel legante bimetallico, e
mantengono i due ioni metallici, a cui si coordinaad una distanza maggiore rispetto

ai ponti alcossido normalmente utilizzati.

Q - 0 Q

N —N N
_ \ 7/ SN

43 44 N fp

45 46
Figura 43

Come si puo vedere figura 43 due unita di bis(2-amminopiridinil-metil) ammina
sono state collegate tramite un ponte disolfuro fmemare il legante43. Come
composti di riferimento, ho inoltre sintetizzatacomposti44-46 cui mancavano, di
volta in volta, i gruppi amminici4d), il disolfuro @5) o entrambi 46); il composto47
agisce invece come complesso monometallico di paeadl confronto tra le reattivita

dei complessi di Zn(ll) di questi leganti ha datdormazioni sul ruolo dei gruppi
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funzionali organici amminici e del gruppo disolfuidooltre per la prima volta e stata

riportata I'efficacia di complessi di questo tipella scissione del DNA plasmidico.

2.3. Nanoparticelle d’oro ricoperte con leganti orgnici

Sulla scorta dei risultati ottenuti dal gruppo gedf. Scrimin, discussi nel capitolo
precedente, utilizzando catalizzatori basati suoparticelle d'oro ricoperte da
monostrati di leganti organici, € apparso quasnspweo domandarsi se la sintesi di
sistemi multivalenti contenenti i complessi di 4p(ldi derivati della bis(2-
amminopiridinil-metil) ammina potesse portare astesni idrolitici dotati di reattivita

ancor piu elevata.

| X N | X | X N | AN
N H N~ N N~
NH, NH, NH, NH,

39 48
HS

Figura 46: Struttura del legant89 e 48.

Il punto di partenza prescelto é stato il legamee@dentemente descrit®d (figura
46), gia ampiamente studiato nel gruppo di ricercaunsto svolgendo il mio lavoro di
dottorat®®. Questo legante contiene due gruppi amminici iadgrdi agire come
donatori di legami ad idrogeno verso il substratorena complessi monometallici con
lo ione Zn(ll) e si & dimostrato un buon cataliozatnellidrolisi di diesteri fosforici. Il
braccio propilico pud essere agevolmente sostitoio una catena alchilica piu lunga
che contenga all’altra estremita un gruppo tiolper consentire I'ancoraggio alla
superficie d’oro.

Ho quindi preparato il nuovo legan#8 che é stato utilizzato per ricoprire
nanoparticelle d’oro del diametro di circa 2 nm. teattivita di tali particelle, in
presenza di ioni Zn(ll), nei confronti dell’'estef@sforico modello BNP e del DNA
plasmidico e stata studiata ottenendo risultatutto rilievo ed in particolare il primo
esempio di sistema idrolitico per il DNA basatonsunoparticelle.

Successivamente ho deciso di espandere questocajpranche a ioni metallici

maggiormente reattivi nell'idrolisi di diesteri fasici rispetto allo Zn(ll), quali gli ioni
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lantanidi o il Co(lll). Ancora una volta, mediaritetilizzo di nanoparticelle d’oro e di
nuovi opportuni leganti funzionalizzati con il gpgtiolico, ho realizzato nanosistemi
decorati con diverse copie dello stesso complesstllico. | leganti utilizzati sono
rispettivamente di tipo carbossilico per lo ione(l€ e poliamminico ciclico per il
Co(lll). Entrambi sono in grado di formare complesd con i rispettivi ioni metallici
(figura 47).
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OH
HS N N HS N HN
6 N Yy H
HO\’H o) N
o)

49 30

Figura 47

Questi ultimi sistemi di tipo multivalente sonatsttestati verso i substrati BNP e
DNA plasmidico superavvolto ed hanno fornito ingsanti indicazioni sugli scopi e le

limitazioni dell'approccio basato sulle nanopariee
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3. Risultati

3.1. Sintesi del legante 42

Inaspettatamente, la sintesi del compadk@ stata piuttosto complicata e, prima di
arrivare alla strada che descriverd, sono statessari diversi tentativi. Il percorso
sintetico individuatof(gura 49 ha inizio con la protezione dell’allilammindll con il
gruppo Boc (t-butilossicarbonile). Il derivattX cosi ottenuto viene convertito,
mediante una reazione di ciclizzazione ®itsunobf® condotta con N-
benzilidrossilammina, paraformaldeide e trietilamani in toluene, nel derivato
isossazolidinicoX, protetto ai due gruppi amminici rispettivamentan cBoc e Bz
(benzile). Dal momento che questi gruppi protetsmno tra loro ortogonali, & stato
possibile deproteggere selettivamente il gruppozitenmediante idrogenolisi con
idrogeno e Pd(OH)su carbone. L'amminX| ottenuta in questo modo non e altro che
il braccio butilico del legante desiderato, pratetion il gruppo Boc alllammina
terminale.
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figura 49
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A guesto punto, seguendo una procedura gia mgsgata nel caso dei leganti basati
sull’'unita 2-amminopiridinca illustrati nel capitolprecedente, il gruppo amminico
presente nel derivatdl viene fatto reagire con due equivalenti del bramalchilico
Br per ottenere con buone rese il legante protettb) (il quale, dopo la rimozione di

tutti i gruppi protettori in condizioni acide, fasce il legantel2 cloridrato.

3.2. Sintesi dei leganti bimetallici

La sintesi dei leganti bimetallici riportati fiigura 43 si e rivelata invece molto
semplice. | legan#3 e 44 ed il composto di riferimentd7 sono stati ottenuti mediante
un’unica via di sintesifigura 48. | leganti | e Il gia descritti in precedenzangeno
convertiti nei derivati tioacetilati Ill e IV mediée una sequenza di due reazioni: la
tosilazione del gruppoossidrilico e la successwstigizione del tosilato con potassio
tioacetato. La deprotezione in ambiente basicdl @i IV porta rispettivamente ai dimeri
43 e 44, mentre il legante di confront®/, che richiede la formazione di un disolfuro
misto, e stato preparato esguendo le deproteziasieabdi Ill in presenza di un eccesso

di propiltiolo.

X N
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~N ﬁ N~ ~N ﬁ N~ N\_/st N
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1, Y = NHAc I, Y = NHAc
I,Y=H IV,Y=H 43,Y = NH,
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C
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HzN\/\/\/\/\NHZ 4 4x ‘ = . N N
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Figura 48: Sintesi sei legand3-46: a:TsCl, CHCl,, NEg; b:Potassio tioacetato, acetone; c:NaOH
3M, H,O:EtOH 1:1; d: Propiltiolo, NaOH 3M, KHO:EtOH 1:1.
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Le sintesi dei compos#5 e 46, che contengono uno spacer formato da otto unita
metileniche, e stata condotta alchilando il 1,8vdi#ottano con 2-clorometil-piridina e
2-bromometil-6-acetammido piridina rispettivament@uattro equivalenti di questi
composti reagiscono con uno di 1,8-diamminoottaeodare il legante protetto con i
gruppi acetilici. Anche in questo caso €& seguite] naso del legante3, la
deprotonazione basica con NaOH 6M iyOAEtOH 1:1 {igura 498).

3.3. Sintesi delle nanoparticelle d’'oro passivate

La preparazione delle nanoparticelle d’oro passieai tioli funzionalizzati € stata
eseguita secondo una procedura messa a puntouttegli anni all’interno del gruppo
di ricerca nel quale ho condotto il mio lavoro spentale.. Essa € basata su una
modificazione del protocollo originale di Brust ehfrin®® che sfrutta una reazione di
riduzione a trasferimento di fase di un sale d’brpin presenza di tioli. Normalmente
la reazione viene condotta in toluene utilizzandone riducente sodioboroidruro
acquoso e come catalizzatore a trasferimento d@ fa&traottilammonio bromuro
(TOABY). Gli aggregati d’'oro cosi prodotti sono ltezati dai tioli adsorbiti sulla
superficie. Le dimensioni delle particelle ottensatao determinate essenzialmente dal
rapporto molare tra il sale di oro e i tioli: maggg € quantita di tioli presente, minore e
il diametro medio delle particelle ottenute. Normahte si utilizzano come passivanti
alchiltioli che vengono poi scambiati successivar@earon i tioli funzionalizzati che si
desidera inserire nel monostrato passivante. Gtinaenienti di questa procedura sono
diversi: in particolare la reazione sostituzionetd#i richiede I'uso di un grandissimo
eccesso di tioli funzonalizzati, con conseguentende spreco di composti a volte
difficili da preparare e difficolta di purificaziendelle particelle. Inoltre la quantita di
tioli scambiati non supera mai il 50-60%, limitangigindi la possibilita di controllare la

composizione del monostrato passivante.

La principale differenza della procedura da maazidta consiste nell’utilizzo di un
agente stabilizzante, la diottilammina, con mirgapacita coordinanti rispetto ai tioli e
quindi in grado di stabilizzare le particelle maedisere completamente sostituito con
dei tioli successivamente aggiunti. Con questaquiora € possibile garantire un ottimo

controllo delle dimensioni finali delle particellehe viene a dipendere essenzialmente
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dalla quantita di diottlammina aggiunta. La sotrm@ di nanoparticelle risulta essere
discretamente stabile e la ricopertura con i fiafizionalizzati pud avvenire entro 24
ore dalla sintesi. Questa procedura comporta divargaggi: in particolare, la quantita
di tioli necessari allo scambio € molto minore cba la procedura di Burst e Schriffin,
inoltre e possibile utilizzare miscele di tioli énsi ottenendo un discreto controllo sulla

composizione dello strato passivante.

3.3.1. Sintesi dei tioli

3.3.1.1. Sintesi del tiolo 48

La prepaparazione di nanoparticelle contenentimehostrato passivante l'unita
bis((6-amminopiridin-2-il)metil)Jammina richiede lalisponibilita di un derivato
contenente un gruppo tiolico. | composti di quegio gia sintetizzati, come ad esempio
il derivato Il descritto nel paragrafo 3.1., noone adatti allo scopo poiché il braccio
alchilico e troppo corto per garantire la stabiti&l monostrato passivante. Ho quindi
deciso di preparare il deriva#B contenente un braccio spaziatore di otto atomi di
carbonio. Come descritto nei paragrafi precededgyivati della bis((6-amminopiridin-
2-il)metillJammina vengono usualmente sintetizzatipartire dal precursore N-(6-
bromometil-2-piridinil)-acetammidBr e da una opportuna ammina prim&Ffache nel
caso del legantd8 questa dovrebbe essere il composto non commertiatamino-
ottiltiolo. Inoltre, esperienze precedenti suggasi® di posizionare I'introduzione del
gruppo tiolico nella parte finale dello schemaidtesi, poiché I'alchilazione del gruppo
amminco con Br in presenza di derivati tiolici, hacin forma protetta, si rivela

solitamente difficoltosa.

Ho deciso quindi di progettare una sintesi cheiggetdal bromoalcol commerciaéX
(figura 50. Questo, in seguito a reazione con sodio azidedezione mediante
trifenilfosfina porta con buona resa allammino&l¥XI . Facendo reagir¥Xl con due
equivalenti di N-(6-bromometil-2-piridinil)-acetanide Br si ottiene il compost&XIl ,
simile a48, ma recante il gruppo alcolico terminale al paditquello tiolico. Per questa
trasformazione sono necessari tre passaggi: laecsione dell’alcol in cloruro, la

sostituzione nucleofila del cloro con potassio ¢etato ed infine la deprotezione
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dell'acetile con formazione del tiolo libero. Quekimo passaggio e stato effettuato in
ambiente acido per far avvenire simultaneamentéera deprotezione dei gruppi

amminici posti sulle piridine e per minimizzarefd@mazione di disolfuri.
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Figura 50

3.3.1.2. Sintesi del tiolo 49

Se il legante48 era adatto a complessare ioni Zn(ll) e a produmeeffetto
cooperativo con i gruppi donatori di legami a id¥ng, per la complessazione di ioni
metallici di natura diversa era ovviamente necéssarogettare leganti di tipo
differente. Come ho spigato nel capitolo precedent® dei metalli piu efficaci nel
provocare la scissione degli esteri fosforici €d(1V). Questo ione viene complessato
efficacemente da legati contenenti gruppi carbiegsitome I'EDTA. Partendo da
queste considerazioni ho progettato il legadfiechee stato sintetizzato mediante lo
schema di reazione mostrato figura 51 La bis(carbossimetil)-L-LisinaXXVI
disponibile in commercio, € stata fatta reagire aonequivalente dell’estere attivato
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XXV @) per ottenere il legan®éX VIl . Questo, mediante idrolisi acida con HCI 6M ha
portato all'ottenimento del tiolo desiderat®.

o

NJOH NaHCOy, 25°C O o M/ZKOH
)k /\H* * HyN AS%N N/YOH
26% A HOY )

XXVI XXVII o

HCI 6M, 60°Cl 99%

Figura 51

3.3.1.3. Sintesi del tiolo 50

Un altro ione metallico estremamente attivo nelvpoare la scissione di diesteri
fosforici e il Co(lll). Con questo metallo vi sorpero alcuni problemi legati alla sua
inerzia cinetica nello scambio dei leganti, chedondono in molti casi inadatto ad agire
da catalizzatore. E’ noto pero che i complessiGig(llll) con il tetraazaciclododecano
(Cyclen) possiedono una velocita di anazione (stardbi leganti) sufficientemente
elevata € sono stati quindi impiegati con succesdla scissione idrolitica di diesteri
fosforici e anche del DNA. Ho quindi deciso di pettgre il tiolo50, che contiene come
unita legante proprio il macrociclo cyclen. La sgisi € rivelata abbastanza semplice ed
e riporata infigura 52 L’ 1,8-dibromoottano e stato fatto reagire coneguivalente di
potassio-tioacetato, ottenendo facilmente I'alogenalchilico XXVIII . Mediante la
reazione con un largo eccesso del tetraazamacriciclen si & ottenuto il composto

XXX che, mediante deprotezione basica, ha portatolaldesiderato.
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48



Risultati

3.3.2. Sintesi delle nanoparticelle

La sintesi delle nanopatrticelle di oro passivatenei effettuata a partire da una
soluzione acquosa di acido tetracloroaurico chaeviestratto con una soluzione di
TOABr in toluene. Alla fase organica rossa-aranmmeo la presenza dello ione AuCI
viene aggiunta sotto vigorosa agitazione la datiinina in quantitd necessaria (nel
nostro caso € stata aggiunta in rapporto 50 apétts alle moli di Au(lll) in modo da
ottenere particelle di circa 2 nm di diametfd) L'ammina in questa fase agisce anche
da riducente secondari provocando la decolorazil@tia soluzione per riduzione dell’
Au(lll) a Au(l). Viene quindi aggiunta una soluzmmcquosa di NaBHche porta nel

giro di pochi secondi ad una soluzione nera dioadild’oro.

+ . R
H* AuCly OttN* AuCl, //jl/_/J / ]

S
N Ve
/\/\/\/\ S
1) Diottilammina —R
) Au N RSH Au S

2) NaBH,/H,0 Isopropanolo S

N R
H* Br Ott,N* Br 3 AN k\\\’\’\\/\\\/\ § HSHS\
% a
R

Acqua Toluene

Schema 3Rappresentazione schematica della procedurardéesi delle nanoparticelle d’oro passivate.

La copertura dei colloidi con i tioli viene effedtia entro un giorno dalla loro sintesi,
affinché non vengano ad alterarsi dimensioni meddi conseguenza la dispersione.
Essa consiste semplicemente nell'aggiunta sotttazagne di una soluzione dei tioli
desiderati sciolti in isopropanolo o DMF. Succeasiente le particelle vengono estratte
con acqua, purificate mediante estrazioni con swiganici, precipitate e raccolte per

centrifugazione.

3.4. Caratterizzazione e reattivita esterolitica decomplesso 42-Zn(ll)

| primi esperimenti effettuati sono stati dedicatio studio del comportamento
acido-base del legantd2 e della sua affinita per lo ione Zn(ll), che sostati
determinati per mezzo di titolazioni potenziomdtec In figura 60 sono riportate
riportate le curva di titolazione ottenuta pereijdnted2 in presenzarf) ed in assenza

(¢) di un equivalente di Zn(N£k. Le misure sono state effettuate titolando con NaO
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0.1 M una soluzione contenente legante (circa AVH,minque equivalenti di un acido
forte (HCI) ed eventualmente Zn(N@ | valori delle costanti di acidita e di
complessazione ottenute sono riportateabella 3 In quest’ultima sono riportati anche
i dati ottenuti in precedenza per il legad®® e i dati relativi 841, ottenuti da misure

effettuate durante la mia tesi di laurea.

Legante | pK' pKsS  pKe  pKa' log K pKw'  pKw®  pKn

40 - 7.72 5.33 1.95 6.68 7.94 9.96 -
42 9.09 7.13 5.36 <2 -6.08 7.64 8.07 9.44

41 10.72 7.23 5.49 <2 6.00 7.86 8.16 -

Tabella 3 Valori di pK, dei gruppi ammonio (pX), piridinio (pK.>*) e dei gruppi alcolico e ammonio
del braccio (pK") dei leganti40, 42, 41, costanti di formazione dei complesazn(ll) (K;), pK. delle
molecole d’acqua e/o ossidrile coordinati (KpK,?) e pK, del gruppo ammonio del legante complesso
42Zn(1l) (pKy), a 25°C, [NaCl] = 0.1 M, perl[NaClO,] = 0.1M, * = per 41 pK,' & riferito al gruppo
alcolico, mentre ped2 appartiene al gruppo ammonio

12 4

eq NaOH

Figura 60: Titolazione potenziometrica di2(®) e 42Zn(l)(CJ) a 25°C in presenza di NaCl 0.1M.
Titolante NaOH 0.1M,42] = 0.5mM.

L’interpolazione dei dati relativi alla titolaziordel legante ha richiesto un modello
che preveda la presenza di quattro gruppi deprbtlbnassa € in buon accordo con i
punti sperimentali e fornisce i valori di pidel gruppo ammonio terziario (g, dei
due gruppi piridinio (pi€ e pKy) e del gruppo ammonio sul braccio butilico HK
Nel caso del complesso di Zn(ll), di cui la titataze conferma la stechiometria 1:1
prevista, si rilevano tre eventi di deprotonazioBella base dei risultati ottenuti in
precedenza per sistemi di questo tipo, i primi doeo attribuibili a specie coordinate
allo ione metallico: il gruppo alcolico e una malecd’acqua. La terza deprotonazione
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(pKa 9.44) é probabilmente attribuibile al grupponaonio del braccio butilico. Dalla
tabella sopra riportata si puo notare che i vailbrpK, dei leganti4l, 40 e 42 sono
analoghi, con l'ovvia differenza che #i si individua la deprotonazione del gruppo
alcolico e in42 quella del gruppo amminico primario, mentre si Uma notevole
variazione dei valori riguardanti i complessi. lariicolare il valore della pi€ (gruppo
ossidrilico coordinato al metallo) passa da 9.98ain(Il) a 8.07 di42-Zn(ll) e 8.14
per 41-Zn(ll). La presenza del gruppo ammonio, che puo esexciiar effetto di
stabilizzazione elettrostatica ma anche stabilmelagame a idrogeno con il gruppo
ossidrilico, e del gruppo CF3, forte elettronatted, hanno quindi un effetto simile
sull’'acidita del gruppo ossidrilico legato allo ®xn(ll), aumentandola di quasi due

unita logaritmiche.

Successivamente, sono passato poi allo studio deditivita dei complessi nei
confronti di diversi esteri fosforici e carbosdilidutti i leganti sintetizzati sono attivi
verso i substrati BNP, HPNP e PNPA. Gli esperimentti ad investigare l'attivita
esterolitica dei complessi sono stati svolti essdmente tramite misure di
assorbimento UV-Vis, seguendo 'aumento di ass@dan317 nm (pH < 7) 0 a 400 nm
(pH > 7) dovuta alla formazione rispettivamente4titrofenolo op-nitrofenossido. E’
importante sottolineare perd che questo metodocomsente di stabilire se il rilascio
del residug-nitrofenilico sia dovuta ad una reazione di idsbb di transesterificazione
del substrato, per cui I'idendita dei prodotti satgcessivamente verificata per mezzo
di altre tecniche sperimentali.

Dai risultati ottenuti negli esperimenti preliminai & potuto verificare che, negli
intervalli di concentrazione esplorati, l'idroliglei diversi substrati ha dipendenza
lineare dalla concentrazione sia di complesso clseilstrato. La legge cinetica risulta
quindi essere complessivamente di secondo orditieesperimenti effettuati hanno
anche rivelato che, nel caso del legadizee del substrato BNP vengono rilasciati due
equivalenti dip-nitrofenato. Questo comportamento € diverso ddlauiscontrato nel
caso dei complessi di0 e 41, in cui si osserva il rilascio di un solo equivake di p-

nitrofenato.

bY

Negli esperimenti successivi € stato studiato kamento della reattivita del
complesso di Zn(ll) al variare del pH. Le cinetiahedrolisi sono effettuate in presenza

di un eccesso di complesso (condizioni di pseudogordine) alla concentrazione di
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complesso di 40* M e alle concentrazioni di substrato compresedtiae 210* M.
Nellafigura 61 ¢ riportato 'andamento della reattivita nei comfii del substrato BNP

(k2") in funzione del pH per i tre complessi in esame.

M-1st

k2',

Figura 61: k,' in funzione del pH per la reazione di idrolisild&NP promossa dai complessi di Zn(ll) dei
leganti42 (w), 41 (A) e40(e); 25°C, [tamp] = 0.05M.

| profili di reattivita contro il pH variano notelrmente al modificarsi della struttura
del legante. Per tutti i complessi e per entramBulstrati, la velocita cresce con
'aumentare del pH, raggiunge un massimo a valommresi tra 7.5 e 9 a seconda del
legante per poi tornare a diminuire quando il pH aumenlzriormente. Questo
andamento € indicativo dell'intervento, nel corgdlalreazione, di due specie acide la
cui deprotonazione ha un effetto positivo, nel adekta prima, e negativo nel caso della
seconda. Le interpolazioni dei dati con questo rodeostrano un buon accordo con i
dati sperimentali e forniscono i valori di pier le funzioni acide (pk:' e pKan2) ed i
valori delle costanti di secondo ordine,)(koer la reazione tra la specie reattiva
monodeprotonata ed il substrato. | valori di pKenttti in questo metodo sono in
accordo con quelli derivanti dalla titolazione pa®metrica precedentemente
descritta. Nei confronti del BNP il composto maggiente reattivo e il complesg®
ed e circa 5 volte piu reattivo dR. Quest’ultimo presenta il massimo di reattivitatha
8 e, a pH neutro, la reattivita di questi due campl € pressoché analoga.
L’introduzione del gruppo ammonio porta quindi apostamento del massimo di
reattivita verso valori di pH piu vicini all'inteallo fisiologico, ma la diminuzione della

reattivita che si verifica contemoporaneamentefi@nquesto vantaggio.
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Il vero complesso di confronto4? € pero quello del legantd, avente un valore di
pKa del gruppo nucleofilo analogo. Per questi duenégamassimo di reattivita del
profilo a campana viene a trovarsi allo stessoreatth pH, avvalorando i valori ottenuti
mediante le titolazioni potenziometriche.figura 62 si puo osservare che il complesso

41, non recante il gruppo ammonico, possiede unévigatcirca dieci volte inferiore.

0.0154

0.0104

Figura 62: k' in funzione del pH per la reazione di idrolisild&NP promossa dai complessi di Zn(ll) del
legante42 e del legante di confrontl; 25°C, [tamp] = 0.05M.

Per ottenere maggiori informazioni sul ruolo dalggo amminico iM2 abbiamo
studiato la rettivita con altri substrati, il PNRAI'HPNP. | valori delle costanti di
acidita ottenute tramite misure cinetiche e letiatd verso i tre substrati sono riassunte

in tabella 4

Nel meccanismo di idrolisi del’lHPNP la specie ragflla coinvolta non e I'alcolato
coordinato allo ione metallico ma il gruppo alcolicdel substrato stesso. Come
conseguenza, la reattivita verso questo fosfato dipende dalla specie nucleofila
presente nel complesso, bensi dall'attivazione sudstrato da parte del complesso
metallico. Infigura 63 sono mostrati i profili di reattivita dei tre cofepsi in esame
verso il substrato HPNP. Come ci si puo attenderefili sono notevolmente differenti
da quelli osservati con il BNP ed in particolanggrofili di 41 e 40 sono risultati essere
simili, anche se la reattivita massima e spostatal@i piu bassi di pH per il composto

41, mentre il complesso di2 si e rivelato questa volta il piu reattivo.
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Figura 63: k,' in funzione del pH per la reazione di idrolisillldPNP promossa dai complessi di Zn(ll)
del leganti42(=), 40 (#) e41(A); 25°C, [tamp] 0.05M.

Il PNPA viene idrolizzato invece mediante un mecsaio puramente nucleofilo e
non vi e coordinazione del substato allo ione nietalLa reattivita nei confronti di
guesto substrato fornisce indicazioni sulla nudlieda del gruppo alcolico presente in
tutti i complessi. In questo caso, il legante maggente reattivo € risultato essé@
avente il miglior gruppo nucleofilo, mentre i duenwplessi4l-Zn(ll) e 42-Zn(ll)

presentano una reattivitd analoga e circa tre volégiore.
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Meccanismi di idrolisi dei substrati utilizzati

Complesso  pk  pK%  kene[M7'S'] kenea[M7's'] Kipne[M7's7]

40-Zn(11) 7.9 10.2 0.097 1.20 0.26
42:Zn(11) 7.3 8.4 0.022 0.26 0.70
41:-Zn(11) 7.7 8.6 0.0015 0.34 0.22

Tabella 4: Valori di pKa dalle cinetiche (pK) e costanti cinetiche di secondo ordingug per il

complesso di zinco della specie deprotonata; 2ft&®p] = 0.05M.

54



Risultati

Per escludere che le differenze di reattivita tna icomplessi non siano dovute ad
una diversa affinita catalizzatore-substrato saati sondotti degli studi di inibizione
dell'idrolisi del substrato BNP con dimetilfosfatan diestere fosforico inerte verso
I'idrolisi), ottenendo i valori delle costanti dirfaling del dimetilfosfato ai complessi. |
valori ottenuti sono 72, 75 e 78 Mispettivamente per i complessi dei lega@ij 42 e
41: essi sono praticamente analoghi tra loro e indicdi una relativamente scarsa

affinita del substrato per i complessi.

Infine, ho effettuato alcuni esperimenti volti adlividuare i prodotti delle reazioni
di idrolisi verso i substrati BNP e HPNP, per o#en maggiori conferme sui i

meccanismi di reazione proposti..

Poiché i substrati sono le uniche molecole préseeita miscela di reazione a
contenere un atomo di fosforo, in prima istanzaeffettuato spettri*’P-NMR sui
prodotti delle reazioni. Per I'idrolisi del’HPNRohverificato che, per tutti i complessi in
esame, il prodotto della reazione € il propilerdtsf(PO). Infigura 65 é riportato lo
spettro ottenuto da una soluzione contenente ilpbesso di Zn(ll) del leganté2 ad

una concentrazione pari a 5“0 ed un equivalente di HPNP a pH 8.0.
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Sk
_

A,

o

mmmmmmmm

Figura 65: Spettro®P-NMR accoppiato di una soluzione di HPNP in presedi42:Zn(ll) 5-10* M,
[HPNP] 5-10* M; pH 8.0 (EPPS 0.05 M), 25° C;,D/ H,0O 10%, 1gg.

Dallo spettro sopra riportato si puo vedere ch@odan giorno di reazione a pH 8, e
presente solamente il segnale del prodotto di iglrahtramolecolare dellHPNP,
composto da un doppietto di tripletti dovuto aléappiamento del fosforo con i protoni
dell'unita propilenica legata agli ossigeni (lo gpe di un campione autentico di

propilenfosfato ciclico € identico a quello ripddaoer il prodotto della reazione).

Nel caso del legant2 ho eseguito lo stesso esperimento con il subsBri® per
verificare se il meccanismo fosse di idrolisi o,me nel caso di40?®, di

transesterificazione. Gli spettri ottenuti sonaripti infigura 66 Seguendo la reazione
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condotta in presenza del complesso di Zn(ll) distmdegantee di un equivalente di
substrato si osserva inizialmente la presenzaael segnale a -11.3@pm dovuto al
BNP. Successivamente si osserva la comparsa degmake a 2.82 ppm che aumenta
progressivamente di intensita nel tempo mentrelguelativo al BNP diminuisce. |I
nuovo segnale osservato si presenta sotto forma doppietto e cio sta ad indicare che
si tratta di un prodotto di transesterificazionguanto sul carbonio del legante che reca

il gruppo ossidrilico & presente un solo protone.
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Figura 66: Spettri®P-NMR accoppiati di una soluzione di BNP in presediz42eZn(ll) 0.5 mM, [BNP],
0.5 mM; pH 8.0 (EPPS 0.05 M), 25° C;@'H,0 10%. a: 8 h; b: 2 gg.; c: 4 gg.

II chemical shift del picco in esame (2.82 ppm) tiritauibile ad una specie
monoesterea avente un sostituente alchilico. Questdtato € in accordo con gli
esperimeti cintetici che rivelavano il rilascio entrambi i gruppip-nitrofenato del
substrato. Per confermare questa ipotesi ho detisdfettuare ulteriori indagini per
accertare la natura dei prodotti. Per far cio regae#go sui prodotti della reazione NMR
protonici, analisi ESI-MS e cinetiche UV-Vis in @sso di substrato.

Esaminando lo spettrttHNMR (figura 67) si ha la conferma del prodotto ipotizzato
nella descrizione dello spettro NMR *4P; infatti non si osservano segnali attribuibili

ad un prodotto di transesterificazione.
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Figura 67: Spettro'H-NMR di una soluzione di BNP in presenza2rzn(ll) 0.5 mM dopo 7gg., [BNP]
0.5 mM; pH 8.0 (EPPS 0.05 M), 25° C;@H,0 10%;O = BNP, X = 42:Zn(ll), ® = NP.

Nella regione aromatica dello spettro protoniciosservano, oltre ai segnali dei
gruppi piridinici del complesso, due coppie di dibip corrispondenti al BNP e al-
nitrofenossido (NP). Sono presenti inoltre i segdalin’altra specie contenente protoni
appartenenti al legante con piccoli spostamenthdmical shift: probabilmente si tratta
del legante fosforilato.

Come ultima analisi ho eseguito uno spettro di madks una miscela di reazione
(figura 68).
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Figura 68: Spettro ESI+FIA di una soluzione di BNP in prezzui42:Zn(ll) 410° M dopo 7gg., [BNP]
4.10°M; pH 8.0, 25° C; solv AcN + 0.1% HCOOH.

Nello spettro ottenuto si possono identificare ¢cpi del legante protonato, del
legante con uno ione sodio, del prodotto fosfarilpbtizzato e del rispettivo ione con il
catione Na.

Tutti queste misure hanno portato all'identificamodel prodotto: il monoestere del

legante fosforilato all'ossigeno dell'ossidriléiglira 69. Questo prodotto si forma
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attraverso una transesterificazione del substit&oaato dal gruppo alcolico del lagante
e successiva idrolisi del prodotto di tranestesifione con conseguente rilascio del

secondo gruppp-nitrofenato.

HoN

~—0

o—p"
~
J

o

Figura 69: Struttura riscontrata del prodotto della reaziotra BNP e42 «Zn(ll).

Il possibile ruolo del gruppo amminico 42 nella reazione é stato investigato anche
mediante calcoli DFT del complesso ternario legamétallo-BNP. La struttura
ottimizzata figura 64 mostra che sono presenti alcuni legami ad idrogegante-
substrato. | piu evidenti sono i legami ad idrogehe si instaurano tra le ammine poste
sugli eterocicli piridinici del legante e l'ossigerdel substrato coordinato allo ione
metallico, che sono i responsabili dell’elevatattiei#a di questi composti. Esistono
perd altri due importanti legami ad idrogeno chénwolgono il gruppo ammonio
inserito nella struttura del legante: essi sonettliverso I'alcolato del legante (specie

nucleofila) e verso I'ossigeno del fosfato non tega metallo.

Figura 64: Struttura ottimizzata (PCM model) 42-Zn(I1)-BNP nella sua forma deprotonata.
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Come si accennava nel capitolo precedente, lamzaséi quest'ultimo legame ad
idrogeno indica anche che il gruppo ammonio ingerélla struttura puo interagire con
il nucleofilo analogamente al meccanismo propostoilpresiduo lisinico presente nelle

endonucleasi di tipo II.

3.5. Reattivita esterolitica dei complessi bimetadi

3.5.1. Reattivita nei confronti del substrato BNP

Anche con questi sistemi, i primi esperimenti siati dedicati a valutare la
dipendenza della velocita di reazione dalla comegiine di substrato e di
catalizzatore. Le analisi'P-NMR dei prodotti di reazione ed esperimenti daiet
condotti in presenza di eccesso di substrato hatinmstrato che la reazione e
effettivamente di idrolisi in quanto il prodottculta essere p-nitrofenilfosfato. Molti
complessi hanno pero rivelato problemi di precipdae in presenza del BNP, per cui
sono state esplorati interavalli di concentrazior@to bassi. Dai risultati ottenuti si &
potuto verificare che, nell’intervallo di concertieni studiate, I'idrolisi del BNP da
parte dei complessi di Zn(ll) di tutti i leganti hana dipendenza lineare dalla

concentrazione di complesso.

Per quanto riguarda la dipendenza della velocit@alzione dalla concentrazione di
substrato, sono stati ottenuti, per i compld8sZn(ll),, 45-Zn(ll), e 47-Zn(ll), i profili
a saturazione di tipo Michaelis-Menten in presaizdiverse quantita di substrato a pH
9. Questo profilo e quello atteso in accordp caomélccanismo accettato per sistemi di
questo tipo, che prevede una reazione di precosgreme del substrato al centro
metallico e successivamente la reazione idrolitdarmalmente con i complessi di
Zn(ll) e difficile ottenere profili a saturazion®iphé le costanti di binding sono molto
piccole e si osservano quindi andamenti lineannemel caso dei complessi studiati nel
capitolo precedente) corrispondenti al primo tratedla curva. Il fitting dei dati con
'equazione di Michaelis-Menten permette di ottende costanti di binding del
substrato nei confronti dei vari catalizzatori. ¢@stanti di bindingKp) sono risultate
essere di 2.7-204.3-16 e 8.4-16 M™ rispettivamente per i comples4B-Zn(ll),,

45-Zn(1l), e 47-Zn(Il). Valori cosi elevati erano attesi nel caled substrati bimetallici,
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mentre é sorprendente quello misurato per il cossol47-Zn(ll), molto piu elevato di
guello ottenuto nel paragrafo precedente con i desspmonometallici studiati.
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0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025
[BNP], M

Figura 55: Velocita dell'idrolisi del BNP per i comples4b-2Zn(ll) @), 43-2Zn(ll) ), 47-Zn(ll) () in
funzione della concentrazione del substrato. Caadiz[L] = 2.00-10° M, [CHES] = 5.0-1G M, pH =
9.0, 40 °C. I fitting sono stati ottenuti con I'exione di Michaelis-Menten.

Negli esperimenti successivi e stato studiato Bamento della reattivita dei
complessi di Zn(ll) di tutti i leganti al variareeldpH e, nel caso dei compod4f e 45
della concentrazione di zinco. Le cinetiche di idicsono effettuate in condizioni di
non saturazione e in presenza di un eccesso dilessap(condizioni di pseudo-primo

ordine) e sono stati esplorati valori di pH comptes7 e 11.

0.12+

0.08+

k, M™ sec™

0.04

0.00

Figura 53: k's in funzione del pH per la reazione di idrolisi &NP promossa dai complessi di zinco di
45(0), 46(00), 43(e), 47(m); 40°C, [ tamp] 0.05M.
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In figura 53 e riportato I'andamento delle costanti cinetichesdcondo ordine
apparenti K'»), nella reazione tra il BNP ed i complessi di zimedunzione del pH. |
profili di reattivita contro il pH variano notevoknte al modificarsi della struttura del
legante. Per tutti i complessi la velocita cresoe Eaumentare del pH, raggiunge un
massimo a valori compresi tra 8 e 10 a secondédahte per poi tornare a diminuire
quando il pH aumenta ulteriormente. Questo andamm@oine dimostrato per il legante
399 ¢ indicativo della formazione della specie attattorno a questi valori di pH.
L’interpolazione dei dati fornisce i valori dell@stanti di secondo ordine Jjkper la
reazione tra la specie reattiva monodeprotonatd sabstrato. | valori ottenuti sono
riportati intabella 2

Legante k[M*s?] K,
45 0.115 1
43 0.105 0.91
47 0.026 0.23
39 0.032 0.28
46 0.0043 0.04

Tabella 2 Costanti cinetiche di secondo ording)(Kei complessi di Zn(ll) per la reazione tra laesge
monodeprotonata ed il BNBttenute tramite misure cinetiche; (40°C).

Dal grafico k' vs pH si puo osservare che il complesso maggioienattivo e
4527Zn(ll), esso presenta lo spacer alchilico ottiliede ammine poste sugli anelli
piridinici. La sua costante cinetica di secondard,; € 3.6 volte quella del legante di
confronto39 e, a pH neutr@52Zn(ll) accelera la reazione di idrolisi di ben \d&ite
rispetto allo stesso riferimento. Una situazionalage si ha paragonando il legad;
recante il gruppo disolfuro nello spacer, al sugatge di confrontel7. Dal confronto
dei valori delle k dei complessi dé45 e 46 possiamo osservare che le ammine sui
gruppi piridinici sono molto influenti sulla reatiia dei complessi ed aumentano la
reattivita dei complessi di circa 25 volte (il pgoae tra43 e 44 non e stato possibile in

quanto il complesso del secondo legante non eoattiv

| dati fin qui presentati mostrano come i complessin(ll) dei leganté45 e 43 sono
in grado promuovere la scissione idrolitica di thkes fosforici con una discreta
efficienza. Infatti, in presenza del compled§2Zn(ll) alla concentrazione di 2:31M,
a pH 7 e 40 °C, la scissione idrolitica del BNR/atifica con una costante cinetica di
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pseudo primo ordine di 1.7-20s®. Nonostante il BNP sia un cosiddetto “substrato
attivato”, la sua scissione spontanea € molto leragviene nelle stesse condizioni con
una costante di pseudo primo ordine pari a 1.5} la reazione viene quindi
accelerata dal complesgd& 2Zn(ll) di circa 15500 volte. Di conseguenza g di
semivita del BNP nelle condizioni degli esperimeritietici effettuati si riducono da
193 anni a circa 8 giorni. Il complesso del legaddeche pur é caratterizzato da una
reattivita simile, € pero decisamente meno efficag#d 7 a causa della minor acidita
del gruppo reattivo.

Questi valori possono sembrare non molto diversiqdalli ottenuti da altri
complessi bimetallici di Zn(ll) riportati in lettetura, ma va sottolineato che gli
esperimenti cinetici sono stati condotti in presemz concentrazioni di complesso
metallico molto piccole (2-1M); significativamente inferiori a quelle normalnten
utilizzate per questo tipo di studi (1-10).

Considerando che i legan#3-46 sono di tipo bimetallico e che quindi la
concentrazione di ione metallico in questi camp®igioppia rispetto ai legargb e 47
si puo pero dedurre che la cooperativita tra i demtri metallici € bassa. Una prova
della scarsa cooperativita degli ioni metallici eatad dai risultati ottenuti
nell’esperimento riportato ifigura 54, in cui la velocita di scissione del BNP ¢ stata
misurata in presenza di miscele del legadidee diversi rapporti di ione Zn(ll). Si
osserva, infatti, un andamento sigmoidale in cureattivita del sistema aumenta in
modo non proporzionale alla quantita di metalloiagg. Come ci si puo aspettare il
profilo si ferma ad un livello massimo di reattévilopo I'aggiunta di due equivalenti di
metallo, dimostrando il carattere bimetallico diegti leganti. La velocita di reazione
dopo l'aggiunta di due ioni metallici e approssivatente 3 volte quella raggiunta ad
un equivalente di metallo, indicando che I'effetéo piu che additivo, ma non
significativamente elevato per attribuire la buaeattivita all’effetto cooperativo. Il
complesso del legan#b, invece, mostra un andamento lineare della ré@ttoon il
variare della concentrazione dello ione metalliiop al raggiungimento di due
equivalenti. In questo caso possiamo affermare laheooperativita tra i metalli €

pressoché nulla.
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Figura 54: Profilo di reattivita al variare della concentraae di Zn(ll): pH 9 (tampone CHES 0.05M,
[43] = 2:10°M, 40°C).

Anche il confronto tra le costanti di secondo oedirper i complessi
monodeprotonati dei leganti7 e 43 ricavate dal fitting dei profili di reattivita in
funzione del pH evidenzia come il guadagno di ratdtdovuto alla cooperazione tra i
due centri metallici non sia molto grande. Il coegsio43-2Zn(ll) (k. = 0.11 M* sY
sembra essere solo 3 volte piu reattivo del casridente monometallict7-Zn(Il) (k; =
0.026 M* s%). Dal momento che il probabile meccanismo deliazi@ene prevede la
formazione di un pre-complesso catalizzatore-satustte costanti cinetiche di secondo
ordine ricavate dagli esperimenti a pH variabilasm realta il rapporto tra i parametri
di Michaelis-Menten k/Ku. Il valore di kg, che fornisce informazioni sulla reale
reattivita dei due complessi, pud essere quindivato utilizzando per il complesso ili
valori di Ky ottenuti negli esperimenti a concentrazione distalbo variabile,
rispettivamente 0.37 mM e 1.2 mM p&8-2Zn(ll) e 47-Zn(ll). Si ottengono cosi dei
valori di ke pari rispettivamente a 4.1-1@™ e 3.1-1G s* per43-2zn(ll) e 47-Zn(ll).
Questo dati evidenziano ancora di piu la scarsanazcooperativa tra i centri metallici,
che sembra concretarsi essenzialmente nellauneefitdfinita per il substrato ma é

sostanzialmente inefficace dal punto di vista ded&ttivita.

Siccome tutti i leganti in esame sono poco soluhilacqua non e stato possibile
investigare la formazione dei complessi di Zn(ll)edrante classiche titolazioni
potenziometriche. Per ottenere informazioni sullenplessazione del metallo ed in
particolare sul ruolo del gruppo disolfuro dei Iega43 e 44 sono stati condotti

esperimentiH-NMR sul legante47 e sul suo complesso di zincfigira 56. Come
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accade per tutti i leganti con struttura bis-(2¢anil-metil)amminici la formazione dei
complessi provoca un significante e tipico cambiatmedello spettro: il protone
piridinico H2 viene spostato verso campi bassi, tneensegnali dei protoni H1 e H3
vengono fusi in un unico segnale. | protoni metderH4 subiscono una forte
variazione: i loro segnali vengono splittati in sistema AB, dovuto alla perdita della
flessibilita conformazionale della zona coinvolta tegame con il metallo. In questo
sistema la variazione piu significativa € quella tla interessato il braccio contenente |l
gruppo disolfuro. Si puo osservare che i protoniiler@ci adiacenti al gruppo disolfuro
hanno subito il maggior shift, che indica la consgkzione al metallo di questo gruppo.
Quindi anche il gruppo disolfuro e in grado di lesyal metallo, rendendo il complesso

47-Zn(1l), almeno a pH neutro, un legante tetradentat
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Figura 56: Spettro'H NMR di A) 47 e B)47-Zn(ll): [L] = 1.0-10°® M in MeOD a 25°C.

Sulla base dei dati riportati € possibile quindigmrre per la reazione di idrolisi del
BNP catalizzata dal complesd8-2Zn(ll) un probabile meccanismo di azioBeliema
4). Esso e del tutto simile a quelli generalmenteppsti per complessi di altri agenti
idrolitici bimetallici e prevede i seguenti passagyla formazione di un complesso
ternario con il substrato; ii) la deprotonazioneuda molecola d’acqua legata ad uno
ione metallico; iii) 'attacco nucleofilo intracortgsso da parte dello ione idrossido sul
fosfato, con conseguente espulsione dipumtrofenato. All'interno del complesso A,
pero, tutti i siti di coordinazione disponibili néue ioni metallici risultano occupati. La
formazione del nucleofilo richiede quindi che ur@ due centri metallici raggiunga il

numero di coordinazione 6, accomodando una molatiodalvente, evento che risulta
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sfavorito sia dallingombro sterico che dalle prefeze del metallo riguardo al suo
numero di coordinazione. Infatti, va rilevato cheamplesso del legant# risulta del
tutto inattivo probabilmente proprio per l'indispbitita di siti di coordinazione sui due
ioni metallici e la conseguente difficolta di forreal nucleofilo che in questo caso non
e compensata dall’effetto attivante dei gruppi donali legami a idrogeno.

A fronte di una maggior attivazione del substrate#ta stabilizzazione dello stato
di transizione, dovuta alle diverse interazionibgi# con il catalizzatore, si verifica
quindi una scarsa disponibilita del nucleofilo dafheprime la reattivita del sistema.
L'effetto di accelerazione discusso all'inizio delaragrafo e quindi imputabile
essenzialmente alla maggior affinita del catalamaper il substrato, data dai due ioni

metallici e dai quattro legami ad idrogeno.

3+

2H,0

2+

NP

2H,0

Schema 4Possibile meccanismo di reazione per I'idrolisi 8NP catalizzata dal comples48-2Zn(ll).

La reattivita del complesso del legadte (schema § invece, sembra piu difficile
da interpretare. Da un lato l'esperimento cineteffettuato a rapporti variabili
legante/metallo non mostra evidenze di cooperatittit gli ioni metalli, dall'alto
I'affinita per il substrato e simile a quella dalnsplesso del legan#3, e questo dato
sembrerebbe indicare che entrambi i metalli pgsteciall’interazione con il substrato.
Inoltre, dal momento che in questo complesso ilt@alisolfuro é assente, dovrebbero
rimanere sul metallo un numero sufficiente di diticoordinazione per accomodare il
nucleofilo e questo dovrebbe portare ad una ré@ttipiu elevata. Un’evidenza

sperimentale che potrebbe fornire un’utile indicas per conciliare queste
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osservazioni in apparenza contraddittorie e datadili di reattivita al variare del pH:

si osserva infatti che nel caso del complesso elgdrite45 la prima deprotonazione
avviene a pH molto piu bassi che per il complessiolejante43. Questo fenomeno
indica solitamente la formazione di pomptadrosso tra i due ioni metallici. Se questo
fosse vero, il pontg-idrosso potrebbe svolgere una funzione analogarate disolfuro
presente nel complesso del legadBepreorganizzare il complesso mantenendo vicini i
due ioni metallici (e questo spiegherebbe I'ele\atmita per il substrato) e saturare i
siti di coordinazione sugli ioni metallici deprindm la reattivita del complesso.
Ovviamente si tratta allo stadio attuale di meretapi che richiederanno ulteriori

investigazioni per essere confermate o scartate.

2H,0

2H,0

Schema 5:Possibile meccanismo di reazione per l'idrolisi B&IP catalizzata dal complesds-2Zn(ll).
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3.5.2. Reattivita nei confronti del DNA plasmidico

Successivamente, in collaborazione con la dotCéadia Sissi del Dipartimento di
Scienze Farmaceutiche, si € investigata I'effica@acomplessi di zinco dei legadB-
47 nel provocare la scissione idrolitica del DNA phegdico. Gli esperimenti sono stati
condotti incubando il DNA plasmidico (pBR 322) cooomplessi di zinco a pH 7 per
24 ore a 37°C a diverse concentrazioni di compleBsotutti i leganti & stato osservato
del DNA,

Sorprendentemente la reattivita nei confronti dslADplasmidico si differenzia quella

come prodotto la forma I cioe la forma rodlare rilassata.
ottenuta verso il BNP. Infatti in questo caso lioeldi reattivita rilevato e il seguente:
43-Zn(ll), > 47-Zn(ll) = 45-Zn(1l),, mentre46-Zn(ll), non e reattivo. Un andamento
diverso é stato osservato nel caso del legétd quale risulta essere molto reattivo a
basse concentrazioni (alla concentrazione di 10 miMcomplesso viene infatti
idrolizzato piu del 20% di DNA), ma la sua reattvidecresce a concentrazioni
superiori figura 57).
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Figura 57: Idrolisi del DNA plasmidico pBR 322 (forma Il) dmpincubazione con differenti
concentrazioni di complesso dei lega4i(®), 44 (O), 45 (1) and47 (M). [DNAy] = 12 ¢M. [HEPES]
=20 mM, pH 7, 37°C, 24 h, le molarita sono espeessme concentrazioni di ione Zn(ll).

Esperimenti condotti in presenza di scavengergaukcali (DMSO e isopopanolo)
hanno evidenziato reattivita analoghe a quellevaiie in assenza di queste sostanze,
consentendo di escludere la formazione di spedieatiche con possibile conseguente
scissione ossidativa del DNA. Inoltre, il test dinkan (che rileva la presenza di tioli)
effettuato sulle miscele di reazione ha dato ini @@so esito negativo, escludendo la

formazione di tioli dai leganti complessi recangruppi disolfuro. Infine, esperimenti
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di controllo condotti incubando il DNA con i legargrivi del disolfuro insieme a
concentrazioni crescenti di dietildisolfuro hanrempesso di escludere l'intervento del
gruppo disolfuro nella reazione. Queste evidenzerigsgntali hanno confermato il

meccanismo idrolitico della reazione di scissioaeRNA plasmidico.

E’ stato inoltre possibile studiare I'interazionel domplessi con il DNA mediante
esperimenti di dicroismo circolare condotti utibzmlo un DNA lineare estratto dal timo
di vitello. In tutti i casi si € osservata la dimmone del segnale dicroico, in particolare
della banda a 275 nm, indicativa dell'interazione domplessi con il DNA, con
conseguente destabilizzazione della struttura pidoglica. Questo comportamento é
dovuto essenzialmente alle interazioni elettrostatitra il DNA carico negativo e |
complessi positivi, che provoca la neutralizzazidee cariche del DNA. Nonostante
gueste misure non e stato possibile determinamodtante di binding desiderata in
guanto, ad alte concentrazioni di complessi, stssla precipitazione di addotti DNA-
Zn(ll)-legante con la conseguente scomparsa delaseglicroico. Se perd si assume
che I'entita della variazione del segnale dicratoorisponda all’affinita del complesso
per il DNA e possibile determinare il seguente oedili affinita:43-Zn(lIl), = 45-Zn(ll),
> 44-Zn(11) 2 > 46-Zn(11),.
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Figura 58: Ellitticita molare del DNA (A) a 275 nm in funzione della concentrazione dilgnger i
complessi dei legant3 (@), 44 (O), 45 (M) e 46 (). Inserto: Ellitticita molare del DNA @) a 275
nm in funzione della concentrazione di Zn(ll) pecamplessi dei legantl7 (@), 39 (O) e 51
(L9).[ctDNA,] = 180 /M. [HEPES] = 20 mM, pH 7, 25°C, 24 h, le molaritdr® espresse come

concentrazioni di ione Zn(ll).
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Come riferimenti, sono stati testati oltre ai coegsi dei leganti 1-5 anche altri due
complessi monometallici: i compo&®-Zn(ll) e51-Zn(ll) (figura 59. Il confronto tra il
binding di questi complessi con il complesso monaftieo 47-Zn(ll) fornisce
indicazioni sul ruolo dei gruppi amminici e sul gpo disolfuro. Le affinita relative
verso il DNA, ottenute mediante la tecnica del @igmo circolare, sono risultate essere
47-Zn(ll) = 39-Zn(11) >51-Zn(I).

|\ N l\ |\ N l\
/NH N /Nﬁ N~
NH NH
2 2 IS
S
39 K51

Figura 59

Riassumendo, la reattivita osservata per i compgtgdiati nei confronti del DNA
plasmidico e piuttosto modesta ma ha fornito indmai di un certo interesse sulle
modalita di azione di questi sistemi. Osservandpdfico infigura 57 si puo notare che
il complesso del legan#3 é piu reattivo dell’analogo complesso non recdrgeuppo
disolfuro e lo stesso andamento si riscontra ammposti44 e 46, sprovvisti dei gruppi
amminici sugli anelli piridinici. Addirittura il coplesso monometallico del legaditéée
piu efficace di quello dB7, che risulta del tutto inattivo. Nei confronti d@NA, quindi,

il gruppo disolfuro nello spacer ha un effetto pigsi sulla reattivita che non si era
riscontrato con il BNP. Gli esperimenti di affinidomplesso-DNA indicano che |l
carattere bimetallico e la presenza delle ammifie puidine provocano un aumento di
affinita verso il DNA. La presenza del gruppo disod, invece, non influenza il
binding tra substrato e catalizzatore. La maggeattivitd dei complessi contenti il
gruppo disolfuro non sembra quindi essere dovutanadmagagior affinita nei confronti

del DNA e rimane quindi da chiarire.
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3.6. Reattivita esterolitica delle nanoparticelle @ro passivate con il

legante 48

3.6.1. Esperimenti preliminari

Visti i risultati deludenti ottenuti con i compléssmetallici, ho deciso di dedicarmi
allo studio della reattivita dei sistemi basatiranoparticelle che, come discusso nel
capitolo 1, rappresentano un metodo alternativinad efficace di assembrare sistemi
idrolitici multimetallici. L’'uso del tiolo48, decritto nei primi paragrafi del capitolo, per
passivare la superficie di una nanoparticella d’amoebbe dovuto permettere di
assemblare un sistema multimetallico in grado dit&fre anche la cooperazione di

gruppi donatori di legami a idrogeno.

Tutti i leganti della famiglia delle bis-[(6-amir®piridinil)metil]-ammine finora
studiati presentano una ridotta solubilita in acgBar questo motivo ho deciso di
ricoprire le particelle con un monostrato mistotitogo da due diversi tioli: il legaté8
da me sintetizzato ed il derivato del trietilengles I'8-tiol-N-(2-(2-(2-
metossietossi)etossi)etil)ottanammid@, figura 70. E’ infatti noto che particelle d’oro

ricoperte da quest'ultimo tiolo presentano elesatenbilita in soluzioni acquo$e”,

0
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Figura 70: 8-tiol-N-(2-(2-(2-metossietossi)etossi)etil)ottanmide $2)

Sono stati preparati due diversi campioni di patgcd’oro utilizzando miscele di
ricopertura contenenti percentuali 4B rispettivamente del 10%A(UNp1l) e del 40%
(AuNp2) in moli. In entrambi i casi le particelle ricopemon sono risultate solubili in
toluene e sono precipitate dall'ambiente di reagidh solido ottenuto & stato quindi
purificato mediante triturazione con toluene, aieth etile ed etere etilico.

Le particelle ottenute sono risultate solubili iretanolo ed in miscele metanolo-
acqua. Gli spettri UV-Vis sono quelli tipici di naparticelle d’oro di dimensioni
inferiori ai 3 nm, con un intenso assorbimento stmtturato in tutto l'intervallo del
visibile che decresce al crescere dalla lunghezzadd. Esperimenti di microscopia
TEM confermano questo dato e consentono di misusarediametro medio delle

particelle pari a 1.8+0.6 nm. La composizione dehostrato e stata confermata grazie
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dall'analisi degli spettrfH-NMR delle particelle. Sulla base di questi datiedati di
letteraturd?” & possibile determinare la formula minima mediadie campioni che
risulta essere: Agi(48)7(52)s4 perAUNpL e Albo1(48)26(52)43 perAuNp2.

Per comodita di scrittura, le soluzioni di partieetontenenti Zn(ll) in quantita
equimolare rispetto alle unita leganti verrannora’on poi chiamatéAuNpZl-Zn(ll) e
AuNp2-Zn(ll) e ne verra indicata normalmente la con@itme molare in unita
leganti. | primi esperimenti effettuati sono statilti ad identificare i prodotti della
reazione mediante spetfiP-NMR. Infigura 71 & riportato lo spettro ottenuto da una
soluzione contenente le nanoparticéleNp2-Zn(ll) incubate insieme ad un eccesso
BNP per 13 giorni a 40 °C a pH 9.0 (|[CHES] = 5 mMa. concentrazione di BNP é di
4-10* M, quella di nanoparticelle & di 0.23 mg/mL, cherrisponde ad una

concentrazione di unita leganti di 1-181.

ppm 0.0 50 10,0
Figura 71: Spettro®P-NMR 300MHz accoppiato di una soluzione AuRNp2:Zn(ll)]= 0.1 mM,
[BNP]= 0.4 mM; pH 9.0 (JCHES]= 5 mM), 40° C; 30% namolo, dopo 13 gg.

In figura 68si osserva la presenza del segnale a -11.68 ppuatadal BNP e di un
secondo segnale a —0.66 ppm dovuto al prodotidralisi p-nitrofenilfosfato (MNP).
L'identita di entrambi i segnali & stata confermpé il confronto con gli spettfP-
NMR di campioni commerciali dei due composti. Valtre sottolineato come, con
questa tecnica, nei tempi e nelle condizioni dzi@@e usate in questi esperimenti, non
si osserva la successiva idrolisi del’MNP che savace evidenziata successivamente.

Determinati i prodotti della reazione, sono passagid studi cinetici che, come gia
spiegato, vengono effettuati essenzialmente medndere di assorbimento UV-Vis.
Nel caso dei sistemi basati su nanopatrticelle diarecelta delle condizioni di reazione
da utilizzare negli esperimenti cinetici € piuttostlelicata. La concentrazione di
nanoparticelle utilizzabile e sottoposta ad alotincoli pratici: sopra un certo valore,

infatti I'assorbanza delle soluzioni diviene talrteeralta che non € piu possibile
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misurare con sufficiente precisione la formazioekpenitrofenossido. Ho quindi scelto

di utilizzare una concentrazione di nanoparticdileirca 0.11 mg/mL, corrispondente
ad una concentrazione di unita leganti di 5.5-WDnella miscela di reazione: questa &
la massima concentrazione di specie reattive raggile mantenendo lI'assorbanza dei
campioni inferiore all’'unita.

Alcuni esperimenti preliminari hanno inoltre evid&ato la precipitazione delle
nanoparticelle dalla miscela di reazione in preaetizun eccesso di BNP. Ho quindi
deciso di eseguire la maggior parte degli espetimeitizzando una concentrazione di
BNP inferiore a quella delle unita leganti e pafi-20° M. Come abbiamo gia visto nei
paragrafi precedenti, nello studio di sistemi idicl € pratica comune lavorare in
condizioni di largo eccesso di catalizzatore (ceiudii di pseudo-primo ordine): in
gueste condizioni & possibile ritenere la concerdre di catalizzatore costante nel
corso della reazione e i profili cinetici seguonongli degli andamenti di primo ordine.
L’'uso di questo metodo presenta diversi vantaggipiimportante dei quali € la facilita
di individuare fenomeni parassiti (ad esempio farimae di precipitati o eventuali
reazioni secondarie) esaminando forma e ampiezzapudili stessi, ma anche
svantaggi, ad esempio l'impossibilita di studiaee reale efficacia catalitica del
complesso studiato. Va pero sottolineato come halizioni da me utilizzate non sono
propriamente di pseudo-primo ordine, dal momente® dh concentrazione di
catalizzatore e poco piu di due volte superior@iellg del substrato. Queste condizioni
rappresentano pero il miglior compromesso tra leess&ita di operare con quantita
ridotte di BNP e quella di poter osservare unaazane di assorbanza apprezzabile in
seqguito alla scissione del substrato. Infine hdt@o#i svolgere gli esperimenti alla
temperatura di 40°C per ridurre i fenomeni di ppéazione e ottenere dei tempi di
reazione sufficientemente brevi da consentire thtefare un numero sufficiente di

esperimenti in un intervallo di tempo ragionevole.

3.6.2. Deteminazione della reattivita esteroliticaei confronti del BNP

Nelle condizioni di reazione utilizzate ([BNP] =12°M, [AuNp-Zn(ll)] = 5-10°M)
i profili cinetici rivelano il rilascio di entramble unita dip-nitrofenolo €igura 72, con

il primo stadio circa dieci volte piu veloce deteado.
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Figura 72
Come conseguenza i dati degli esperimenti cineticio stati interpolati con un

modello che prevede due reazioni di idrolisi consige:

k, e +(k, —2k,)e™" }

A= A [“ 2(k; —K,)

dove k, e la costante di pseudo primo ordine per I'idiadisl BNP, mentre ke quella

per I'idrolisi dell'intermediop-nitrofenilfosfato (MNP).

| primi esperimenti sono stati dedicati a valuttaedipendenza della velocita di
reazione in funzione del pH. | profili ottenuti geslue campioni di nanoparticelle e per
il legante 39, utilizzato come composto di riferimento, nellesste condizioni sono

riportati infigura 73
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Figura 73: Dipendenza della velocita di reazione dal pH genhnoparticelllAuNp2-Zn(ll) (e) e per il
complesso di riferiment@®9-zZn(Il) (O). Condizioni: T=40°C, AuNp2-Zn(I1)]=5-10°M, [tampone]=
5.10°M, [BNP]= 2-10°M: legante39: T=40°C, [tampone]=0.05M, [BNP]=2-10M.

| risultati ottenuti, confrontati a quelli dei cohepsi di Zn(ll) degli stessi leganti non
supportati su particelle, sono in qualche modoremgienti. Nel caso del complesso di
zinco del legant&9 vi € una forte influenza del pH sulla velocitaldealeazione: la
velocita cresce con 'aumentare del pH, raggiungenassimo a valori di pH attorno a
9.5 per poi tornare a diminuire quando il pH auraemteriormente. Profili di questo
tipo sono gia stati osservati nei paragrafi prengde indicano I'intervento, nel corso
della reazione, di due specie acide la cui depeiome ha un effetto positivo, nel caso

della prima, e negativo nel caso della secdhtfa.
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L’andamento ottenuto per le particeBeiNp2-Zn(ll) &€ invece molto diverso: la
reazione avviene sostanzialmente alla stessa teeladutti i valori di pH esplorati. I
punto da sottolineare € comunque la maggior ré@ttdelle nanoparticelle confrontate
con il compless®9. a pH 7.0 esse sono 100 volte piu efficaci. Latate di primo
ordine osservata in queste condizioni & di 3:8s10ben 300000 volte piu della
reazione non catalizzata. Questo valore € il pia alai osservato verso il substrato

BNP per complessi di zinco.

3.6.3. Dipendenza della velocita dalla quantita done metallico

In figura 74 sono riportati i profili di reattivita ottenuti méenendo costante la
concentrazione di nanoparticelliNp2 e AuNpl e variando quella di Zn(ll) nelle
seguenti condizioni: pH 9.0 (tampone CHES = 5-14), [legante] = 5-18 M, T = 40
°C.

Si pud osservare che [efficienza idrolitica delstsma aumenta con la
concentrazione di Zn(ll) fino a raggiungere plateaudopo I'aggiunta di 1 equivalente
di ione metallico rispetto alla quantita di legapi®esente. In particolare, la forma a
spezzata della curva ottenuta indica un effettgeaativo tra gli ioni metallici. Si puo
osservare infatti che quando piu della meta dedsiegame € occupata da ioni Zn(ll) si
ha un aumento della velocita della reazione con mnaggior pendenza. Questo
andamento puo essere interpretato assumendo laZmme di siti monometallici fino
ad un loading del 50% e, successivamente, allimatai di siti bimetallici piu reattivi.
Mediante il fitting di questi punti con questo mbdeé stato possibile determinare

separatamente la reattivita dei siti mono e birtietathe sono riportate itabella 5

catalizzatore k(Msh
[AuNp1-Zn(iD)] 0.11
[AUNpP1-Zn(I] 15
[AUNp2-Zn(I1)] 0.45
[AuNp2-Zn(I], 1.4

Tabella 5 Costanti di secondo ordine apparenti,)(kper l'idrolisi del BNP delle specie mono
[AuNpn-Zn(Il)] e bimetalliche AuNpn-Zn(ll)],, pH 8, 40°C.
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Un importante aspetto a riguardo della strutturajuiste nanoparticelle € che la
probabilita della formazione di siti bimetallici pAuNpl e AuNp2 é diversa: per il
campioneAuNpl solamente il 30% delle unitd3-Zn(ll) siti pud dare origine a siti

bimetallici, mentre peAuNp2 la percentuale sale al 91%.
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Figura 74: Profilo di reattivita diAuNp1 (M, [C8SH = 1.0x10° M) e AuNp2 (®, [C8SH = 5.0x10°
M) in funzione degli equivalenti di Zn(ll) aggiuti pH 8.0. [HEPES] = 50 mM, [BNP] = £10° M, 40
°C.

3.6.4. Determinazione delle costanti di binding

Un parametro molto rilevante per l'interpretaziated dati cinetici € la costante di
binding tra substrato e catalizzatore. Il metodoqgomune per la determinazione di tale
costante di binding e quello di effettuare misurerahttivita a quantita variabile di
substrato, fino ad osservare un andamento a setneaed il fitting di questi dati con il
modello di Michaelis-Menten fornisce, come abbiawgio nei paragrafi precedenti, la
costante di affinita (Knp). Purtoppo questo metodo si € potuto applicaransehte nel
caso del campionduNpl in quanto la precipitazione delle particekNp2 in
presenza di concentrazioni elevate di BNP impeddicealutare la formazione di
complessi tra i siti attivi sulle particelle e ulsstrato. Nel grafico riportato figura 75
e possibile osservare per il campioheNpl-Zn(ll) il tipico profilo a saturazione della

velocita con 'aumento della concentrazione di salbs ed il rispettivo fitting.
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Figura 75: Velocita di idrolisi del BNP peAuNpl1-Zn(ll) in funzione della concentrazione di BNP.
Condizioni: 48] = 1.05-10° M, [Zn(ll)] = 1.05-10° M, [HEPES] = 5.0-1G M, pH = 7.0, 40 °C. La
costante di binding ottenuta gi) & 4.7-16M™.

Nel caso delle particelletAuNp2-Zn(ll), gia la semplice osservazione della
formazione del precipitato indica un’interaziona le particelle ed il BNP. E’ possibile
infatti ipotizzare che, una volta legatosi una@epantita di fosfato alla superficie delle
particelle, questa assuma un carattere idrofolgiaain lato la carica complessiva delle
particelle verrebbe diminuita dalla presenza deglioni fosfato legati e dall'altro
verrebbero esposti al solvente prevalentementesiduep-nitrofenilici, dal carattere
scarsamente idrofilico.

Per ottenere maggiori informazioni sull’'affinitai ééi reattivi per i diesteri fosforici
ho deciso di utilizzare, come gia descritto, espenti di inibizione con Il
dimetilfosfato (DMP). | risultati ottenuti rispetamente per le nanoparticeheiNp2 e
AuNpl sono riportati nelldigure 76e 77 in cui la velocita di reazione, normalizzata
rispetto alla velocita misurata in assenza di DMPriportata in funzione della

concentrazione di DMP aggiunto.
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Figura 76: Esperimenti di inibizione competitiva: velocitdatve di idrolisi del BNP perAuNp2 in
presenza di 1.0@) o 0.2 (O) equivalenti di Zn(ll) rispetto alle unita di legte in funzione della
concentrazione di DMP. Condizion4§ = 5.0-10° M, [HEPES] = 5.0-1¢ M, pH = 7.0, [BNP] = 2.1C
M, 40 °C. Le costanti di binding ottenutepfif) sono rispettivamente 2.731B1™ (1 eq.) e 8.3-TOM™
(0.2 eq.).

Come mi aspettavo, utilizzando linibitore DMP eatst possibile esplorare un
intervallo di concentrazioni piu ampio, dal momenthe la precipitazione delle
particelle si verifica solo per concentrazioni dsfato superiori a 0.5 mM. Il fitting dei
profili ottenuti in presenza rispettivamente di D.2 equivalenti di zinco forniscono i
valori delle costanti di binding dei siti bimetallie di quelli monometallici delle
nanoparticellAuNp2.

Per il campioneAuNpl, studiato in presenza di un equivalente di ion{IXn
invece, lo scenario € molto diverso. Dai punti ript in figura 77 si pud osservare che
la reattivita scende rapidamente fino all’aggiudiaina concentrazione di 0,002 M di
inibitore, per poi diminuire molto piu lentamente.
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Figura 77: Esperimento di inibizione competitiva: velocitdatese di idrolisi del BNP perAuNpl in
presenza di un equivalente di Zn(ll) rispetto afjdate in funzione della concentrazione di DMP.
Condizioni: 48] = 1.05-10° M, [Zn(Il)] = 1.05-10°> M, [HEPES] = 5.0-1G M, pH = 7.0, [BNP] = 2:10
M, 40 °C. Le costanti di binding ottenutep{}) sono rispettivamente 2.2 301" per i siti bimetallici e

1.3-1G M per i siti monometallici.
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Questo andamento suggerisce che sono responsabdi rattivita del sistema
almeno due diverse specie: come ipotizzato nelgpaf@ precedente puo trattarsi dei
siti bimetallici (forte binding) e dei siti mononadtici scarsamente reattivi (binding
scarso). Il fitting dei dati con un modello oppartuche tenga conto di due costanti di
binding differenti conferma questa interpretazigabella 6.

Catalizzatore Kup (M)
[AuNp1-Zn(IN)] 1.3-16
[AuNp1-Zn(iD]2 4.7-2 ié'(l}?BNP)
[AuNp2-Zn(I1)] 8.3-107
[AuNp2-Zn(IN)]2 3.7-16

Tabella 6 Costanti di binding del DMK pyp e del BNFKgyp, pH 7, 40°C per i siti mono e bimetallici.

3.6.5. Reattivita nei confronti del DNA plasmidico

Visti gli ottimi risultati ottenuti nell'idrolisi @l substrato BNP ho deciso di
effettuare prove di idrolisi sul DNA plasmidico srpvvolto (pBR 322). L'incubazione
del DNA a pH 7 a 37 °C per 24 ore con il campiéntdNp2-Zn(ll) ha evidenziato una
discreta reattivita. Alla concentrazione di unitatatliche di 1pM si ottiene l'idrolisi
di circa il 16% del DNA incubatdifura 798.
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Figura 78: Idrolisi del DNA plasmidico pBR 322 dopo incultam con concentrazioni variabili di
AuNp2-Zn(ll). [DNA,] = 124M. [HEPES] = 20 mM, pH 7, 37°C, 24 h.
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In queste condizioni la costante di pseudo primdiner & di circa 2-10 che
corrisponde ad un’accelerazione di 5 ordini di gemza rispetto alla reazione non
catalizzata. La reattivita del legante di confroB®é risultata essere nulla. Non si €
potuto aumentare ulteriormente la concentrazionenahoparticelle in quanto una
concentrazione dhuNp2-Zn(Il) superiore a 15M causa la precipitazione di complessi
DNA-nanoparticelle. Il risultato piu sorprendenter@ e che piu del 50% del prodotto
della reazione € composto da DNA linedigufa 78, fatto inusuale e significativo in
guanto, statisticamente, per ottenere questo pi@dono necessari piu di 100 eventi
idrolitici casuali (infatti la formazione del DNAneare avviene solo quando due eventi
di scissione si verificano sulle due catene complaari a una distanza inferiore alle 12

coppie di basi).

Questo fenomeno, come verra illustrato in segyta) essere originato da una
grande stabilita del complesso DNA-nanoparticelguadi dall’idrolisi simultanea di

una molecola di DNA in diversi punti.

3.7. Reattivita esterolitica delle nanoparticelle @ro passivate con il

legante 49

| risultati positivi ottenuti con le nanoparticelpassivate con il tiold8 e Zn(ll) mi
hanno indotto ad investigare sistemi analoghi basat ioni metallici differenti.
L'utilizzo del legante49 mi ha consentito di preparare nanoparticelle cueg elevate
quantita di Ce(IV) nel monostrato passivante. Leoparticelle sono state preparate
come descritto all’inizio del capitolo utilizzandb solo tiolo 49 e sono risultate
completamente solubili in acqua. Le dimensioni reedino risultate essere 1.6+0.6 nm.
Una soluzione a pH neutro del compleddpCe(lV), ottenuto mescolando una
soluzione di nanoparticelle con una di Ce(¥NOs3)s € risultata essere stabile per

molti giorni e, in questo periodo, la reattivitéigultata essere molto riproducibile.

L’attivita idrolitica delle nanoparticelltlpCe(IV) e stata testata utilizzando ancora
una volta il substrato modello del DNA: il BNP. ltaazione €& stata condotta alla
temperatura di 25°C, seguendo la formazione delqitop-nitrofenato a 400 nm, fino

all'idrolisi di almeno il 90% del substrato. Anche questo caso si € rilevata
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I'espulsione di entrambi i gruppknitrofenilici. Le costanti cinetiche sono statéeaute
mediante regressione lineare dei valori di ass@darel tempo con I'equazione che

prevede due step idrolitici consecutivi.

Come composto di riferimento per la valutaziond'eféétto cooperativo dei centri
metallici € stato sintetizzato il legan8, recante la stessa unita legante (laNy
Bis(carbossimetll)-L-Lisina) acetilata all’'ammireinale.
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Figura 80: Struttura del legant&3.

La reattivita delle nanoparticelle e risulta molsbevata: in presenza di una
concentrazione di unita metalliche pari aiB@ e a pH 7, il BNP viene completamente
idrolizzato in sole 4 ore (2 milioni di volte piuelcmente della reazione non
catalizzata) e il primo stegdigura 81) risulta essere circa quattro volte maggiore del
secondo. Come accade nel caso di cluster di Ce(lf)suoi complessi la reattivita non
e fortemente influenzata dal pH, infatti la reatéiva pH 10 € soltanto il doppio di quella

a pH 7, il che indica la presenza della specigatd ogni valore di pHigura 82).

Figura 81: Dipendenza della velocita di reazione dal pH menanoparticelle passivate con il complesso
di Ce(1V) Condizioni: T=25°C,NlpCe(IV)|=5-10°M, [tampone]= 5-1GM, [BNP]= 2-10°M.

In figura 82 e riportato il profilo di reattivita per la primala seconda idrolisi in

funzione della concentrazione di ione Ce(IV) agtpuad una soluzione contenente |l
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tampone e le nanoparticelle passivate, fino alitaggmento della saturazione dei siti
leganti. L'analisi di questo grafico conferma clespecie reattive sono i complessi di
Ce(IV) formati sulla superficie delle nanopartieglinfatti la reattivita aumenta fino alla

saturazione dei leganti per poi livellarsi.
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Figura 82: Costanti cinetiche dell'idrolisi del BNP mediatialle NpCe(IV) (5x10°M) in funzione degli
equivalenti di Ce(Ng),(NOs)s aggiunti a pH 8.0 %, prima idrolisi, ® seconda idrolisi). [tampone] =
5x10°M, [BNP] = 2 X10°M, 25°C.

Il profilo sigmoidale delle curve indica una buor@operativita tra i centri metallici.
Probabilmente delle specie bi- o tri- metalliche feimano spontaneamente sulla
superficie delle nanoparticelle. | punti di flestlle curve del primo e del secondo step
sono rispettivamente a 0.5 e 0.8 equivalenti deiometallico. Questo spostamento e
probabilmente indica una maggior reattivita deii giblimetallici nei confronti

dell'intermediop-nitrofenilfosfato.

La buona cooperativita del sistema e stata contermall’andamento a saturazione
del grafico difigura 83 dove si & diagrammata la reattivita contro lacemtrazione di

substrato.
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Figura 83: Velocita di idrolisi del BNP mediata dBlpCe(lV) in funzione della concentrazione di
substrato. Condizioni:NlpCe(IV)] = 5.0-10° M, [tampone] = 5.0-18 M, pH = 8.0, 25 °C.

Mediante fitting con I'equazione di Michaelis-Mentsi e ottenuta la costante di
affinitd catalizzatore-substrato. Il valore partizmente elevato (5700 ® della
costante di affinita supporta la natura multimétaltella specie attiva ed &€ comparabile

a quella dei cluster di cerio ritenuti responsathédila reazione di idrolisi osservata in
assenza di leganti.

Catalizzatore K[s* M7 Krel
OH 2.4x10°? 1
27-Ce(IV) 4.3x10% 179
25-Ce(IV), 0.1° 4167
Ce(IV) Brij/Palmitat&®? 0.6° 25000
NpCe(1V) 0.93 38750
(NH4)2Ce(NOGy)s 40 1.7 x 1¢

Tabella 7 Costanti cinetiche apparenti di secondo ording ¢ler l'idrolisi del BNP e reattivita relative
(kee)) per alcune fosfatasi a base di Ce(IV) (pH 7, 40°@5°C,” 25°C,° 37°C, 25°C pH 7.5° 37°C pH
7,7 Ce(NH),(NOs)gin imidazolo 10mM a pH 7.

In tabella 7 sono riportate le reattivita di alcuni sistemi rapbi e polimetallici di
Ce(lV). Si puo osservare che tutti i composti soneno reattivi della soluzione di
(NH4)2Ce(NQG)e: cio e dovuto all’effetto della complessazione plarte di gruppi
elettrondonatori (ammine e/o carbossilati) che duigcono I'entita della carica
positiva dello ione metallico e impediscono la famione degli ossoclusters

responsabili della reattivita di questo ione. | pbessi bimetallici mostrano una buona
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cooperativita tra gli ioni metallici e, in genersgno circa 10 volte maggiormente
reattivi dei rispettivi sistemi monometallici. L’pmccio supramolecolare, investigato
mediante I'uso di micelle o, nel nostro caso, deldoparticelle d’oro passivate, ha
dato i migliori risultati: una soluzione di Ce(I\é) Brij/Palmitato provoca un aumento
della reattivita di base di 25000 volte, mentra ®nanoparticelle d’oro ricoperte con
il legante49 da me studiate si & ottenuto un aumento di 380h@.vBisogna inoltre

sottolineare che il complesso di riferimens3-Ce(lV) libero si e rivelato essere

completamente non reattivo nell’idrolisi del subsirBNP.

3.8. Reattivita esterolitica delle nanoparticelle @ro passivate con il
tiolo 50

Anche nel caso delle nanoparticelle ricoperte dofegante 50 non si e reso
necessario l'inserimento di un secondo tiolo nelnostrato in quanto, sia le
nanoparticelle ricoperte con il solo legante cha gdocomplesso di Co(lll) risultano
essere solubili in acqua. E’ quindi stato prepasatamente un campione di particelle

d’oro dal diametro di circa 2 nnNpCo(lll) ) ricoperte al 100% con l'unita legante.

La sintesi delle nanoparticelle ricoperte con iinpdesso di cobalto si e rivelata pero
molto difficoltosa in quanto lo ione Co(lll) pregaruna bassa costante di scambio dei
leganti. La sintesi dei suoi complessi avviene radmente facendo bollire una
soluzione acquosa di un sale del metallo (solitaemeda[Co(C0O;s)s]-3H,0) con
I'opportuno legant€®. Questa procedura fornisce perd il complesso dillaon
carbonato come controione. E’ noto in letteratuna questo tipo di complessi sono
cineticamente inerti allo scambio del carbonatoa@ sono quindi reattivi nell’idrolisi
dei diesteri fosforici, al contrario dei rispettislioruri. Per la conversione del carbonato
nel cloruro & necessario disciogliere piu volteearbonato in una soluzione di HCI
concentrato e portare a secchezza. Questa procedar& pero compatibile con la
presenza della nanoparticella d’oro passivata,hgolesposizione ad acidi forti porta
alla degradazione del monostrato ed al rilascididki

~

Un primo approccio sperimentato e stato quello idtesizzare il complesso di
Co(lll) del legante ancora protetto con un gruppetige alla funzione tiolica, convertire

il carbonato in cloruro (durante i passaggi in adidgruppo acetile viene rimosso) e
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successivamente utilizzare il complesso cosi pegpgrer passivare la superficie delle
nanoparticelle. Questa strada purtroppo non ha ledito sperato in quanto, il tiolo

interagisce con lo ione Co(lll) formando polimersolubili.

Ho quindi deciso di preparare delle nanoparticetieperte con il legant&0, che
sono rivelate essere solubili in acqua, metallestalmente con un sale di Co(ll), il
guale al contrario del Co(lll) scambia velocemarieganti, e successivamente ossidare
il metallo mediante semplice trattamenti con ar@re¢edentemente purificata
dall'anidride carbonicd}®. Per questo motivo non & stato possibile studéreattivita
a diversi loading di metallo. La soluzione madrendnoparticelle in acqua, mantenuta
sotto azoto e a temperatura ambiente si € rivelgare stabile per alcune settimane e la
reattivita molto riproducibile. Seguendo i protdcadbportati in letteratura, I'idrolisi del
BNP in presenza della nanopatrticelle ricoperte itceomplesso Co(lll)-Cyclen e stata
condotta alla temperatura di 50°C, seguendo ladaiome del prodottp-nitrofenato a
400 nm, fino allidrolisi di almeno il 90% del sutbeto.

3.8.1. Deteminazione della reattivita esteroliticaei confronti del BNP

Anche nel caso di queste nanoparticelle, nelle ieoomd di reazione utilizzate
(IBNP] = 2-10°M, [NpCo(lll)] = 2.5-10°M) i profili cinetici rivelano il rilascio di
entrambe le unita dp-nitrofenolo con il primo stadio circa 4 volte pueloce del
secondo. Come conseguenza i dati degli esperimiaiici sono stati interpolati con
un modello che prevede due reazioni di idrolisisssutive.

Come composto di riferimento per la valutaziond'eféétto cooperativo dei centri
metallici & stato sintetizzato il complesso di Adp(tlel legante54, recante la stessa
unita legante e una semplice catena alchilica cetapaa otto atomi di carbonio.

0
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Figura 84: Struttura del legante di riferimente4

54

| successivi esperimenti sono stati dedicati ataadula dipendenza della velocita di

reazione in funzione del pH. Il profili ottenutimpik campione di nanoparticelle e per |l
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complesso del legante di riferimerid, nelle stesse condizioni sono riportatifigura
85.
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Figura 85: Dipendenza della velocita di reazione dal pH pembknoparticelleNpCo(lll) (e) e per il
complesso di riferimentd4 (O). Condizioni: T=50°C, NpCo(lll)]=5-10"*M, [tampone]=5-1GM,
[BNP]=2-10°M: [54]= 3-10™M, T=50°C, [tampone]=0.05M, [BNP]=2-16M.

| risultati ottenuti, confrontati a quelli del cotepso di Co(lll) del legante di
riferimento ottilciclen, confermano I'andamento ldelparticelle precedentemente
studiate. Il profilo della reattivitd ottenuto, pée particelle NpCo(lll) e per il
compless®4-Co(lll) mostra che la reattivita non varia sostanzialmahteariare del
pH. Il punto da sottolineare € comunque la maggeattivita delle nanoparticelle
confrontate con il complesso libero: a pH 9 esswstrca 40 volte piu efficaci. La
costante di pseudo secondo ordine osservata iriegoesdizioni & di 0.054 V5™, ben

30000 volte piu della reazione non catalizzata.

3.8.2. Determinazione delle costanti di binding

Nel grafico riportato irfigura 87 e possibile osservare per il campidtgCo(lll) il
tipico profilo a saturazione della velocita conubaento della concentrazione di

substrato ed il rispettivo fitting effettuato coeduazione di Michaelis-Menten.
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Figura 87: Velocita di idrolisi del BNP pemNpCo(lll) in funzione della concentrazione di BNP.
Condizioni: NpCo(lll)] = 2.50-10° M, [HEPES] = 5.0-1G M, pH = 7.0, 50 °C. La costante di binding
ottenuta (Knp) € 1.64-16M™

La costante di binding substrato-catalizzatores@ltato essere di.64-16 M2, se si
tiene conto che I'affinita dei complessi di ciclpar il BNP &€ molto bassa, con valori
della costante di binding dell'ordine di qualchetanil valore misurato per le particelle
risulta molto elevato € sembra indicare la partigne di piu centri metallici
nell'interazione con il substrato. Infatti, nel oadel composto di riferiment®4-Co(lll)
la Kgnp NON € misurabile, in quanto, fino alla concentragiai 0.02 M di substrato
'andamento é risultato essere rettilineo.

Per ottenere maggiori informazioni sull’affinitai &éi reattivi per gli esteri fosforici
ho deciso di determinare I'analoga costante diibmpdei confronti del primo prodotto
della reazione, ip-nitrofenilfosfato (MNP). Infigura 88 & possibile osservare il tipico
profilo a saturazione della velocita con 'aumedétia concentrazione di substrato ed il
rispettivo fitting fornisce un valore della costandi binding di 1.7 M™, valore

molto elevato e dovuto al carattere dianionicofdsiato.
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Figura 88: Velocita di idrolisi del’lMNP perNpCo(lll) in funzione della concentrazione di MNP.
Condizioni: NpCo(lll)] = 2.50-10° M, [HEPES] = 5.0-1G M, pH = 7.0, 50 °C.

3.8.3. Reattivita nei confronti del DNA plasmidicodelle nanoparticelle
NpCo(lll)

Visti gli ottimi risultati ottenuti sul DNA plasmido con le nanoparticell@auNp2
ho deciso di effettuare lo stesso test per le naniaplle ricoperte con i complessi dello
ione Co(lll). L'incubazione del DNA a pH 7 a 37 9&&r 24 ore con il campione
NpCo(lll) ha evidenziato un’ottima reattivita. Come si psSayvare irfigura 89 alla
concentrazione di unita metalliche di 4 si ottiene l'idrolisi di circa il 13% del
DNA incubato.

% nicked DNA
o]

1

0 1 2 3 4 5
[NpCo(lll), uM]

Figura 89: Idrolisi del DNA plasmidico pBR 322 dopo inculta® con concentrazioni variabili di
NpCo(lll) . [DNAy] = 12/M. [HEPES] = 20 mM, pH 7, 37°C, 24 h.
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In queste condizioni la costante di pseudo primdiner & di circa 4-10s?, che
corrisponde ad un’accelerazione di piu di 5 ordingrandezza rispetto alla reazione
non catalizzata. Anche in questo caso la reattidigh legante di confronto libero
54:Co(lll) e risultata essere nulla. Purtroppo non si €& potaumentare la
concentrazione di nanoparticelle in quanto a camaeioni di nanoparticelle superiori a
5 UM si osserva la precipitazione di complessi DNAgarticelle. |l risultato meno
atteso, soprattutto visti i promettenti risultaglld nanoparticellAuNp2, € dato dal
fatto che non si osserva come prodotto la formaalie, bensi solamente quella
circolare. Nonostante cio la semplice idrolisi B®A plasmidico con questo campione

e circa due volte piu veloce di quelle ricoperta coomplessi di Zn(ll).
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4. Discussione

| dati presentati in questa prima parte della Tiesstrano come si possano utilizzare
diverse strategie nella realizzazione di sistentifi@ali per l'idrolisi di diesteri
fosforici. Utilizzando un approccio di tipo biomitie & stato possibile esplorare tre
diverse strategie utilizzate in natura dagli enzimi
- l'utilizzo di interazioni non covalenti e di grupdunzionali organici per
aumentare la reattivita di agenti idrolitici basatiioni metallici;
- larealizzazione di complessi bimetallici;
- la realizzazione di sistemi multifunzionali autcasblati, formati nel nostro
caso da nanoparticelle d’'oro passivate con comiptésgoli organici recanti

unita leganti per ioni metallici.

| risultati ottenuti dipingono un quadro di reaitidv piuttosto complesso e, se da un
lato mostrano la difficolta di progettare sistemigrado di produrre una reattivita in
grado di avvicinarsi a quella degli enzimi, dalifal indicano come sia possibile
incrementare I'efficacia dei sistemi artificialilizzando sistemi in grado di mettere in

gioco contemporaneamente diversi tipi diversi tetefcatalitici.

Anche se la reazione di idrolisi di diesteri fagfocatalizzata da complessi di ioni
metallici € oggetto di studi da diversi anni, cheamolti aspetti ancora da chiarire. Il
meccanismo generalmente accettato € gia stato met@mnmiell'introduzione ma e utile,
al fine di comprendere meglio le indicazioni cheeegono dai risultati ottenuti,
richiamarne brevemente i punti salienti. Esso pieveome primo passaggio la
deprotonazione di una molecola d'acqua coordindla i@ane metallico (K), la
successiva formazione di complesso metallo-subst() e, finalmente, l'attacco
nucleofilo (k') intracomplesso dell’'ossidrile sullsstrato stesso con la contemporanea
espulsione di un residuo alcolico. La deprotonazidel prodotto e la sua successiva
dissociazione dal metallo completano il ciclo aétad.

| passaggi chiave quindi sono due: la formaziorlecdmplesso metallo-substrato e
I'attacco intramolecolare da parte del nucleofilma delle ragioni dell’elevata stabilita
dei diesteri fosforici verso le reazioni di idrélésproprio la repulsione elettrostatica tra

il substrato e lo ione idrossido, entrambi carichgativamente. Per questo motivo, il
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primo stadio della reazione riveste una notevolgartanza, perché porta I'ossidrile in
prossimitd del substrato annullando la repulsioledtrestatica e trasformando la
reazione da intermolecolare a intramolecolare. diweimetallico svolge un secondo
ruolo fondamentale agendo come acido di Lewis: da lato promuove la
deprotonazione di una molecola d’acqua coordir@tasentendo cosi la formazione di
un nucleofilo efficace anche a pH prossimi alla tradita, dall’altro polarizza |l
substrato rendendolo piu reattivo verso I'attacebndicleofilo.

E’ ormai chiaro come l'efficacia idrolitico di uringiolo ione metallico non sia in
grado di superare certi limiti ed anche l'utilizdoleganti differenti porta a variazioni
solo marginali della reattivita dei sistemi. Divieesempi pubblicati da numerosi gruppi
di ricerca, indicano come sia possibile aumentaasibilimente la reattivita di
complessi monometallici attraverso l'inserimentdlanstruttura del legante di gruppi
organici in grado di cooperare positivamente dllaa catalitica. Analogamente ai
gruppi funzionali degli amminoacidi presenti nebsattivo degli enzimi, questi gruppi
possono cooperare alla formazione del complessallmsubstrato, stabilizzare lo stato
di transizione, assistere l'uscita del frammentooldo e fornire un nucleofilo piu
reattivo. Rimane pero difficile individuare i gruppiu efficaci e progettarne
I'opportuna disposizione in modo da ottimizzardollo apporto. | gruppi donatori di
legami a idrogeno presenti nella 2-amminopiridin@spntano questa caratteristica: nel
complessi di Zn(ll) dei leganti studiati, essireMano nella posizione ideali per formare
due forti legami a idrogeno con l'atomo di ossigelel substrato coordinato al metallo.
Nonostante questo atomo di ossigeno benefici didgntierazione con lo ione metallico,
I'effetto di questi due legami a idrogeno intracdesso € notevole e porta ad un
aumenti di reattivita di due ordini di grandezzaaseso dell’idrolisi del BNP.

In studi precedenti svolti nel gruppo di ricercacin ho svolto il mio lavoro di tesi,
erano stati effettuati diversi tentativi di introdei nella struttura base del legante BAPA
altri gruppi funzionali in grado di portare ad uiltei benefici in termini di reattivita: la
trasformazione dei gruppi amminopiridinci in ammidiee e guanidini ha pero portato
solo alla drastica riduzione dell’efficacia idrata dei complessi di Zn(ll). Infatti, da un
lato questi gruppi erano posizionati in modo daeptlegare al metallo saturadolo
coordinativamente, dall’altro la loro localizzazeonella struttura del complesso non li

rendeva capaci di interagire positivamente conbksrato durante la reazione.
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Queste considerazioni, e 'esame della struttukaiteattivo di diverse nucleasi, ha
portato alla progettazione del legad In molti enzimi, tra cui le endonucleasi di tipo
I, & infatti presente un gruppo amminico (protanatpH fisiologico), appartenente alla
catena laterale di una lisina, posizionato giusétral il nucleofilo attivo (una molecola
d’acqua coordinata allo ione metallico). Il ruold guesto gruppo amminico non é
ancora stato chiarito, le ipotesi piu accreditatgppngono la stabilizzazione dello stato
di transizione per effetto elettrostatico o tranlégami a idrogeno o l'assistenza alla
deprotonazione del nucleofilo, ma la sua rimozionstudi di mutagenesi ha rivelato
come esso sia di fondamentale importanza per tavigadell’enzima.

| calcoli teorici effettuati sul complesso ternaéidZn(ll)-BNP dimostrano come il
gruppo amminico primario del legante abbia la gob&i di svolgere entrambi i ruoli
proposti per I'enzima, trovandosi nella posiziooeretta per interagire sia con il gruppo
alcolico del legante che con I'atomo di ossigeno caordinato del substrato.

Il qguadro di reattivita ottenuto degli studi eftedti € molto interessante. Da un lato,
I'inserimento del gruppo amminico ha portato eff@iinente ad un aumento dell’acidita
del gruppo alcolico coordinato al metallo. Dallfalta questo aumento di acidita ha
corrisposto una diminuzione di reattivita ed il qoesso si rivela meno efficace di
guelli studiati in precedenza. Questo risultateepatessere in qualche modo atteso, dal
momento che la diminuzione della pKa del nucleofiomporta necessariamente una
riduzione della sua reattivita.

Il confronto con il legantd1, che fortunatamente dispone di un gruppo nucieofil
alcolico con la stessa acidita (nel complessodilgndi quello del gruppo alcolico in
42, e lo studio della reattivita dei complessi neifconti dagli altri due substrati rivela
interessanti informazioni. | complessi4ll e 42 hanno la stessa reattivita, minore dei
complessi di40, nei confronti del PNPA. Dal momento che questostato si scinde
attraverso un meccanismo puramente nucleofilicosultati ottenuti indicano che |l
potere nucleofilico dell'alcolato del legante dipenessenzialmente dalla sua basicita.
Nonostante cio il complesso del lega#Be risultato essere ben 15 volte maggiormente
reattivo del complessél nei confronti del BNP. Questo potrebbe indicare itlgruppo
ammonio primario del legantd2 da un lato deprima la reattivita del complesso
rendendo il gruppo nucleofilico meno efficace eldiito stabilizzi lo stato di

transizione, tramite legami a idrogeno o per affedflettrostatico, compensando
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parzialmente la minor efficacia del nucleofilo. @teequadro sembra essere confermato
dai valori di reattivita nei confronti del subst@diPNP , la cui scissione idrolitica non
prevede il ricorso a specie nucleofiliche coordenato ione metallico. Infatti, in questo
caso, il complesso d#2 e risultato essere maggiormente reattivo deghi altie
complessi di riferimento, grazie all’effetto staklante esercitato dal gruppo ammonio,
diventando il complesso monometallico di Zn(ll) eificace verso I'HPNP,

Per quanto riguarda il meccanismo di azione dgbgpu_ys presente nel sito attivo
degli enzimi idrolitici, i risultati ottenuti nongsmettono di formulare ipotesi definitive
ma mettono in risalto alcuni punti meritevoli dtariore approfondimento. La presenza
del gruppo amminico ha sicuramente un effetto pasgulla reazione, probabilmente
stabilizzando lo stato di transizione dianionicoalPo canto l'interazione con il
nucleofilo ne diminuisce la reattivita in modo nwlinarcato proprio a causa della
diminuzione di basicita. Contrariamente al coneegsnerale, il primo meccanismo
potrebbe essere quindi quello corretto per il @sidi Lys delle nucleasi, anche se
saranno necessari ulteriori studi per suffragaestguipotesi.

La seconda strada esplorata per migliorare laivéattlei sistemi a base del legante
bis(metilamminopiridinilammina BAPA) ¢é la realizzazione di sistemi bimetallici.
Come descritto nell'introduziong@dragrafo 1.3.2. questo tipo di approccio, utilizzato
negli enzimi naturali, permette di attivare in neai piu efficiente il substrato
rendendolo maggiormente reattivo nei confronti detleofilo. Nei sistemi da me
studiati, come nel caso di tutti i complessi birfieiadi Zn(Il) proposti in letteratura
come agenti idrolitici per il BNP, si & osservataauscarsa cooperativita tra i centri
metallici e un conseguente uno scarso aumento deditiivita rispetto ai rispettivi
sistemi monometallici.

Le ragioni di questo risultato sono da ricercasi tudta probabilita nella saturazione
dei siti di coordinazione degli ioni metallici, data alla presenza del gruppo disolfuro o
forse anche di ponti-idrosso, che impedisce la complessazione conteanpar del
substrato e del nucleofilo. E’ stato possibile ditnare mediante spettroscopi¥NMR
la coordinazione del gruppo disolfuro allo ione afleto, che porta da un lato
all’'avvicinamento degli ioni Zn(ll) ed alla necedsapre-organizzazione del complesso
e dall’altro all'occupazione di uno dei due sitiatiordinazione ancora disponibili sugli

ioni metallici.
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Nei confronti del DNA plasmidico superavvolto sinsoottenuti dati inaspettati. |
complessi di Zn(ll) dei derivata delBAPA, come il complesso monometalli@9, si
sono infatti rivelati molto poco attivi verso questubstrato. La reattivita dei derivati
contenenti il gruppo disolufuro appare decisamemite elevata, anche se non sono
chiare le origini di quest’effetto. In definitivpgero, i sistemi bimetallici realizzati sono

sembrati caratterrizzati da una scarsa efficacia..

L’'uso delle nanoparticelle d’oro passivate con class di metalli di transizione
come sistemi multivalenti preorganizzati per lililsodi diesteri fosforici si € rivelato
invece un approccio molto efficace. Per quantoaida il sistema basato sui leganti di
tipo BAPA e Zn(ll) in tabella 8 sono riportati i valori di reattivita e le costani
binding dei complessi maggiormente reattivi ritmovan letteratura: le diciture
[AuNpn-Zn(l)] e [AuNpn-Zn(Il)], indicano rispettivamente i siti mono e bimetallici
dei campioni di nanoparticelle studiati.

Il legante 55, la cui struttura € qui sotto riportata stato da me sintetizzato per

valutare la reattivita e la costante di bindingidisito bimetallico non preorgsnizzato.

catalizzatore Krel
OH 1
39-Zn(ll) 0.012° 1.0-16 500
55-Zn(Il), 0.0055° 3.1:16 230
uNpl1-Zn . 3
[AuNp1-Zn(I1)] 0.11° 1.3-16 4583
2.2.16
[AuNp1-Zn(I1)] 2 1.5° 62500
4.7-1¢ (Kenp)
[AuNp2-Zn(I1)] 0.45° 8.3-1C7 18750
[AuNp2-Zn(I)] 2 1.4° 3.7:16 58333
pseudoHisZn(I1) 0.0030¢ - 125
BPAN-Zn(ll), 1.7-10 8.6-10 (Kgnp) 7
QX-TACN -Zn(Il), 0.0042° - 175

Tabella 8 costanti di secondo ordine apparenty)(ker I'idrolisi del BNP, costanti di binding delNdP e
reattivita relative (k), pH 7, 40°C235°C,pH 8,%50°C,°pH 11
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Analizzando i dati riportati irtabella 8 si puo osservare che la reattivita dei siti
bimetallici di entrambe le nanoparticelle analiez& ben due ordini di grandezza
maggiore di quella del legante di riferimer@® ed ad altri cotalizzari monometallci
riportati in letteratura. | valori delle costanti 8inding confermano la struttura
bimetallica della specie attiva: infatti valori idbvp dell’ordine delle centinaia é tipico
dei sistemi monometalliéi® mentre valori intorno a 2700 indicano la comple&sse
simultanea del substrato con due ioni metdfiféiNel caso del campion®uNp2, per il
guale e stato possibile misurare anchgpg< si e potuto evidenziare un rilevante
contributo di binding idrofobico in quantogke € circa 20 volte maggiore dipkgp.
Questo effetto e dovuto alla presenza nella staittiel BNP dei gruppi fenilici, assenti
nell'inibitore, che potrebbero aumentare Iaffinitkel substrato per il monostrato

passivante.
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Figura 90: Possibile struttura dei siti mono e bimetallici perampioni di nanopatrticelle in esame.

Un dato curioso e la maggior reattivita (circa tpeavolte) dei siti monometallici di
AuNp2 rispetto aAuNpl. Questa discrepanza puo essere dovuta al difeetenting.
Il valore piu elevato di Kup Osservato per i siti monometallici dAuNp2 é
probabilmente dovuto all'interazione contemporatelssubstrato con un ione metallico
€ con un gruppo amminico adiacente protonfitui@ 91). Se questo € il meccanismo
la notevole differenza tra i due campioni € dowgaenzialmente alla maggior quantita

di leganti protonati presenti iluNp2 rispetto alle nanoparticelluNp1©2.
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Figura 91: Possibile struttura del complessAuyNp2-Zn(ll)]-BNP.

T

La reale efficienza delle nanoparticelle d’oro sidenzia nel confronto della
reattivita con il composté5-Zn(ll),. In entrambi i casi due unita identiche si trovamo
prossimita tra loro con una scarsa preorganizzezioel caso delle nanoparticelle
passivate si € ottenuto un notevole aumento del#tivita, mentre per il composto

bimetallico55-Zn(ll); si ha addirittura il dimezzamento della k

Il risultato piu sorprendente e inatteso e statellguelativo alla reattivita verso il
DNA plasmidico superavvolto. Infatti le nanopartieeAuNp2 non solo sono in grado
di promuovere lidrolisi di questo substrato corsaleta efficacia, malanno come
prodotto preferenziale la forma lineare, statistieate sfavorita. Questo effetto e
dovuto essenzialmente al carattere multivalente sisiema, che €& in grado di
promuovere piu reazioni idrolitiche simultaneamenpeobabilmente anche verso

nucleotidi spazialmente lontani nella strutturaldBlA.

Le nanopatrticelle ricoperte con i complessi di @g(lione molto promettente
nell’idrolisi di diesteri fosforici, si sono rivet@, nell'idrolisi dell’estere modello BNP,
un ottimo sistema idrolitico. Esse, a pH 7 e terapga 25°C, promuovono l'idrolisi di
questo substrato con una costante del secondoeodili®.30 M's?, che si traduce in
una diminuzione del tempo di semivita da 2000 athialcune ore. Questo sistema,
analogamente al precedente, € inoltre in gradordinpovere anche lidrolisi dei
monoesteri fosforici. Infatti i prodotti di idrolisei confronti del substrato BNP sono le
due unita alcoliche e lo ione fosfato. Inoltre, ttariamente allo ione Ce(1V) in assenza
di leganti organici (che forma gel polimerici corspecie attiva), il sistema da me

by

studiato si e rivelato essere stabile, solubiledgua, molto riproducibile e con una

buona reattivita esterolitica. Dai dati cinetictesiuti la reattivita del sistema & dovuta
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alla cooperazione tra i diversi centri metallicepenti nel monostrato organico, con un
meccanismo analogo a quello ipotizzato per gli dsster presenti nei gel di cerio e per
i complessi bimetallici. Sorprendentemente, latinatd delle nanoparticelle qui studiate
non € molto superiore a quella dei sistemi miceludiati da Moss. La grande
tendenza del Ce(lV) a formare ossocluster lo rewdpace di formare specie
multimetalliche anche nel caso di sistmei dinancieme le micelle, rendendo meno
evidente il vantaggio portato dall'utilizzo di ®sti non dinamici come le

nanoparticelle. Inoltre, queste nanoparticelle sosoltate inefficaci nei confronti del

DNA plasmidico.

Le nanoparticelle ricoperte con il complesso steanacrociclico di Co(lll), ione
molto usato nell’idrolisi dei diesteri fosforicij sono rivelate, nell’idrolisi del BNP e
del DNA plasmidico, un buon sistema idrolitico. Nminfronti del substrato BNP la
reattivita delle nanoparticelle passivate € a cita volte superiore a quella del
complesso di riferimento54-Co(lll) . Il vantaggio di reattivita del sistema
autoassemblato, nei confronti del legante liberaiseltato essere inferiore a quello
ottenuto con i complessi di Zn(ll) e Ce(lV), probatente a causa della bassa costante
di associazione substrato-sito catalitico. Il cantr avviene invece con il prodotto del
primo step della reazione (MNP), che risulta avera alta costante di binding, misurata

tramite una cinetica a saturazione tipo Michaelisakén.

Nei confronti del DNA plasmidico si e osservatoeneg un diverso comportamento:
le nanoparticelle ricoperte con il complesso di Ipo(del ciclen presentano una
reattivita doppia rispetto a quelle ricoperte cbrcomplesso di zinco. Infatti alla
concentrazione di 4.6M di ione metallico si & osservata l'idrolisi deB% del DNA
plasmidico superavvolto. In questo caso, pero, siol osservata la formazione della
forma lineare. Inoltre non e stato possibile espkrla reattivita a concentrazioni
maggiori di catalizzatore in quanto si osserva facipitazione di addotti DNA-

nanoparticella.

| risultati illustrati in questa relazione costgdaono un promettente punto di
partenza per nuove investigazioni, che potrebberaird lato fornire informazioni sul

meccanismo della reazione e dall’altro portarestesii ancora piu efficaci.
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La realizzazione di sistemi basati sulla cooperazioon gruppi ausiliari organici
richiedera di migliorare la capacita di progettéaestruttura del legante in modo di
ottenere il corretto posizionamento dei gruppi fanali. Ancora piu delicato appare il
caso dei leganti bimetallici, in cui sara necessanvare il modo di pre-organizzare |l
sistema, mantenendo in due centri metalli ad ursdamiza prefissata, impedendo
contemporaneamente la saturazione dei siti di co@zébne sul metallo da parte dei
leganti o di pontp-idrosso.

L’approccio basato sulle nanoparticelle si preseotae il piu efficace, con alcune
possibilita suggestive come quella del doppio taglella catena di DNA, ed il piu
semplice dal punto di vista sintetico. Rimane d#&oafare il problema della
precipitazione del DNA, che si verifica come ove@nseguenza della neutralizzazione
della carica risultante dall'interazione tra unigoione (il DNA) ed un policatione (la
particella). In ogni caso, sara possibile utilizzale procedure sintetiche e di
purificazione messe a punto in questa Tesi pergoaee particelle funzionalizzate con
proporzioni diverse di due o piu tioli con diverfgnzioni. Infatti in successive
evoluzioni, diversi tioli contenti altri gruppi farmonali organici (nucleofili, gruppi
cationici, donatori di legami a idrogeno ecc) poira essere introdotti per migliorare la
reattivita del sistema. Anche elementi di affinf@ali ad esempio gruppi intercalanti o
piccoli frammenti di DNA o PNA, potrebbero esseggianti nel monostrato di tioli per
conferire ai sistemi idrolitici selettivita di segpuza. E’ stato inoltre possibile esplorare
la possibilita di sintetizzare tioli funzionalizeaton unita in grado di legare ioni
metallici differenti dallo zinco e maggiormente ttaa®*>>-% come Ce(IV) e Co(lll)
con i quali passivare la superficie delle nanopalit.

Il vantaggio principale dell’approccio basato sutlanoparticelle e infatti quello
della modularita: diversi gruppi funzionali possa@ssere preparati separatamente e poi
assemblati sulla superficie delle nanoparticelleral’ dove essi possono organizzarsi
spontaneamente per cooperare all’attivita idralitic’utilizzo di questa strategia potra
quindi dare un notevole impulso alla realizzaziatie agenti idrolitici artificiali,
consentendo la rapida preparazione ed investigazibmin numero elevato di sistemi
diversi, capaci di raggiungere, in prospettivdpib efficace utilizzo in applicazioni di

interesse pratico.
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5. Parte sperimentale

5.1 Strumentazione

Lo spettrometro NMR utilizzato € un Brucker AC 250perante a 250 MHz per
spettri protonici e a 62.9 MHz per spettri "AC. | chemical shift sono riferiti al

tetrametilsilano utilizzato come standard interno.

Gli spettri 3IP-NMR, *F-NMR e protonici dei leganti sono stati aquisitincuno
spettrofotometro Bruker AV 300 che per il fosfonpeoa a 121.5 MHz e per il fluoro a
282.4 MHz. Gli spostamenti chimici degli spettrisaino riferiti all’HsPOy in soluzione

acquosa all'85% per il fosforo e al Ci@kr il fluoro, utilizzati come standard esterni.
La simbologia usata per descrivere i segnali sgleéila seguente: s = singoletto, d =

doppietto, t = tripletto, g = quartetto, gn = qeithd, st = sestetto, m = multipletto, b =

allargato.

Gli spettrofotometri, utilizzati sia per la regetione di spettri UV-VIS che per
eseguire le misure cinetiche, sono Perkin-Elmer lhden5, Lambda 16 e Lambda 45

dotati di portacelle termostatati a circolazionaagjua.

Le analisi ESI-MS sono effettuate con lo strumd@@MSD Trap-SL & XCT della

Agilent Technologies.

Le misure potenziometriche sono condotte con wiatiire automatico Metrohm

716 DMS Titrino interfacciato ad un personal coneput

Le analisi termogravimetriche sono state condotie gno strumento SDT 2960

modello TA in un intervallo di temperatura da 3800°C con una rampa di 20°C/min.

5.2 Materiali e soluzioni

5.3. Solventi e prodotti commerciali

| solventi e i prodotti commerciali generalmentengeno usati senza ulteriore
purificazione e, quando necessaria, la purificazienl’anidrificazione dei solventi é

effettuata con tecniche standard.
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Le soluzioni per le misure spettrofotometriche &epaiometriche vengono preparate
utilizzando acqua deionizzata filtrata con sisté&viBLI-Q della Millipore (H2O mQ).

Il gel di silice utilizzato per le colonne cromatafiche flash € Machery-Nagel ed ha
granulometria 230-400 mesh. Per la cromatografiatigio sottile sono state utilizzate

lastrine di gel di silice Merck tipo 60:4.

5.4 Tamponi

Negli esperimenti cinetici e spettrofotometrici eostati utilizzati i seguenti

tamponi, prodotti commerciali che non sono stagnidrmente purificati:
- acido2-(N-morfolino)etansolfonico (MES) pH 6.0 -6.5

- acido N-(2-idrossietil)-piperazin-N'-[2-etansatioo] (HEPES) pH7.0-7.5

- acido 4-(2-idrossietil)-1-piperazinpropansolfani&PPS) pH 8.6 8.5
- acido 2-(N-cicloesilammino)etansolfonico (CHES) H®.0-95
- acido 3-(cicloesilammino)-1-propansolfonico (CAPS pH 10.0 - 11.0

Le soluzioni di tampone sono preparate per peSatscioglie la quantita desiderata
di tampone in un volume di acqua pari ai 3/4 déne finale. Si aggiunge NaOH 1 M
fino ad arrivare al pH desiderato e si porta laisoine a volume con acqua mQ in un

matraccio tarato.

Normalmente si preparano soluzioni madri a comegrni 0.2 M.

5.5. Soluzioni madre di Cu(NQ),, Zn(NO,), e Ce(NH,)2(NO3)s

Le soluzioni dei metalli sono preparate per pesateel caso del sali di rame e zinco,

titolate per via complessometrica con una soluzfé5102 M di EDTA, utilizzando

indicatori metallo-cromatici.

Soluzione di Cu(N@)» (3.93310°2 M): tampone acetico (pH 5), indicatore PAN allo

0.05% in etanolo.
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Soluzione di Zn(N@)» (4.85010°2 M): tampone ammoniacale (pH 10) ed indicatore
EBT (miscela solida allo 0.1% con NaCl).

La soluzione di Ce(lV) e stata preparata appenagrielle misure cinetiche ed

aggiunta subito dopo alla soluzione contenentat®particelle passivate.

5.6. Soluzioni madre di leganti, complessi e subsir

Le soluzioni madre dei leganti in acqua, la cuiamnrazione & circa M, si
preparano per pesata e poi vengono titolate pespe#trofotometrica con una soluzione

contenente Cu(ll) a titolo noto, introdotto come(il803),.

| complessi vengono formati direttamente nelle tieveaggiungendo ad una
soluzione acquosa, tamponata al pH desiderato,titpuaguimolari di legante e di

metallo.

Le soluzioni madri di substrati, di concentrazigiio2 M in acqua mQ, si preparano

per pesata. Conservate in frigorifero rimangondténate per molti giorni.

5.7. Titolazioni spettrofotometriche

Le soluzioni madre dei leganti utilizzate nelle unes cinetiche sono titolate con una

soluzione di Cu(NGg); 3.933102 M. Vengono sfruttate le differenze degli spettri UV
VIS delle molecole libere o complessate, segueadminparsa di bande caratteristiche.
Una cuvetta di quarzo viene riempita con aliquatsatuzione di tampone e di legante
fino al volume totale di 2 mL, quindi si aggiungopicole aliquote (3 o 4ul) della
soluzione standard di Cu(ll). Dopo ogni aggiuntané registrato lo spettro nella
regione del visibile e si annotano i valori di absemza corrispondenti alla lunghezza
d’onda di massimo assorbimento. Si riportano ifigpa valori di assorbanza, corretti
per il fattore di diluizione, contro la concentmaze di Cu(ll), e dall'intersezione delle
due rette a diversa pendenza, date dall'interpotezdei punti sperimentali, si ottiene il

punto equivalente.
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5.8. Titolazioni potenziometriche

Le costanti di acidita e di formazione dei complessio state determinate mediante

titolazioni potenziometriche con NaOH a titolo noto

Le misure sono state effettuate in presenza di RalCM. Prima di ogni esperimento
l'elettrodo €& stato calibrato contro [I'elettrolitdi supporto alla temperatura
dell’esperimento titolando una soluzione di HCIF1101, con questa operazione si
controlla anche che il contenuto di €@ella soluzione di NaOH non sia superiore

all'1.5%.

In un tipico esperimento 50 mL di una soluzioneudlita 1-5-1¢ M e di NaCl 0.1
M vengono titolati con aliquote costanti (50-100) di NaOH 0.1 M in atmosfera di

azoto (saturato del vapore acqueo di una soluzioNaCl 0.1 M).

| valori delle pKy vengono ricavati per interpolazione dei dati di pitenuti con il

programma BEST.

5.9. Misure cinetiche

5.10. Preparazione degli esperimenti

Per i complessi molecolari gli esperimenti cineticiidrolisi sono effettuati con |l
metodo delle velocita iniziali e vengono seguiteakori di pH compresi tra 6.0 e 11.0.
Per pH> 7.0 si segue la formazione del p-nitrofenato a 469 per pH < 7.0 si
considera la formazione del p-nitrofenolo a 340 anziché a 317 nm (lunghezza
d’onda del massimo di assorbimento del p-nitrofepgberché in questa zona i leganti

presentano delle bande di forte assorbimento.

Per ogni valore di pH indagato si preparano treettevdi quarzo da 3.2 mL (b =1
cm) introducendo 50QI di tampone 0.2 M, quantita equimolari di legaetenetallo,
tali che la concentrazione sia compresa tra1d®-1¢ M, e acqua fino al volume
finale di 1.980 mL.

Vengono quindi inserite nel portacelle termosta@at®5+0.1°C o 40+0.1°C. Dopo
aver atteso almeno 10 minuti per permettere allezemi di raggiungere l'equilibrio
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termico, la reazione viene iniziata iniettando2@ella soluzione di substrato, pari a

una concentrazione 21 M.

Si sono eseguiti anche degli studi cinetici lavdmara pH 8.0 e in eccesso di
substrato ([BNP] = 5-1b+ 3-10° M, [legante] = [M] = 5-14M).

Le nanoparticell@uNpl e AuNp2 sono solubili in metanolo e diventano solubili in
acqua solamente in seguito allaggiunta dello iagnetallico. Per questo motivo
nellambiente di reazione e presente una piccolantja di metanolo (7%). La
concentrazione di unita legante nelle soluzioni miadmetanolo di nanoparticelle sono
state determinate mediante titolazioni spettrof@withe con Cu(Ng),, in maniera
analoga ai leganti liberi. Le concentrazioni ottensono in buon accordo con i dati

osservati mediante misure cinetiche a concentraaranabile di ione metallico.

Analogamente ai complessi liberi sono stati intttd20 pL di una soluzione
madre di substrato (BNP o MNP) in 2 mL di soluziaeemostatata contenente il
tampone, le nanoparticelle, lo ione metallico earglo necessario, il dimetilfosfato
nella quantita desiderata. Le reazioni sono skgeite fino all'idrolisi di piu del 90%
del substrato e le costanti cinetiche sono statermiéate mediante regressione non

lineare dei valori dell’'assorbanza contro il tempo.

Nel caso delle nanoparticelle ricoperte con il feggoer lo ione cerio e cobalto i
campioni sono risultati essere completamente dolubacqua. Le concentrazioni di
unita legante sono state ottenute mediante integrazlei segnafiHNMR del legante e
di un opportuno standard, rispettivamente aceitmite nitrometano per le
nanoparticelle contenenti l'unita legante per iI@ e per il Co(lll). Gli esperimenti

cinetici sono stato condotti in maniera analoge ptecedenti.

5.11. Calcolo delle costanti di pseudo-secondo onei

Per i leganti non supportati sulle nanoparticelldati cinetici sono stati raccolti
lavorando in eccesso di legante sono stati elabowatil metodo delle velocita iniziali

seguendo I'aumento di assorbanza fino a circa id2#drolisi di BNP.

Dalla correlazione assorbanza contro tempo si aigay tramite il coefficiente di

estinzione molare dgknitrofenato, le velocita di reazione secondo l'&zjone:
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de/dt = (dA/dt)

Riportando le velocita contro la concentraziondegiante si ottengono dei profili

lineari. La pendenza di tali profili divisa per tmncentrazione di BNP fornisce le

costanti di pseudo-secondo ordine k

Dalle costanti K & possibile ottenere i valori di pKdelle molecole di kD
coordinate al metallo e/o dell'ossidrile del legaetil valore della costante di secondo
ordine per la reazione tra la specie mono-depredoeal BNP, tramite il fitting delle
costanti in funzione del pH eseguito con il progm@arScientist, secondo I'equazione:

k2'=k2( Ka +1+[H+] j
[H] Ka"

Per guanto riguarda la determinazione delle castaatative ai campioni di

nanoparticelle si € utilizzata I'equazione desgnitelparagrafo 3.5.1

Nel caso dell'idrolisi del fosfato MNP con le namofcelle passivate le cinetiche

sono state fittate mediante I'equazione della @aeadel primo ordine (equazione 1).
A=A e™ (1)

Nel caso dell'idrolisi del substrato BNP delle npadicelle d’oro passivate |
profile cinetici rivelano il rilascio di entrambe unita dip-nitrofenato, con il primo step
piu veloce del secondo. Per questo motivo le a@hetsono state fittate con I'equazione

2, che prevede due reazioni consecutive:

k,e™ +(k, —2k,)e™
2(k; k)

A=Ay 1+ ?)

Dove k, € la costante di primo ordine per I'idrolisi deNB e k € la costante di primo

hY

ordine per lidrolisi del monoestere MNP. Questialb valore & stato confermato

mediante l'idrolisi del substrato MNP. L’errore dftting sulle costanti € risultata

essere inferiore al 5%.

BN

Nel caso degli esperimenti in presenza del dinosfidfto € stata utilizzata
'equazione dell'inibizione competitiva derivatalllquazione proposta da Williams e

Mareque-Rivas (equazione'$)
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k 1
k_i:1+ K,[DMP] )
Doveky € la velocita della reazione in assenza dell'ioil@ e K € la costante di binding
apparente del fosfato nei confronti del catalizemat®@uesta equazione € valida se la
frazione di substrato legato al metallo e trasdlealbutti i dati sono fittano il modello
proposto tranne l'inibizione verso il campioA@iNpl, dove I'equazione 3 non fitta
correttamente i valori sperimentali. Questo effétiovuto alla coesistenza di siti mono
e bimetallici, aventi differenti affinita verso hibitore. In questo caso e stata utilizzata
I'equazione 4 cosi composta:
k' N k;j

k, = +k 4
Y 1+KM[DMP] 1+KP[DMP] ° @

Dovek," ek, sono rispettivamente le componenti mono e binietalsulla reattivita
in assenza dell'inibitore, R e K sono invece le costanti apparenti di binding di

entrambi i sitiky, invece rappresenta la velocita della reazioneadeb

Gli esperimenti di saturazione con il substrato oscstate fittate mediante

I'equazione di Michealis-Menten (5):

- kmax[BNP]

(5)
1 iBNA

BNP

Doveknax € costante cinetica limite nelle condizioni spenmali e kKgnp € la costante di
binding apparente substrato-catalizzatore.

Per le nanopatrticellauNpl e AuNp2 le cinetiche al variare della concentrazione
di metallo sono state fittate usando un modello pdéicato che tenesse conto della
sovrapposizione delle reattivita dei siti mono mditallici. E’ stato quindi assunto che
la reattivita ad ogni concentrazione di metallsstola somma di entrambi i contributi.

k, =kJ'[M]+kS[D] (6)

Dove k™ e k sono rispettivamente le costanti apparenti di séeoordine per i siti

mono e bimetallici, mentre [M] e [D] sono le lororcentrazioni.
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E’ stato inoltre assunto che la costante di binairegallo-legante fosse molto alta e
quindi come conseguenza, fino all’'aggiunta di uniealente di ione metallico, non sia
presente lo ione metallico libero (come consegudidarpolazione appare come una
linea spezzata). Quindi la concentrazione di cosgad[L-Zn(Il)]) € dato dalla seguente
equazione:

[1Zn(11)] =[4], - (1, ~[zn(11)]) - 253[1]0 ~[zn(11)])

(7)

Dove [1]o € la concentrazione di legante, [Zn(ll)] € la cemtcazione di ione metallico e
ABS e il modulo dell'argomento tra la parentesbrata. Lequazione Tornisce quindi
[1-Zn(1D] = [Zn(Il)] quando [Zn(l)] < [L]o € [1-Zn(I)] = [1]o quando [Zn(I1)]> [1]o.

A causa delle repulsioni elettrostatiche, a basseantrazioni di ione metallico si
formeranno in prevalenza siti monometallici, memtieading maggiori si formano i siti
bimetallici maggiormente reattivi. Solamente quafia(ll)] = [1]osi otterrda quantita

massima di siti siti bimetallici e quindi la massimeattivita.

Questo comportamento puo essere descritto dallzojpe 8:

(0] =ﬁ([1-zn(n 1-Ee ] ®)
Dove D sono i siti bimetallici, 1/N e la frazione whita leganti che devono essere
metallati prima della formazione dei siti bimetalle 2/C e la massima frazione di
leganti che pud dare origine ai siti bimetalliticdpporto N/(C(1-N)) rappresenta quindi
la frazione di siti bimetallici prima del cambio piendenza della curva. L'equazione 8 &
valida solamente perl{Zn(l)] > [1]¢/N in quanto [D] deve essere zero quando

[1-Zn(I1)] > [1]o/N. La concentrazione dei siti bimetallici puo essealcolata mediante

'equazione 9:
Mo . _o
o N E([l-Zn(II)] Nj ABS([lZn(II)] Nj o
C(N-1) 2

Analogamente la concentrazione di unita monomekadli([M]) € data dalla differenza

tra la concentrazione di complesso 1-Zn(ll) e lacemtrazione dei siti bimetallici:
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vy = (EZ001)1 = [D]) - QBS([l-zn(n J1-[D]) (10)
| fitting dei dati sperimentali irfigura 74 con le equazioni 6, 7, 9 e 10 con |l
programma Scientist 2.0drnisce i valori riportati irtabella 5

Per le nanoparticellslpCe(1V) e per i complessi bimetallici le cinetiche al vegia
della concentrazione di metallo sono state fittes@ndo una semplice equazione di una

sigmoide.

5.12. Studi del meccanismo tramite spettroscopie NiM

Si preparano soluzioni in cui [L] = [Zn(ll)] ~103 M, [tampone EPPS pH 8.0] =
0.05 M. Si prelevano 90@ di tale soluzione e si aggiungono 1@ddi D,O, si iniettano
in un tubo NMR e si aggiunge il volume calcolatdlalesoluzione 2.0002 M di
substrato. Si tiene il tubo NMR sigillato e in uagno termostatato e si registrano
spettri*’P-NMR e'H-NMR a tempi diversi.

5.13. Esperimenti di idrolisi del DNA plasmidico

Gli esperimenti nei confronti del DNA sono statifedgfuati nei confronti del
plasmide pBR 322 (Fermentas) in tampone HEPES 20anpM 7.0. La reazione é stata
condotta incubando il DNA (24M in residui) alla temperature di 37°C in presedza
concentrazioni crescenti dei complessi per 24 offermata mediante addizione di
EDTA e SDS per una concentrazione rispettivamen@0bM e 1%. | prodotti della
reazione sono stati separati su gel di agarosiammpone TAE (40 mM TRIS, 20 mM,
acido acetico e 1 mM EDTA) e visualizzati con aidiromuro. La quantita relativa
delle differenze forme sono state quantificate deaih Geliance 600 Imaging System

(Perkin Elmer) interfacciato con un computer.
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5.14. Sintesi

5.14.1. Sintesi di propil-(3-ammino-N-bis(6-ammin@-piridilmetil)-
propil) disolfuro (43) e bis(3-ammino-N-bis(6-ammir-2-piridilmetil)-
propil) disolfuro (47)

| leganti43 e47 sono stati preparati secondo il seguente schema:

Q/\ /\/\; TOSCI Q/\ /@ AcSK
N~
NEI3 acetone 5

CH,Cl,, O reflux O
reflux

XXX XXXII
HCl ><><><|||

NN N EtOH/H,0

2N 5 NF NaOH / EtOH/H,0

NaOH NH, NH,
1-Propanethiol HS

EtOH/H,0 XXXIV _
NN ! Ynmp N
N 5 N~ N N
NH NH -/—\s’;s N
2 ? 2 J

s ) N N=—
j DNHz  HNT )

47 43

5.14.1.1. Sintesi di N-bis(6-acetilammido-2-piridihetil)-3-cloro-
propilammina (XXXII)

Il composto N-bis(6-acetilammido-2-piridilmetil)i8rossi-propilammina(XXXI)
& stato preparato seguendo la procedura standéettetatur€®. Ad una soluzione di
questo composto (0.675 g, 1.80 mmol) in piridinédien (8 mL) e stato aggiunto il
tosilcloruro (0.673 g, 3.50 mmol). La reazione &aimantenuta sotto agitazione e sotto
azoto a temperatura ambiente per 24 ore. La pa@iérstata evaporata e il crudo di
reazione e stato disciolto in cloroformio e lavaia volte con acqua (450mL). La
fase organica € stata andrificata mediantgSR e tirata a secco. Sono stati ottenuti
0.403 g (57%) del derivatéXXIll sotto forma di solido bianco.

'H-NMR (CDCL, 250 MHz),: 8.05 (d, 2H, 8 Hz), 7.85 (sb, 2H), 7.68 (t, 2HHS),
7.17 (d, 2H, 8 Hz), 3.70 (s, 4H), 3.58 (t, 2H, 7)}Hz70 (t, 2H, 7 Hz), 2.21 (s, 6H), 1.99
(gn, 2H, 7 Hz).

ESI-MS (m/z): 390.8 [16%, M+H, 412.2 [100%, M+N3§.
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5.14.1.2. Sintesi di N-bis(6-acetilammido-2-piridihetil)-1-tioacetil-3-
propilammine (XXXIII)

Il compostoXXXIl (0.403 g, 1.03 mmol) disciolto in acetone (30 mlytato fatto
reagire con potassio tioacetato (0.240 g, 2.1 mnh@)miscela e stata fatta riflussare
sotto azoto per 60 ore. Successivamente € stafmeato il solvente e il solido € stato
disciolto in CHCI, (20 mL). La soluzione organica é stata quindi favan acqua (5 x
20 mL), anidrificata e tirata a secco. La miscektata purificata tramite cromatografia
flash (eluente: CBCl/MeOH/NH; 20:1:0.01). Sono stati ottenuti 0.386 g (90%) di
prodotto sotto forma di olio arancione.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),5: 8.08 (sb, 2H), 8.06 (d, 2H, 8 Hz), 7.67 (t, 2HHS),
7.14 (d, 2H, 8 Hz), 3.68 (s, 4H), 2.89 (t, 2H, 7)HZ55 (t, 2H, 7 Hz), 2.32 (s, 3H), 2.22
(s, 6H), 1.86 (gn, 2H, 7Hz).

5.14.1.3. Sintesi di N-bis(6-ammino-2-piridilmetik3-tiol-propilammine
(XXXI1V)

Alla soluzione del compostéxXXIlll (0.386 g, 0.90 mmol) in etanolo e sotto azoto
(20 mL) é stato aggiunto HCI conc (1.8 mL). La relscé stata agitata a temperatura

ambiente per 12 ore, il solvente e stato evapgrattando al prodotto desiderato sotto

forma di solido marrone. (0.355 g, 95%)

'H-NMR (CDsOD, 250 MHz),8: 7.80 (t, 2H, 8Hz), 6.87 (d, 2H, 8 Hz), 6.80 (&, B
Hz), 3.83 (s, 4H), 2.61 (1, 2H, 7 Hz), 2.51 (t, ZHHz), 1.74 (gn, 2H, 7 Hz).

5.14.1.4. Sintesi di propil-(3-ammino-N-bis(6-ammio-2-piridiimetil)-
propil) disolfuro (47)

Alla soluzione del compostXXXIV (0.265 g, 0.88 mmol) in NaOH 0.1M
H,O/EtOH 1:1 (40 mL) e stato aggiunto I'1-propiltiold.00 g, 13.1 mmol). La miscela

e stata riflussata per 12 ore, dopo di che sortoagiunti 50 mL di cloroformio. La
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soluzione organica e stata lavata con una soluziohaHCQ al 10% (2 x 100 mL) e
anidrificata con Ng50Q,. Dopo evaporazione del solvente il prodotto eosgatrificato
tramite cromatografia flash (eluente: &H,/MeOH 20:1). Sono stati ottenuti 0.039 g

(12%) del prodotta@7 come olio incolore.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),&: 7.38 (t, 2H, 8 Hz), 6.83 (d, 2H, 8 Hz), 6.34 2#, 8
Hz), 3.62 (s, 4H), 2.68 (t, 2H, 7 Hz), 2.60 (t, 4HHz), 1.87 (gn, 2H, 7 Hz), 1.66 (m,
2H, 7 Hz), 0.95 (t, 3H, 7 Hz).

13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato): 158.1 (s), 158.0 (s), 112.9 (s), 107.0
(s), 60.4 (s), 52.9 (s), 41.2 (s), 36.9 (s), 26)9%2.7 (s), 13.3 (S).

ESI-MS (m/z): 378.2 [M+H].

Analisi elementare, calc. perdEioN10S, (377.57): C 57.26, H 7.21, N 18.55, S 16.98;
ottenuta: C 57.35, H 7.17, N 18.42, S 17.08 %.

5.14.2. Sintesi di bis(3-ammino-N-bis(6-ammino-2-pdilmetil)-propil)
dislfuro (43)

Una soluzione del derivatéXXlll (0.170 g, 0.40 mmol) in NaOH 1M,B/EtOH
1:1 (75 mL) e stata riflussata per 12 ore. Dopevazione dell’etanolo la soluzione e
stata estratta con cloroformio e la fase organistata anidrificata mediante p&O;.
Tramite evaporazione del solvente e stato ottetyt@dotto desideratd3 sotto forma
di olio arancione (0.103g, 43%).

'H-NMR (CD50D, 250 MHz),8: 7.39 (t, 4H, 8 Hz), 6.78 (d, 4H, 8 Hz), 6.41 4¢H, 8
Hz), 3.53 (s, 8H), 2.58 (t, 4H, 7 Hz), 2.54 (t, 4Hz), 1.81 (gn, 4H, 7 Hz).

13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)s: 160.3 (s), 158.4 (s), 139.5 (s), 112.9
(s), 108.2 (s), 61.1 (s), 53.8 (s), 37.3 (s), 28)7

APCI-MS (m/z): 605.4 [M+H].

Analisi elementare, calc. perdEioN10S, (604.84): C 59.57, H 6.67, N 23.16, S 10.60;
ottenuta: C 59.68, H 6.70, N 23.20, S 10.55 %.
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5.14.3. Sintesi di propil-(3-ammino-N-bis(2-piridimetil)-propil)
disolfuro (44) e bis(3-ammino-N-bis(2-piridilmetil}propil) disolfuro
(51)

| leganti44 e 51 sono stati preparati secondo il seguente schema:

NE t3, acetone
CH,Cl,, reflux
reflux

XXXV
XXXVI /}§O

XXXVII
Oﬂ @ EtOH/H,0

NaOH / EtOH/H,0
NaOH

1-Propanethiol XXXV
EtOH/H,0

5.14.3.1. Sintesi di  N-bis(2-piridilmetil)-3-cloropropilammina
(XXXVI)

Il composto N-bis(2-piridilmetil)-3-idrossi-propamina (XXXV ), composto noto

in letteratura & stato preparato secondo la proeestandard®. Questo composto (4.00
g, 15.7 mmol) e stato disciolto in GEl,; (40 mL) ed e stato riflussato per tre giorni con
il tosilcloruro (6.000 g, 31.4 mmol) e trietilamnain(5.10 mL, 36.0 mmol). Durante
questo periodo il pH €& stato controllato mediatetita al tornasole e, quando
necessario, aggiustato con trietilammina. Dopaedffamento la miscela € stata diluita
con CHCI, e lavata con una soluzione al 5% di NaHG®x 20 mL). La fase organica
e stata quindi anidrificata con p&0O, e tirata a secco. Il prodotto € stato quindi
purificato mediante cromatografia flash (eluentdd,Cl,/MeOH 10:1). Sono stati
ottenuti 0.440 g (7%) di prodotddXXVI come olio giallo.

'H-NMR (CDCL, 250 MHz), 3: 8.41 (d, 2H, 8 Hz), 7.55 (t, 2H, 8 Hz), 7.40 &, 8
Hz), 7.04 (t, 2H, 8 Hz), 3.72 (s, 4H), 3.46 (t, ZHHz), 2.61 (t, 2H, 7 Hz), 1.87 (qn, 2H,
7THZz).
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5.14.3.2. Sintesi di N-bis(2-piridilmetil)-1-tioacel-3-propilammina
(XXXVII)

Il compostoXXXVI (0.472 g, 1.21 mmol) é stato disciolto in 40 mLadetone e
sono statti aggiunti 0.420 g (3.60 mmol) di potassbacetato. La miscela é stata
mantenuta a riflusso sotto azoto per 60 ore, Vestke € stato evaporato e il solido
disciolto in CHCI, (20 mL). La soluzione organica € stata poi lawata acqua (5 x 20
mL) e anidrificata con N&Os. Dopo I'evaporazione del solvente il prodotto atet
purificato tramite cromatografia flash (eluente: LLH/MeOH/NH; 10:1:0.01). Sono
stati ottenuti 0.110 g (29%) del prodotto desiderAXXVII sotto forma di olio

marrone.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),5: 8.43 (d, 2H, 8 Hz), 7.59 (t, 2H, 8 Hz), 7.43 2H, 8
Hz), 7.07 (t, 2H, 8 Hz), 3.72 (s, 4H), 2.78 (t, ZHHz), 2.52 (t, 2H, 7 Hz), 2.19 (s, 3H),
1.72 (gn, 2H, 7 Hz).

ESI-MS (m/z): 315.0 [M+H].

5.14.3.3. Sintesi di N-bis(2-piridilmetil)-3-tiol-propilammina
(XXXVIIN)

Il compostoXXXVIl (0.055 g, 0.17 mmol) e stato disciolto in etan@omL) e
sono stati aggiunti 2 mL di HClI 6M. La miscela atat mantenuta in agitazione a
temperatura ambiente per tre ore. Con la sempire@aazione del solvente e stato

ottenuto il prodotto (0.071 g) come solido marrone.

'H-NMR (CDs;0D, 250 MHz),5: 8.88 (d, 2H, 8Hz), 8.61 (t, 2H, 8 Hz), 8.20 (¢, B
Hz), 8.05 (t, 2H, 8 Hz), 4.39 (s, 4H), 2.79 (t, ZH{z), 2.46 (t, 2H, 7 Hz), 1.83 (gn, 2H,
7 Hz).

3C-NMR (CD:0D, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)p: 153.2 (s), 147.6 (s), 142.1 (s),
127.9 (s), 126.8 (s), 56.0 (s), 53.4 (s), 30.14%)67 (S).
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5.14.3.4. Sintesi di propil-(3-ammino-N-bis(2-piridmetil)-propil)
disolfuro (51)

Alla soluzione del compost¥XXVIll (0.048 g) in NaOH 0.3M pO/EtOH 1:1
(30 mL) é stato aggiunto I'1-propiltiolo (0.66 g,/8nmol). La miscela e stata riflussata
per 12 ore e successivamente sono stati aggiuntl5@i cloroformio. La soluzione
organica é stata lavata con una soluzione al 108@HICG; (2 x 100 mL) e anidrificata
con NaSQ,. Dopo l'evaporazione del solvente il prodotto atstpurificato tramite
cromatografia flash (eluente: GEI,/MeOH 20:1). Sono stati ottenuti 0.036 g del

prodotto desideratbl sotto forma di olio giallino.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),&: 8.52 (d, 2H, 8 Hz), 7.67 (t, 2H, 8 Hz), 7.51 2#, 8
Hz), 7.15 (t, 2H, 8 Hz), 3.82 (s, 4H), 2.64 (m, BRP2 (gn, 2H, 7 Hz), 1.65 (M, 2H),
0.96 (t, 3H, 7 Hz).

13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato): 159.8 (s), 149.2 (s), 136.6 (s), 123.1
(s), 122.2 (s), 60.6 (s), 53.0 (s), 41.3 (s), 36)927.0 (s), 22.7 (s), 13.3(s).

ESI-MS (m/z): 348.2 [M+H].

ESI-MS (AcCN + HCOOH 0.1%) m/z: 374 [M-H]

Analisi elementare, calc. pendBizsNsS, (357.54): C 62.21, H 7.25, N 12.09, S 18.45;
ottenuta: C 62.35, H 7.17, N 12.38, S 18.23 %.

5.14.4. Sintesi di bis(3-ammino-N-bis(2-piridilmet)-propil) disolfuro
(44)

II composto XXXVII  (0.291 g, 0.92 mmol) e stato disciolto in NaOH 1M
H,O/EtOH 1:1 (40 mL) e mantenuto a riflussato peroi®. Successivamente e stato
evaporato I'etanolo e il prodotto & stato estratha cloroformio. La fase organica e
stata poi anidrificata con NaO, e tirata a secco, ottenendo 0.199 g di prodottoecom
solido marrone (76%).

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),&: 8.51 (d, 4H, 8 Hz), 7.66 (t, 4H, 8 Hz), 7.51 4, 8
Hz), 7.15 (t, 4H, 8 Hz), 3.82 (s, 8H), 2.65 (t, §Hz), 1.89 (gn, 4H, 7 Hz).
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13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato): 159.5 (s), 148.8 (s), 136.3 (s), 122.8
(s), 121.9 (s), 60.3 (s), 52.6 (s), 36.4 (s), 26)6
ESI-MS (m/z): 567.9 [M+N§.

Analisi elementare, calc. perdisNeS, (544.78): C 66.14, H 6.66, N 15.43, S 11.17,
ottenuta: C 66.31, H 6.75, N 15.05, S 11.90 %.

5.14.5. Sintesi di N,N’-bis(2-piridilmetil)-1,8-didtilammina (46)

Il legante46 é stato preparato seguendo il seguente schema:

N
HQNMNHH 4X| N Cl CTACI, NaOH
8 =

Alla soluzione del cloruro alchilico 2-clorometitina cloroidrato (4.55 g, 27.7
mmol) in NaOH 5M (30 mL) & stata aggiunto I'1,84tli@inoottano (1.000 g, 6.93
mmol) e I'esadeciltrimetilammonio cloruro (0.44@14 mmol). La miscela é stata poi
agitata per 20 ore ed estratta con,CH (3 x 20 mL). La soluzione organica e stata
lavata con una soluzione satura di NaCl (2 x 60,mtyjua (2 x 60 mL) e anidrificata
con NaSQ,. Dopo aver evaporato il solvente il prodotto étcstpurificato tramite
cromatografia flash (eluente: GEI,/MeOH 10:0.5). Sono stati ottenuti 2.902 g (82%)

del composta@lé come solido bianco.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz), &: 8.33 (d, 4H, 8 Hz), 7.46 (t, 4H, 8 Hz), 7.38 4#, 8
Hz), 6.94 (t, 4H, 8 Hz), 3.65 (s, 8H), 2.36 (t, 4Hz), 1.36 (M, 4H), 1.02 (m, 8H).

13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)s: 159.9 (s), 148.7 (s), 136.1 (s), 122.6
(s), 121.6 (s), 60.3 (s), 54.2 (s), 29.2 (s), 4)026.8 (S).

ESI-MS (m/z): 509.4.0 [100%, M+% 531.2 [59%, M+N4.

Analisi elementare, calc. perfEl,Nes (508.70): C 75.55, H 7.93, N 16.52; ottenuta: C
75.76, H 7.70, N 16.58 %.
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5.14.6. Sintesi di N,N’-bis(6-ammino-2-piridilmeti)-1,8-diottilammina
(45)

Il legante45 é stato preparato secondo il seguente schema:
Yo

H
N N,
N —
HzNﬂ/NH“ 4XY ‘ Br AcN, K,COq \ N N/ \ /K
8 ° / A _
N N N —
" Oy

_ \_/
NaOH XXXIX
H,O/EtOH

5.14.6.1. Sintesi di  N,N’-bis(6-acetilammido-2-pidilmetil)-1,8-
diottilammina (XXXIX)

Ad una soluzione di 1,8-diamminoottano (0.210 ¢61mmol) in acetonitrile (20
mL) & stato aggiunto il composRBr (1.500 g, 6.55 mmol), precedentemente preparato
seguendo la procedura standard di letter&®jra il K,CO; (1.143 g, 8.27 mmol). La
soluzione é stata riflussata sotto azoto per 3eop®i filtrata su gooch. Il prodotto e
stato poi purificato mediante cromatografia flasblu¢nte: CHCI/MeOH/NH;
10:1:0.01). Sono stati ottenuti 0.407 g (38%) didwtto come olio giallo.

'H-NMR (CDCk 250 MHz),&: 8.93 (s, 4H), 8.05 (d, 4H, 8 Hz), 7.63 (t, 4H8), 7.19
(d, 4H, 8 Hz), 3.46 (s, 8H), 4.11 (t, 4H, 7 Hz)1&.(s, 12H), 1.45 (m, 4H), 1.15 (m,
8H).
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5.14.6.2. Sintesi di N,N’-bis(6-ammino-2-piridilmeit)-1,8-
diottilammina (45)

Il compostoXXXIX (0.407 g, 0.55 mmol) disciolto in NaOH 5M,®/EtOH 1:1
(45 mL) e stato fatto riflussare per 7 ore. E'atabi evaporato I'etanolo e la soluzione
acquosa estratta con cloroformio. Si anidrificai éira a secco ottenendo 0.302 g di

prodotto come olio giallo (97%).

'H-NMR (CD50D, 250 MHz),3: 7.38 (t, 4H, 8 Hz), 6.82 (d, 4H, 8 Hz), 6.40 4¢H, 8
Hz), 3.53 (s, 8H), 2.45 (t, 4H, 7 Hz), 1.47 (m, 4#)L7 (m, 8H).

13C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)s: 158.8 (s), 158.2 (s), 138.1 (s), 112.6
(s), 106.7 (s), 60.5 (s), 54.3 (s), 29.4 (s), 28)326.9 (S).

Analisi elementare, calc. pegfiN1 (568.76): C 67.58, H 7.80, N 24.63; ottenuta: C
67.71, H7.67, N 24.55%.

5.14.7. Sintesi di N-bis(6-ammino-2-piridilmetil)-tammino-2-idrossi-4-
butilammina (42)

Il legante42 e stato preparato secondo il seguente schema:

)\NH
o

/ N
\
OH H N S
AN N
Boc—HN\)\/\ + 02X \’( | Br —_>ch03 \/Y\NH-BOC
NH; o P AcN, reflux OH
Xl / N
Br \
~ >IL
xn ©
H,O/EtOH

NH,
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5.14.7.1. Sintesi di N-bis(6-acetilammido-2-piridinetil)-1-ammino-2-
idrossi-4-butilammina (XII)

L 1-N-terbutilossicarbonil-(1,4)-diamminobutan-2dXI), € un composto noto ed
& stato preparato secondo metodi di letterSfiraQuesto composto (0.245 g, 1.20
mmol) e stato disciolto in acetonitrile anidro (frffL) e successivamente sono stati
aggiunti il potassio carbonato anidro (0.397g, hBibl) e I'N-(6-bromometil-2-
piridinil)-acetammide (7, 0.550 g, 2.40 mmol). Learione € stata poi riflussata sotto
azoto per due ore. Dopo raffreddamento la sospeasictata filtrata ed il solido lavato
conacetonitrile. Il solvente é stato poi evapomt@a miscela é stata purificata tramite
cromatografia flash (eluente: GEI,/MeOH/NH; 20:3:0.1). Si sono ottenuti 0.244 g
(41%) del prodottXIl sotto forma di olio giallino.

'H-NMR (CDsOD, 250 MHz),8: 7.93 (d, 2H, 8 Hz), 7.65 (t, 2H, 8 Hz), 7.13 2, 8
Hz), 3.66 (M, 4H), 3.67 (m, 1H), 3.62 (t, 2H, 7 H&)27 (m, 1H), 3.04 (m, 2H), 2.73
(m, 1H), 3.16 (s, 6H), 1.65 (m, 2H), 1.40 (s, 9H).

ESI-MS (m/z): 501.3 [100%, M+, 523.2 [33%, M+N4.

5.14.7.2. Sintesi di N-bis(6-ammino-2-piridilmetil1-ammino-2-idrossi-
4-butilammina (42)

0.101 g (0.202 mmol) del derivatgll sono stati disciolti in etanolo (4 mL).
Successivamente sono stati aggiunti 4 mL di unazsmte 6 M di HCI e si € mantenuta

la soluzione a 70°C per tre ore. In seguito ad eragione del solvente é stato ottenuto
il prodotto desiderato 0.095 g (95%) sotto formald marrone.

'H-NMR (CD;OD, 250 MHz),: 7.88 (dd, 2H, 7 Hz/8 Hz), 7.05 (d, 2H, 8 Hz),Z (@,
2H, 7 Hz), 4.20 (s, 4H), 3.93 (m, 1H), 2.98 (M, 4HP5 (M, 2H).

13C-NMR (CH;OD, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)d: 156.76, 145.44, 144.21, 144.95,
144.83, 66.86, 55.81, 51.95, 46.22, 31.04.

ESI-MS (m/z): 317.3 [100%, M+, 339.3 [37%, M+H].

Analisi elementare, calc. pendEluNgO - 4HCI: C 41.57, H 6.11, N 18.18; ottenuta: C
41.42, H 6.02, N 18.05 %.
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5.14.8. Sintesi di  8-(bis((6-amminopiridin-2-il)mat)ammino)-
lottantiolo (48)

Lo schema di sintesi seguito € il seguente:

HOL_ A~~~ _NaN;  DMF HOW_
Br N3
T=70°C
XL XLI
THF
T=amb
PPh
HO _~_ "~
Br NH,
K,COy T=82°C XLII
CH,CN
= ‘ o)
NS
BN
HOL M~ H
N
H
N N
Y
XL = o TsCl
CH,Cl,
N(Et
T=40°C (EDs
= ‘ o)
NS
BN
o cl H
)k N H
S KENJ/N
bt
Acetone
T=amb XLV ~ O
= ‘ o)
NS
PN
SN H
i N
H
o N N
b
XLV P o)
HCI
EtOH
=
o
N7 NH,
HS oSS
N
Ny NH,
48 ‘ _—

5.14.8.1. Sintesi di 8-azido-1-ottanolo (XLI)

In un pallone da 100 mL munito di agitatore magmeeg bagno ad olio riscaldato,
si introduce il compostXL (1.00 g, 4.78 mmol), 10 mL di DMF e successivamdamte
NaN; (0.621 g, 9.56 mmol). Poi si porta la soluzion@agitazione e alla temperatura di
70°C per 16 ore. Si evapora poi il solvente esidao viene ripreso con 10 mL dp®.
La soluzione viene poi estratta con tre frazionil@amL di CHCI,. Si anidrifica con

NaSQy, si filtra e si tira a secco.

Si ottengono 0.543 g di olio giallo, con una reshGb.5%.

118



Parte sperimentale

'H-NMR (CDCLk, 250 MHz)3: 3.60 (t, 2H, 7Hz); 3.26 (t, 7Hz); 2.66 (sb, 1H)57 (m,
4H); 1.33 (sb, 8H).

5.14.8.2. Sintesi di 8-ammino-1-ottanolo (XLII)

In un pallone da 100 mL dotato di agitatore magmwetsi introducono: il composto
XLI (0.543 g, 3.18 mmol), il THF (38 mL) e la trifemfina (0.934 g, 3.56 mmol),
ottenendo una soluzione trasparente con riflesalli.giSi lascia la soluzione in
agitazione con atmosfera inerte di &l temperatura ambiente. Dopo 65 ore sono stati
aggiunti 3 mL di HO e si osserva la formazione di un precipitato ¢marl solvente
viene evaporato all’evaporatore rotante. Il solmanco ottenuto viene ripreso con 35
mL di H,O e 20 mL di toluene. La fase organica viene seépad estratta con frazioni
da 20 mL di HO per 8 volte. Le fasi acquose vengono riuniteaedua evaporata,

ottenendo 0.442 g di solido bianco con una resQ@Bl.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz)$: 3.45 (t, 2H, 7Hz); 2.54 (m, 5H); 1.21 (m, 12H).

5.14.8.3 Sintesi di N,N'-(bis-(6-acetammido-2-pirithilmetil))-6-idrossi
ottilammina (XLIII)

In pallone da 100 mL, munito di agitatore magneteobagno ad olio, si
introducono il compostXLIl (0.442 g, 3.05 mmol) e acetonitrile fino a completo
discioglimento. Successivamente si introduce ilnfwoo alchilicoBr (1.396 g, 6.10
mmol) e il KCO; (0.97 g, 7.02 mmol). Si porta la sospensione lassb a 80°C,
dotando il pallone di refrigerante e di atmosferarte di N. Dopo 2 ore e mezza si
raffredda, si filtra il solido su gooch e lo si éagon acetonitrile. Si evapora il solvente
ottenendo un olio giallo che viene purificato treencromatografia flash (eluente
CH.Cl:CH3OH:NH3=20:1:0.1). Si ottengono 0.613 g di prodotto séwtona di un olio
giallo (45.6 %).

119



Parte sperimentale

'H-NMR (CDCl, 250 MHz)5: 8.91 (s, 2H); 8.03 (d, 2H, 8Hz); 7.64 (t, 2H, 8Hz.20
(d, 2H, 8Hz); 3.64 (s, 4H); 2.45 (t, 2H, 7Hz); 2(E86H); 1.36 (m, 14H).

5.14.8.4. Sintesi di N-8-(bis((6-acetammidopiridir2-il)metil)ammino)
ottiletantioato (XLV)

In un pallone da 250 mL, dotato di agitatore magoee bagno ad olio con
mantello riscaldante, si introduce il composftalll (0.613 g, 1.39 mmol) e lo si
scioglie in 80 mL di CHCI,. Si aggiunge poi il tosilcloruro (0.530 g, 2.78 wijne si
lascia la reazione in agitazione a 40°C. Raggilamt@mperatura, si aggiungono 0.387
mL (2.78 mmol) di N(Ef. La soluzione appare trasparente con dei riflgedli. Si
controlla con una cartina al tornasole che la sohe& sia basica e si esegue questo

controllo piu volte durante la reazione aggiungeNdit); quando necessario.

Dopo 70 ore viene fermato il riflusso e la soluami presenta di colore rosso. Si
aggiungono 40 mL di CH@E si esegue un’estrazione della soluzione con Bddo20
mL di soluzione acquosa al 5% di NaH¢OLa fase organica viene anidrificata con

NaSQ,, filtrata e tirata a secco. Si ottiene un oliosasal peso di 1.015g .

Si esegue una TLC (eluente &Hp:CH3;OH = 10:1). Questa mostra la presenza di
diversi prodotti e reagenti, con diverse macchiaauposte. Alla caratterizzazione con
'H-NMR si osserva come nel prodotto sia presenteritpostaXLIV , il corrispondente
composto tosilato e il tosilcloruro libero. Il praitb € quindi una miscela, che non viene

separata ma utilizzata come tale nella reazioneesso/a.

Poiché si utilizza una miscela di prodotti, € neeei® lavorare con un eccesso di
potassio tioacetato, per essere certi che avveagadzione anche in presenza di
tosilcloruro. Cio permette di evitare una sepameioromatografica prima di eseguire la
tioacetilazione. Per quantificare questo eccesga,rgerimento alle moli del prodott®

utilizzate nel passaggio precedente.

Nel pallone contenente la miscela si aggiungonan@0di acetone e si pone in
agitazione alla temperatura di 56°C. Quando la eds@& completamente sciolta si
aggiunge il potassio tioacetato. La reazione vimmata dopo 33 ore eliminando il

solvente tramite evaporatore rotante. Si ottien@li;mdenso rosso scuro. Nel pallone
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vengono aggiunti 20 mL di 40 e 20 mL di CHCI, . Le due fasi vengono separate e
guella acquosa viene estratta piu volte con frazlar20 mL di CHCl..

Le fasi organiche riunite vengono anidrificate ¢SO, filtrate e evaporate con

un evaporatore rotante, ottenendo un olio densorssuro.

Si esegue una cromatografia flash (eluente@}#CH3;OH = 10:1) ottenendo
0.340 g di prodottXLV (49%) come olio marrone.

'H-NMR (CD;OD, 250 MHz) 8: 8.28 (sb, 2H); 8.02 (d, 2H, 8Hz); 7.64 (t, 2H,A8H
7.19 (d, 2H, 8Hz); 3.64 (s, 4H; 2.83 (t, 2H, 7Hz); 2.49 (t, 2H, 7Hz); 2.30 ($])32.17
(s, 6H); 1.35 (m, 12H).

5.14.8.5. Sintesi 8-(bis((6-amminopiridin-2-il)metjammino)-1-
ottantiolo (48)

In un pallone da 10 mL si discioglie il compo3tbV (0.038 g, 0.076 mmol) in 0.8
mL di etanolo e gli si aggiungono 0.8 mL di unauzadne di HCI 6M. Si porta poi la
soluzione a 65°C per 3 ore. Mediante evaporazi@healvente si ottengono 36 mg di

prodotto (99%) sotto forma di olio marrone.

'H-NMR (CDs;OD, 250 MHz)5: 7.65 (t, 2H, 8Hz); 6.78(d, 4H, 8Hz); 4.86 (sb,)4H
4.00 (s, 4H): 2.62 (t, 2H, 7THz); 2.23 (t, 2H); 186, 12H).

3C-NMR (CD;0OD, 250 MHz) (disaccoppiatoy: 159.30; 148.87; 136.28; 122.73;
121.66; 64.15; 60.04; 57.26; 54.32; 52.38; 36.5532; 18.19.

ESI-MS (AcN + HCOOH 0.1%) m/z: 374 [M-H]

Analisi elementare, calc. perxizNsS (373.56): C 64.30, H 8.36, N 18.75, S 8.58;
ottenuta: C 64.42, H 8.40, N 18.68, S 8.54 %.
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5.14.9. Sintesi del tiolo 49

Il tiolo 49 e stato sintetizzato mediante la seguente steategi

F o)

o)
F o,
F OH NaHCG;, 25°C o o /\/\/Z\OH
)ks/\w)ko + H,N N OH ASAM&N N O
6 F HOY o) 26% H HOTX 0
F
O

o
XLVI XLVII XxLviil

HCI 6M, 60°Cl 99%

5.14.9.1. N-[N,,N,-Bis(carbossimetil)-L-Lisina]8-(tioacetil)ottilammide
(XLVIII)

Ad una soluzione acquosa di Bis(carbossimetil)-thia (0.500 g, 1.79 mmol) e
0.501 g di NaHC®@(5.96 mmol) sono stati aggiunti all’estere attvxiLVI (0.578 g,
1.5 mmol) in 1 mL di acetone e 10 mL di etanolopD@0 ore a in atmosfera di azoto &
stato evaporato I'etanolo e sono stati aggiuntil5dnacqua. Il precipitato bianco e
stato poi filtrato. Il prodotto & stato poi pre¢gio mediante acidificazione a pH 3 con
HCI 1M. Dopo lavaggi con acqua fredda (3 x 5 mlgcetone (2 mL), il podotto € stato
seccato ottenendo 0.180 g di solido giallino (26%).

'H-NMR (DMS0,300 MHz),8: 7.67 (br, 1H), 3.32 (m, 5H), 2.98 (q, 2H, 6 H2)81 (t,
2H, 7 Hz), 2.31 (s, 3H), 2.01 (t, 2H, 7 Hz), 1.48 6H), 1.25 (m, 10H).

13C-NMR (CD;OD, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)p: 197.75, 176.40, 176.06, 175.98,
66.79, 55.51, 40.19, 37.21, 30.81, 30.67, 30.211.3@9.95, 29.76, 27.08, 24.90.

ESI-MS (m/z): 463.2 [100%, M+, 485.2 [42%, M+N¥.
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5.14.9.2. N-[N,N,-Bis(carbossimetil)-L-Lisina]-8-Mercapto-
ottilammide (49)

0.020 g (0.043 mmol) del composto protetto sont disciolti in acqua (1.5 mL),
dopodiché sono stati aggiunti 1.5 mL di una solneié M di HCI e la miscela portata a

60°C per 3 ore. La reazione e stata poi porta&rgeratura ambiente e tirata a secco

mediante rotovapor ottenendo 0.019 g (99%) di ptodsmttoforma di olio giallo.

'H-NMR (CD:OD, 250 MHz),8: 4.25-4.50 (m, 5H), 3.45 (br, 2H), 2.48 (t, 2HHZ),
2.43 (t, 2H, 7 Hz), 2.06 (br, 2H), 1.66 (m, 8HBA(M, 6H).

3C-NMR (CD;OD, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)p: 178.24, 170.36, 168.92, 68.21,
55.29, 41.12, 35.89, 35.16, 30.12, 29.79, 29.32£27.90, 27.25, 25.05, 24.74.

ESI-MS (m/z): 421.3 [100%, M+, 443.2 [12%, M+N4.

Analisi elementare, calc. perndElzN,O;SHCI (471.00): C 48.45, H 7.49, N 5.95, S
6.81; trovata: C 48.52, H 7.56, N 5.82, S 6.88 %.

5.14.10. N-Acetil-Bis(carbossimetil)-L-Lisina (53)

Ad una soluzione acquosa (5 mL) di Bis(carbossijetLisina (0.100 g, 0.357
mmol) e 0.247 g di KCO; (1.785 mmol) e stata aggiunta anidride aceticd1®.q,
4.070 mmol) in 1 mL di acetone e 10 mL di etan®@opo 30 ore sotto atmosfera di
azoto 'etanolo é stato evaporato e sono statiuagiglO mL di HCI 1M. La soluzione e

stata quindi tirata a secco fornendo 0.302 g ddsddianco (78%).

'H-NMR (D,0, 300 MHz),8: 4.49 (m, 5H), 3.35 (t, 2H, 7 Hz), 2.17 (m, 2H)71 (m,
4H).

13C-NMR (CD;0OD, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)p: 174.88, 171.18, 169.83, 68.04,
55.33, 39.91, 28.67, 27.37, 23.82, 22.71.

ESI-MS (m/z): 304.3 [62%, M+H, 342.0 [100%, M+K].
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5.14.11 Sintesi del tiolo 50

Il compostab0 é stato sintetizzato mediante la seguente steasigfietica:

(@]
o o e L B
IL
(\N/w NaOMe i (\N/w
HS NK/NQN eon S NK/N\)N

5.14.11.1.. Sintesi di 8-tioacetil-ottiloromuro (1)

Ad una soluzione di 1,8-dibromoottano (4.35 g, 25n9mol) in acetone (40 mL)
sono stati aggiunti 1.826 g (15.99 mmol) di pomad#bacetato. La reazione viene
fermata dopo 15 ore eliminando il solvente tranef@poratore rotante. Si ottiene un
olio giallo. Nel pallone vengono aggiunti 20 mL 3O e 20 mL di CHCI, . Le due
fasi vengono separate e quella acquosa vienetagpiatvolte con frazioni da 20 mL di
CHCl,. Le fasi organiche riunite vengono anidrificaten ¢da,SO,, filtrate e evaporate

con un evaporatore rotante.

Si esegue una cromatografia flash (eluente@H ottenendo 1.75 g di prodotto
(41%) come olio giallino.

'H-NMR (CDCl, 250 MHz),5: 3.39 (t, 2H, 7Hz), 2.85 (t, 2H, 7 Hz), 2.31 (5{)31.84
(gqn, 2H, 7Hz), 1.55 (m, 2H), 1.35 (m, 8H).

5.14.11.2. Sintesi di 8-tioacetil-ottilciclen (L)

Ad una soluzione di 8-tioacetil-ottilbromuro (0.140 0.39 mmol) in acetonitrile
(20 mL) sono stati aggiunti 0.2 g (1.16 mmol) dtlen e 0.163 g (1.20 mmol) di
carbonato di potassio. La reazione viene manteallaaemperatura di 82°C per tre ore
e fermata mediante filtrazione su gooch. Per l&ipazione del prodotto si esegue una
cromatografia flash (eluente GEI;:MeOH:NHs/10:2:0.01) ottenendo 0.139 g di

prodotto (98%) sotto forma di olio giallino.
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'H-NMR (CDsOD, 250 MHz),&: 2.83 (t, 2H, 7Hz), 2.76 (t, 4H, 7Hz), 2.56 (mH)2
2.37 (t, 2H, 7Hz), 2.30 (s, 3H), 1.41 (m, 12H).

3C-NMR (CDCE, 62.9 MHz,'H disaccoppiato)d: 196.8, 54.39, 51.16, 46.69, 45.66,
44.85, 30.52, 29.32, 29.13, 28.99, 28.59, 28.32526.99.

ESI-MS (m/z): 359.3 [100%, M+, 180.2 [22%, M+2F].

5.14.11.3. Sintesi di 8-tiol-ottilciclen (50)

Ad una soluzione d8-tioacetil-ottilciclen(0.139 g, 0.405 mmol) in metanolo (2
mL) sono stati aggiunti 0.486 mL di una soluziorid di NaOMe in MeOH e si e
mantenuta la soluzione sotto agitazione a temparaanbiente con tubo a calcio
cloruro per 30 minuti. Dopo questo tempo si € farta soluzione a neutralita con una
soluzione di HBr 6M. Viene quindi evaporato il sehte all’evaporatore rotante
ottenendo 0.142 g di solido giallino che vieneiz#éto subito dopo per la ricopertura

delle nanoparticelle.

ESI-MS (m/z): 317.3 [100%, M+H.

5.14.12. Sintesi di ottilciclen (52)

(\N/w TEA N(\N/?
NN TN + \/\/\/\/
Br k/N\)N CHCly K/N\)
Ad una soluzione di ciclen (0.150 g, 0.871 mmolgloroformio (15 mL) sono stati
aggiunti 0.036 g (0.174 mmol) di ottilbromuro e 1§.uL (0.209 mmol) di
trietilammina. La reazione viene mantenuta a réftuper 15 ore. Mediante semplici

lavaggi con una soluzione 1M di NaOHXBmL) e con acqua si sono ottenuti 0.043 g

di prodotto sotto forma di solido bianco (87'%%)

'H-NMR (CDCk, 250 MHz),&: 2.75 (m, 4H), 2.53 (m, 12H), 2.36 (t, 2H, 7THz}a
(m, 2H), 1.22 (m, 10H), 0.83 (t, 3H, 7Hz).

ESI-MS (m/z): 284.5 [100%, M+H.
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5.14.13. Sintesi di 52-Co(lll)

Ad una soluzione di ciclen (0.043 g, 0.151 mmolaagua mQ (25 mL) sono stati
aggiunti 0.036 g (0.151 mmol) di CaXI6H,0O. Sotto agitazione e stata poi fatta
gorgogliare aria precedentemente purificata datliate carbonica mediante una
soluzione di NaOH per una notte. E’ stato poi evafmil solvente ottenendo un solido

rosso-violaceo.

'H-NMR (D0, 250 MHz), &: 3.22 (m, 18H), 1.66 (m, 2H), 1.18 (m, 10H), 078,
3H).

ESI-MS (m/z): 343.3 [100%, Ciclen+Co].

Analisi elementare, calc. perii;/Cl.CoN,O (431.30): C 44.55, H 8.65, N 12.99;
trovata: C 39.61, H 7.63, N 11.32 %.

UV-Vis“® (30% HCI):A(541 nm)e = 123,A(388 nm)e = 187.

5.15.Sintesi e caratterizzazione delle nanoparticelle dio

Tutta la vetreria prima di essere utilizzata vienata con acquaregia e risciacquata
con acqua milliQ con lo scopo di eliminare eventtralcce di metalli presenti. L'acido
tetracloroaurico, essendo estremamente igroscopeee pesato in glove-box (100 mg,
0.281 mmol) dentro un vaial in vetro e viene pacblto in circa 5 mL di KO

ottenendo una soluzione gialla.

In una beuta da 500 mL vengono inseriti 250 mLatiugne e viengono posti a
degasare in una vaschetta ad ultrasuoni per qualehéo. Successivamente al toluene
vengono addizionati 5.48 g (10.02 mmol) di tendieat (TOABr) e la soluzione
ottenuta viene separata in due frazioni ugualild\tima frazione si sciolgono 3.36 g
(13.91 mmol) di diottilammina, mentre con la secnfdazione si eseguono tre
estrazioni della soluzione acquosa di acido tatraelurico. Gia dopo il primo lavaggio

la fase acquosa diventa incolore, mentre la fagandca assume una colorazione rossa.

In un pallone da 500 mL, munito di agitatore magmeé di ambiente inerte diJN
si riuniscono le fasi organiche di lavaggio e sgiagge sotto vigorosa agitazione la

soluzione di diottilammina. Dopo qualche minutstduzione diventa incolore, tuttavia
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si lascia in agitazione vigorosa per 30 minuti mgeratura ambiente. Passato questo
tempo alla soluzione organica viene addizionataaahazione di NaBi (93 mg, 2.46
mmol) in 4.2 mL di acqua mQ, eseguendo l'aggiuntgpochi secondi. La soluzione
diventa immediatamente di colorazione marrone-cegsimolto intensa e la si lascia in

agitazione per 5 ore.

Per eseguire la ricopertura delle nanoparticeldikzzate con diottilammina si
separa la piccola quantita d’acqua e si aggiungdiod disciolti nella minima quantita
di isopropanolo, DMF o toluene. La ricopertura daveenire entro 24 ore dalla sintesi
delle nanopatrticelle e, in questo periodo, devossere conservate in atmosfera di
azoto. La purificazione delle nanoparticelle past&vcon i tioli organici varia
notevolmente con la composizione del monostrat@reavillustrata caso per caso nei

paragrafi seguenti.

5.15.1. Sintesi delle nanoparticelle AUNpl e AuNp2

Il tiolo contenente [l'unita legante viene scioltmm iuna soluzione 1:1
isopropanolo/DMF, mentre il tiolo contenente il gpo trietilengligolico viene sciolto
in isopropanolo. La soluzione di nanoparticell@diin toluene viene divisa in due parti
uguali ponendo le tre frazioni in tre palloni d&DX@L dotati di agitatore magnetico. Le
due frazioni di nanoparticelle vengono ricoperta doversi rapporti dei due tioli, e in
particolare rispettivamente con un rapporto 1:436eper i campioni AuNpl e AuNp2.
L’aggiunta delle due soluzioni deve avvenire comgeraneamente e nel piu breve
tempo possibile. Oltre al rapporto tra i due tmiganici bisogna considerare la quantita
di tioli da aggiungere. In base alla formula minip& le nanoparticelle del diametro di
2 nm*? (Au,;RSH;) & possibile calcolare la quantitd stechiometritia tiolo
necessario, nonostante cio € stato necessariorgggaiun eccesso di tioli in modo da
garantire la completa ricopertura della superfidielle nanoparticelle. L’eccesso

utilizzato e stato di 2 volte la quantita stechitnica.

Le soluzioni sono lasciate in vigorosa agitazioee futta la notte, tuttavia dopo
pochi minuti si osserva la formazione di un preei@ scuro, fino all'ottenimento di
una soluzione di toluene perfettamente limpida.u&sfo punto si ottiene il precipitato

perfettamente adeso alla superficie interna ddopal Le particelle AuNpl e AuNp2
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vengono lavate direttamente nel pallone di reazimeeliante una serie di estrazioni
solido-liquido con toluene, n-esano e acetato i, etitilizzando frazioni da 30 mL
ciascuna per ogni solvente. Dopo questi trattamentianoparticelle risultano solubili

in metanolo oppure in soluzioni acqua/metanolo.

Gli spettri UV-Vis sono quelli tipici di nanopargtte d'oro di dimensioni
nanometriche, con un intenso assorbimento nontwtatd in tutto l'intervallo del
visibile che decresce al crescere dalla lunghezzadd. La presenza di particelle di

dimensioni nanometriche €& confermata dall’analikimacroscopio a trasmissione

elettronica figura 90: il diametro medio é risultato essere di 1.9 #m.

o d=1.9+0.7 nm

30

20

n°nanoparticelle

diametro, nm

Figura 90: Immagine TEM e distribuzione delle dimensionielaknoparticelle AuNp2.

Per quanto riguarda la composizione del monostraganico della superficie delle
particelle & stata investigata medialtieNMR: gli spettri figura 91) mostrano il tipico
allargamento anisotropico dei segnali, che si riseoper molecole legate a colloidi (a
causa della bassa velocita di rivoluzione). In oggso i campioni risultano puri ed
esenti di contaminanti a basso peso molecolarapplorto tra gli integrali dei segnali a
2.20 e 2.48 ppm, appartenenti rispettivamentecdd 62 ed al tiolo48, permette di
determinare la composizione del monostrato, chisultata essere rispettivamente del

10 e del 40 % in unita legante.
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Figura 91: Spettro’'H-NMR 300MHz di a)nanoparticelle AuNp2 in GDD in soluzione satura e b)
nanoparticelle AuNpl in fD.

5.15.2. Sintesi e caratterizzazione delle nanopartlle NpCe(lV)

La sintesi e la ricopertura delle nanoparticellstata condotta in maniera analoga
alla precedente. In questo caso la purificaziore révelata maggiormente laboriosa in
quanto il tiolo (e quindi le nanoparticelle ricofgre solubile in toluene e le particelle
passivate non precipitano da questo solvente. Dapicopertura si € allontanato il
solvente e il campione e stato disciolto in 3 mimgitanolo. In seguito a due colonne ad
esclusione dimensionale (Sephadex LH-60) in metansi sono ottenute le

nanoparticelle esenti da inquinanti (17.5 mg) sitilibacqua.

Anche in questo caso l'analisi TEMigura 92 fornisce dimensioni simili alle
precedenti ed il diametro medio é risultato esdef3+0.8 nm.
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Figura 92: Immagine TEM e distribuzione delle dimensionielaknoparticelle NpCe(lV).

L'analisi 'H-NMR conferma la ricopertura delle nanoparticetien il legante
desiderato e, mediante I'aggiunta di uno standaceténitrile), si & ottenuto un primo

valore indicativo della concentrazione dell'uniggante figura 93.
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Figura 93: Spettra'H-NMR 300MHz in CBOD delle nanoparticelle NpCe(IV)

5.15.3. Sintesi e caratterizzazione delle nanopactlle NpCo(lll)

La sintesi e la ricopertura delle nanoparticellgtata condotta in maniera analoga
alle precedenti. In questo caso la purificazione 8velata particolarmente laboriosa in
guanto, come illustrato nel capitolo precedente; siovuto purificare il campione di
nanoparticelle ricoperte con il legante, effettureompleta metallazione con lo ione
Co(ll), ossidare il centro metallico e successivamepurificare nuovamente le
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nanoparticelle dal metallo in eccesso. Dopo lapgctura delle nanoparticelle con il
tiolo recante l'unitad legante si sono aggiunti aedbluzione in toluene 5 mL di acqua
mQ. Si osserva il rapido passaggio delle nanopdiicella fase acquosa, che diventa
di colore marrone scuro. Si sono effettuati quipidi lavaggi della fase acquosa con
alcuni solventi organici quali etere etilico (tr@vaggi), toluene (tre lavaggi) ed etile
acetato (5 lavaggi). Successivamente mediantei@h@zon una colonna ad esclusione
dimensionale Sephadex G-25 usando acqua mQ coneatelsi sono ottenute le
nanoparticelle desiderate esenti da inquinanti ooddei in soluzione. Dagli spettri
riportati in figura 94 si possono osservare chiaramente i picchi allanggditivi allo
spacer a 1.2-1.8 ppm (S) e quelli appartenentiadraticlo attorno ai 3 ppm (Cy). Il
campione cosi ottenuto si & quindi disciolto im0 di acqua mQ e, sotto agitazione, si
sono aggiunti 0.030 g (0.127 mmol) di Ce6H,O (due equivalenti rispetto allo
stechiometrico). L'ossidazione a Co(lll) e statondotto mediante gorgogliamento di
aria per un notté’ precedentemente purificata dall'anidride carbonamn una
soluzione 6 M di NaOH. In seguito ad una nuovaronl ad esclusione dimensionale
(Sephadex G-25) in acqua mQ si sono ottenute lepaaticelle metallate con lo ione
Co(lll) esenti da inquinanti (12 mg) solubili inca@. Dal confronto dello spettro del
campione finalefigure 94 e 9% con quello delle particelle non metallate si pudare

la variazione dei segnali a circa 3 ppm, relativcialen e al metilene in alfa dello
spacer, dovuta alla presenza del metallo. La ceiome del metallo nello stato di

ossidazione (lll) rende il complesso non paramagoeguindi osservabile allNMR.

D20

J\\—/cy\/s\

r
ppm (t1)

Figura 94: Spettro'H-NMR 300MHz in BO delle nanoparticelle NpCo(lll) non metallate @)pettro

diffusion filter per lo stesso campione (B).
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yyyyyyyyy

Figura 95: Spettro*H-NMR 300MHz in BO delle nanoparticelle NpCo(lll) metallate.

Anche in questo caso l'analisi TEMigura 96) fornisce dimensioni simili alle

precedenti ed il diametro medio e risultato esde®4+0.8 nm.

= 10 Nm

Figura 96: Immagine TEM e distribuzione delle dimensionialaknoparticelle NpCo(lll).

L'analisi *H-NMR conferma la ricopertura delle nanoparticetien il legante
desiderato ma non é in grado di fornire informaziquantitative a riguardo della
concentrazione del campione di nanoparticelle eedelplesso di cobalto. Per ottenere
gueste informazioni é stata eseguita la mineratiore del campione in HCI/HNCe
successivamente sono state determinate le conpemiradi oro e cobalto tramite
assorbimento atomico secondo procedura staffdarfii & quindi ottenuto il valore
della concentrazione di complesso e del rappomdtiolo, che pud essere confrontato
con i dati ritrovati in letteratura per nanoparieeaventi lo stesso diamett. Per
ottenere un’ulteriore conferma della esatta congiase del campione € stata eseguita
un analisi termogravimetrica (TGA) che forniscerapporto tra la parte organica e

guella inorganica del campione. | dati sono riporita tabella 9e sono tutti in buon
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accordo tra loro e con i valori delle nanoparteeitrovate in letteratura aventi queste

dimensioni.

Valore [unita]

(tecnica) Teorico Sperimentale
{molimol] (V) 238 -
Concentrrzz\i:;e Au [ppm] 2 00 2.43
Concentr?;iAo;e Co [ppm] 2 00 2.12
Rapporto Org/Inorg 0.35 0.37

[m/m] (TGA)

Tabella 9: Valori della composizione delle nanoparticelNpCo(lll) ottenuti tramite assorbimento

atomico (AA) e analisi TGA e rispettivi valori téor
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6. Introduzione

6.1. Multivalenza

Il concetto di “legante o sistema multivalente’fradotto nella prima parte di
questa Tesi, ha trovato grande importanza negiuénni in seguito agli sviluppi nel
campo delle scienze biochimiche. Il progresso teghi metodi di analisi in campo
biologico ha permesso una comprensione sempre aregldei meccanismi che
consentono ad ogni organismo di modulare le profumzioni in base agli stimoli
esterni dell'ambiente in cui si tro¥d. In particolare, cid che sembra emergere in
maniera sempre piu evidente, € che molteplici itdticomplesse che avvengono a
livello cellulare sono governate da meccanismiipld tcooperativo, in cui molteplici
interazioni deboli aventi per oggetto diverse capeéla stessa molecola generano come
risultato un’interazione forte e selettiva.. Datlanoscenza sempre piu completa di
guesti meccanismi nasce, nel campo della singsietessita di realizzare composti in
grado di interagire in modo cooperativo con ilessa bersaglio. | sistemi multivalenti

tentano quindi di soddisfare questa necessita.

Con il termine di “legante multivalente” si intendea struttura centralsd¢affold a
cui sono legate piu copie della molecola respotesalall’attivita. Questa puo essere un
carboidrato, un peptide, una proteina o una madechlaltra natura a seconda del
recettore bersaglio. Se le molecole perifericheos@sponsabili dell'interazione con il
target, la struttura centrale determina invece ttaistiche del legante come
I'architettura, la forma e la funzionalizzazionadiita di legare le molecole attive,
numero ed orientamento di queste). || metodo gémerse piu utilizzato per ottenere
composti di questo tipo & quello di realizzare gietesi uncscaffoldche permetta, in un

secondo momento, la polifunzionalizzazione.

Esempi discaffold utilizzati per la creazione di sistemi multivaleabno micelle,
polimeri, dendrimeri e nanoparticelle passivatee hanoparticelle passivate con
composti organici sono probabilmente il sistemaigdaineo per questi scopi in quanto, a

differenza delle micelle sono maggiormente stainilicondizioni fisiologiche e, al
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contrario di polimeri e sistemi dendrimerici, presao sintesi e purificazioni piu

semplici.

6.1.1. Nanoparticelle d'oro passivate come sistemi multivianti

autoassemblati

Come si &€ accennato nel precedente paragrafo,nusotE un sistema multivalente
viene realizzato per sintesi covalente mediantia@ionalizzazione di una opportuna
piattaforma (scaffold) dotata di siti di reazioneultipli cui legare le molecole
responsabili dell'interazione con il target desider In genere reazioni di
polifunzionalizzazione presentano il problema deltn completa modificazione dei
gruppi funzionali interessati, per cui sono necesseondizioni di reazione piuttosto
drastiche e tediose separazioni delle miscele wtiteper I'ottenimento dei prodotti
desiderati. Esempi sono costituti dai sistemi basatpolimeri o dendrimeri. Se la
formazione del sistema multivalente avvenisse p#raverso un processo spontaneo di
autoassemblaggio dei singoli componenti il problesimdetico sarebbe estremamente
semplificato in quanto si ridurrebbe alla sintesilel unita monomeriche. In natura
esistono vari esempi di strutture complesse auwtoalsiate. Tra queste le piu note sono
probabilmente le membrane cellulari costituite dgragati spontanei di fosfolipidi. Un
esempio di sistema artificiale € costituto da agatienanometrici di particelle di oro
ricoperti da un monostrato di leganti organici. §ueistemi sono di realizzazione
relativamente semplice in quanto, una volta prapatawucleo d’'oro della dimensione
opportuna, la sua ricopertura con molecole organidbtate di un gruppo tiolico
avviene in maniera spontanea sfruttando l'interszitya i tioli e gli atomi d’oro della

superficie del nano sistefi

Le nanoparticelle di oro, quindi, costituiscono usfuttura ideale per la
realizzazione di strutture multivalefitl. La loro sintesi relativamente semplice e
standardizzabile costituisce un aspetto assaieatiae la loro geometria simil-sferica
garantisce una distribuzione uniforme delle molecattive sulla superficie. Inoltre la
funzionalizzazione non richiede processi compleggrmette di arrivare fino a rapporti
di 1000 molecole attive per ogni hanoparticellae§a sono caratteristiche decisamente
importanti per quanto riguarda l'aspetto cooperatév di “somma dei contributi” di

molti meccanismi biologici.
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6.2. Multivalenza e sistema immunitario

Come esempio dell'utilita di un sistema multivakergi puo considerare il
processo fisiologico che porta all’attivazione descrofagi in seguito all’interazione

con anticorpi legati a batteri o virusgura 97).

Figura 97: Meccanismo della fagocitosi da parte di un macgofa

Il processo di fagocitosi da parte di cellule sfielee costituisce il punto di
partenza dell'intero meccanismo di attivazionealgposta immunitaria cellulare. Tale
processo viene stimolato dagli anticorpi ed altretgine del plasma. Infatti, tra le
funzioni effettrici delle immunoglobuline circolant’é quella di legarsi a strutture
esogene per facilitare il compito delle celluledeitarie specializzateopsonizzaziorje
Il contatto tra un anticorpo legato ad un patogedoun macrofago € mediato da un
particolare recettore, situato sulla membrana detrofago, che € in grado di legare
alcune porzioni dell’anticorpo. La formazione diegti legami € in grado di stimolare
I'attivita fagocitaria del macrofago, ma tale stiamone non avviene nel caso in cui un
singolo anticorpo si leghi ad un recettore. Se dosse si avrebbe attivazione del
macrofago anche in seguito al legame con singdicanpi liberi, cosa inutile ai fini
dell'attivita immunitaria. L'attivazione del macirdo avviene solamente in seguito al
legame contemporaneo di diversi anticorpi tramiteerdi recettori. Una situazione di
questo tipo puo essere dovuta solamente alla paseelle vicinanze della cellula
fagocitaria di una struttura esogena opsonizzatanudaerosi anticorpi. Per destare
I'attivita del macrofago e necessaria quindi la perazione di stimoli molteplici;

solamente infatti I'attivazione di diversi recettporta ad un cross-linking degli stessi e
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all'attivazione del meccanismo che determina laotégsi. E chiaro quindi che la
“densita” di molecole di antigene sulla superfidella cellula patogena determina il
legame di quantita maggiori o minori di immunoglbbe alla cellula; ed un numero
maggiore di anticorpi legati alla superficie sidinae in una attivazione piu pronta delle
cellule fagocitarie. Una struttura sintetica chelhiainserirsi in questo processo deve
quindi avere la possibilita di presentare sullappeo superficie una gran quantita di
antigene, in maniera da risultare piu facilmentsomyizzabile e quindi “riconoscibile”
dalle cellule fagocitarie. Una nanoparticella, geaalla struttura simil-sferica e al suo
elevato grado di funzionalizzazione, possiede Uestgi caratteristiche di accessibilita e
riconoscibilita da parte del sistema immunitarigsuitando quindi unescaffoldideale
per la creazione di strutture sintetiche che sinwla struttura di un agente microbico

patogeno.

6.3. Nanoparticelle passivate come antigeni

La possibilita di funzionalizzarne la superficiendinoparticelle con molecole in
grado di generare una risposta immunitaria aprestiteda a diverse applicazioni in

campo biomedico, come quello della immunizzazione.

Il concetto che costituisce la base dei vaccimubva generazione € quello di
creare strutture sintetiche che vengano riconascdal sistema immunitario come
agenti patogeni, pur non presentando alcun pereid’organismo ospite. Lo sviluppo
crescente delle tecniche di analisi di architetta@ecolare ha permesso di progredire
enormemente nella conoscenza della struttura bealadj molti patogeni, e proprio da

gui nasce questa nuova strategia nella realizzazlowaccini artificiali.

Tra le classi di antigeni riconosciuti come compuneella struttura batterica
guella dei polisaccaridi e attualmente molto stiadia carboidrati, infatti, possiedono
una grande varieta di possibili variazioni strudtur stereocentri multipli, legami
anomerici, dimensioni dell’anello e possibili sastioni chimiche. Queste peculiari
caratteristiche della loro struttura, insieme ditgo collocazione sulla superficie
cellulare, li rendeno i principali partecipanti ptocesso di riconoscimento inter-

cellulare. Nanoparticelle funzionalizzate sulla exdigie con opportuni derivati

140



Introduzione

saccaridi potrebber quindi essere in grado di sanreula membrana batterica agendo da

vaccini artificiali.

Nella realizzazione di questi sistemi, un fattoaetipolarmente importante e quello
che riguarda la funzionalizzazione del nucleo nhietal La normale struttura di un
batterio prevede la presenza di lunghe catene goobsidiche (glicolipidi e
glicoproteine) con siti di legame multipli e rans#izioni della catendigura 998.
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Figura 98: Struttura della parete cellulare batterica.

Una struttura cellulare di questo tipo genera laltivalenza necessaria al
riconoscimento. Le nanoparticelle, invece, vengbnwionalizzate generalmente con
oligosaccaridi (viste le difficolta sintetiche dienere catene saccaridiche di dimensioni
elevate), ma I'elevata quantita di molecole legaddia superficie permette di ottenere
comunque l'effetto di cooperazione necessario @nascimento. Un altro aspetto
particolarmente interessante é la natura globwdapelivalente della superficie di una
nanoparticelle glicoconiugata; una struttura di sqoetipo mima in maniera
particolarmente verosimile la rete di polisaccactie riveste la parete cellulare dei

batteri.

6.4. Batterio Neisseria Meningitidise relativi oligosaccaridi

Il batterio Neisseria Meningitidi® responsabile dell’insorgere della meningite, con
diffusione in tutti e cinque i continenti, in bambed adulti. Il tasso di mortalita, senza
una adeguata terapia antibiotica e estremamente @lti’'infezione puo comunque

causare danni neurologici gravi e permar@hti
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Figura 99: Polisaccaridi capsulari

Il Neisseria Meningitidi® un organismo Gram-negativo ed é stato classificat
diversi tipi sulla base della struttura del polsatde capsulare (A, B, C, 29e, W-135,
X, Y e Z) figura 99. Il polisaccaride presente nella capsula batiediel gruppo A e
formato da monomeri di N-acetil mannosammina l&twsfmentre quelli dei gruppi B e
C sono omopolimeri di acido sialico con legaw2-8. Data la loro importanza da un
punto di vista epidemiologico, diversi studi somatisdedicati a ricostruirne la struttura.
Una volta ottenute delle strutture sintetiche adégusono state utilizzate per la
realizzazione di vaccini per la prevenzione dedidrgere della malattia, ma I'efficacia
della sensibilizzazione nei confronti di questi gpué risultata scarsa. Le ragioni di
guesta modesta immunogenicita nelluomo sono esdarente di due tipi: da un lato il
legame che unisce i monomeri risulta estremamentale] sia in ambiente
moderatamente acido che per effetto dell’idrolsipdrte di enzimi e dall’altro gli acidi
polisialici possono non essere riconosciuti conwgesi dall'organismo, a causa della
produzione, durante i primi momenti della vita fetadi polimeri simili all’acido

sialico.

Le strategie scelte per ovviare a questo probleamad inizialmente riguardato la
produzione di complessi di coniugazione di varilaglki con proteine, ma anche in

guesto caso il risultato era stato molto modesto.
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La ricerca si € quindi mossa verso modificaziorladstruttura del polimero in
associazione a strategie di glicoconiugazione. Bseimquesto tipo di approccio sono
gli studi svolti da G. Boons ed altri che, una decili anni fa, avevano messo a punto
una metodologia di sintesi per realizzare un gkmtige basato sulla struttura delle
proteine di membrana déleisseria Meningitidigruppo B (figura 100. In questo
lavoro si era studiato un composto formato da ugosccaride (4 unita) come
antigene, una catena alchilica come braccio smaeiaed un peptide (basato sulle
strutture di una proteina e di un lipopeptide di nmbeana) con funzione di

immunostimolatorg”.

Figura 100 Struttura proposta da Boons come vaccino per Bnixgitidis-gruppo B

Strutture di questo tipo si sono dimostrate moitogfficaci di quelle derivanti dalla

piu usata coniugazione con vettori proteici.
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7 Scopo

Vista I'esperienza maturata nel campo della pregana di nanoparticelle d’oro
ricoperte con molecole organiche, che aveva podldopreparazione dei diversi tipi di
nanoparticelle illustrate nel capitolo precedembé,e sembrato interessante estendere
I'utilizzo dei sistemi realizzati ad altri settotio scopo del lavoro presentato in questo
capitolo e quello di inserirsi nel panorama delt@nca sui complessi glicoconiugati per

la produzione di vaccini controMeisseria Meningitidis

Il punto di partenza e stato I'ottenimento, da e@alel prof. L. Lay dell’'universita di
Milano, di una nuova molecola oligosaccaridica mnadp di provocare una risposta
immunitaria come analogo della struttura del gladime del batterio della meningft®.
Gli studi svolti hanno portato alla sintesi di dati della N-acetiimannosammina,
presente nella struttura del glicocalice del grupptierico A. Il principale problema
nella realizzazione di glicoconiugati di tale snh € la scarsa stabilitd chimica del
ponte fosfodiestereo che lega i monomeri. L'eceasshbilita che deriva da questo
gruppo rende difficile la realizzazione di compastabili in ambiente biologico. La
sintesi chimica di composti contenenti analoghi utahite fosfodiestereo, in particolare
fosfonati figura 101 si e rivelata una scelta in grado di aumentarstddilita della
componente saccaridica. L’obiettivo del mio lavarostato quello di verificare la
possibilita di utilizzare questi derivati in assmibne a vettori originali per la

somministrazione.
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Figura 101: Struttura dei derivati della N-Acetiimannosammirtdizzati.
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In particolare, per la funzionalizzazione delle oparticelle d’oro sono stati
utilizzati derivati di mono, di e trisaccaridi. Biederivati sono stati dotati di una
catena spaziatrice terminante con un gruppo tiplt® permettesse il legame delle
unita saccaridi che con la superficie delle nantgelle. Sono quindi stati sintetizzati i
derivati MSH, DSH e TSH figura 101 ed utilizzati per la passivazione di
nanoparticelle d’oro di dimensioni diverse e copelta monostrati di composizione

differente
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8. Risultati

8.1. Sintesi

8.1.1. Sintesi dei derivati MSH, DSH e TSH

Studi di letteratura condotti sulle nanoparticallero ricoperte da un monostrato
organico hanno dimostrato che la loro stabilitae@ata alle caratteristiche dei tioli
costituenti. In particolare si € osservato chet#bita aumenta con il crescere delle
unita metileniche che separano la funzione tiotlea gruppi funzionali posti all’altra
estremita. Questo e apparentemente dovuto al nraggiolamento del nocciolo d’oro
dal solvente che impedisce il distacco dei tiolidanostrato, una delle cause principali
della loro instabilita. Per questa ragione si éspemdi utilizzare una catena spaziatrice
costituita da sette unita metileniche alla cui esita vi fosse una funzione acido
carbossilico per la coniugazione con le unita sédiche mediante un legame
ammidico. Si & quindi partiti dall’acide-bromoottanoico, prodotto commerciale, che e
stato tioacetilato per reazione con potassioti@agetSuccessivamente la funzione
carbossilica é stata attivata mediante la formazidell’estere con il pentafluorofenolo
per procedere poi con la formazione dellammide iar@e reazione con l'unica
ammina libera del derivato saccaridico. La rimoeiatell’acetile dal tiolo terminale é
stata eseguita mediante idrolisi basica con metossdi sodio subito prima della
ricopertura delle nanopatrticelle per evitare osgatee del tiolo stesso a disolfuro. La

procedura di sintesi sopra descritta é riportatggura 102
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Figura 102: Procedura di sintesi utilizzata per i derivati MSBISH e TSH.
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8.1.2. Sintesi e purificazione delle nanoparticellpassivate

La sintesi delle nanopatrticelle é stata condotta@amiera analoga a quanto descritto
nel paragrafo 3.3 Sono state preparate nanoparticelle coperte easaccaridi
(monomero, MSH; dimero, DSH; e trimero, TSH), ceandetri diversi (2, 3.5, 5 nm) e
con diversi tioli nel monostrato stabilizzante. particolare sono state sintetizzate
nanoparticelle dal diametro di 5 nm, chiamate M5, &T5 ricoperte rispettivamente
con i tioli MSH, DSH e TSH. Per valutare gli effetlella dimensione della
nanoparticella, sono stati sintetizzati i campidninanoparticelle M2 e M 3.5, dai
diametri rispettivamente di 2 e 3.5 nm ricoperta g¢diolo MSH. Per valutare I'effetto
della composizione del monostrato e della densipediciale di unita attive, sono stati
preparati i campioni 75M5 e 50M5, dalle dimensiadii 5 nm e contenenti
rispettivamente il 75% e il 50% di tiolo MSH insie al tiolo idrofilo52.

OH

NHAc
aﬁ&
H

Figura 103: Strutture dei derivati saccaridici derivatizzatorc il gruppo tiolico utilizzati per la
ricopertura delle nanopatrticelle d’'oro.

Come illustrato in precedenza I'ottenimento diap@articelle con diversi diametri
e possibile mediante la variazione del rapportolidiottlammina nella fase di

sintesi delle particell€®.

Una volta aggiunto/i i diversi tioli alla soluzion@ toluene di nanoparticelle
stabilizzate da diottilammina, si osserva la priéagione delle nanoparticelle ricoperte

sotto forma di un solido nero. Si aggiunge quinda ypiccola quantita di acqua e le
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nanoparticelle, avendo un carattere idrofilico, ssiolgono rapidamente nella fase
acquosa e vengono purificate mediante estraziamiatiguote di etere etilico, toluene

ed acetato di etile. Una ulteriore purificazioneeyade la precipitazione delle

nanoparticelle da acqua mediante aggiunta di THeFmadnoparticelle ottenute sono state
caratterizzate tramittHNMR, TEM e TGA.

8.2. Test di attivita biologica

Le nanoparticelle funzionalizzate con i derivatteaidici sono state sottoposte a
test competitivo ELISA (Enzyme linked Immunosorbefssay) di affinita nel
laboratorio della Prof. Lombardi. Senza entrare dettagli dell’esperimento, va
sottolineato che questo test e indice dell'interagiantigene-anticorpo. Nel nostro caso
il test mette in evidenza la capacita degli epiteptcaridici di competere con |l
polisaccaride naturale di riferimento (MEN A) pardomplessazione agli anticorpi di

questo stesso frammento.

In figura 104 sono riportati i risultati ottenuti per le nanojpeelle M5, D5 e T5,
aventi il diametro di 5 nm e completamente funziazate rispettivamente con |l
mono, di e trisaccaride. L’attivita di questi caoie stata comparata con le rispettive

unita saccaridiche libere M, D e T.
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Figura 104: Test ELISA: Inibizione percentuale del bindingvi#n A verso I'anticorpo monoclonale di

topo con i campioni in esame Mg ), D5 (®) e T5 (A) linee continue e Me(), D m) e T (A) linee

tratteggiate.e = Men A. Le concentrazioni sono espresse in wsatkaridica.
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Dai profili di figura 104si puo osservare che nessun campione € in graddule
completamente il binding del Men A verso il suoa@feo anticorpo. | valori di 1G di
tutti i campioni sono stati riportati neltabella 10 Essi sono stati determinati dal punto
di flesso delle curve sigmoidali dei test ELISA. &3ti dati rivelano che le
nanoparticelle passivate sono molto piu attiveriggiettivi oligomeri e sono in grado di

diminuire il valore di IGo di almeno due ordini di grandezza.

Confrontando tra loro i valori di Kg dei tre campioni di nanoparticelle aventi lo
stesso diametro e diversa ricopertura (MSH, DSHEHEI)Tsi pud osservare che c’e una
scarsa dipendenza dalla composizione del monol&ajamticorpo € quindi in grado di
riconoscere la superficie globale del monostratorele singole subunita.

Inibizione massima

Campione 1Go [M] (%]
Men A 2.8:10 100
M5 8.7-10 47
D5 7.8-10 63

T5 1510 64
75M5 3.2.10 30
50M5 6.9-10 39
M2 3.7-1¢ 52
M3.5 1.3-10 60

Tabella 10:Risultati dei test ELISA.

Questo effetto e confermato dalle attivita dell@oyarticelle con una decrescente
guantita di monosaccaride (campioni 75M5 e 50M&)questo caso, infatti il valore di
ICs0 decresce con I'aumentare di unita MSH nel monalayganico. Questo valore,
infatti, passando dal campione M5 a 50M5 aumentqudssi un ordine di grandezza,
confermando la natura multivalente dell'interazio@riindi maggiore € la densita di
saccaridi nel monostrato maggiore sara l'interazioon I'anticorpo e minore € il valore

di ICsq rivelato figura 109.
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Figura 105: Dipendenza del valore do 4gdalla percentuale di composto M nel monostrato.

E’ stato inoltre determinato l'effetto della dimémse delle nanoparticelle.
Nanoparticelle aventi un maggior diametro sono naggente attive di quelle piu
piccole. Questo comportamento puo esser dovutoimbrnmaggio di curvatura delle
nanoparticelle aventi dimensioni maggiori e quialth maggior vicinanza dei saccaridi.

bY

L’anticorpo €& in grado quindi di riconoscere in rea piu efficace i monostrati
maggiormente organizzati.
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9. Parte sperimentale

9.1. Strumentazione

Lo spettrometro NMR utilizzato e un Brucker AC 250perante a 250 MHz per
spettri protonici e a 62.9 MHz per spettri 'C. | chemical shift sono riferiti al

tetrametilsilano utilizzato come standard interno.

La simbologia usata per descrivere i segnali sgleéila seguente: s = singoletto, d =
doppietto, t = tripletto, g = quartetto, gn = qeitnd, st = sestetto, m = multipletto, b =
allargato.

Le analisi ESI-MS sono effettuate con lo strumd@MSD Trap-SL & XCT della

Agilent Technologies.

Le analisi termogravimetriche sono state condotte gno strumento SDT 2960

modello TA in un intervallo di temperatura da 3800°C con una rampa di 20°C/min.

9.2. Materiali e soluzioni

9.2.1. Solventi e prodotti commerciali

| solventi e i prodotti commerciali generalmentengeno usati senza ulteriore
purificazione e, quando necessaria, la purificazienl’anidrificazione dei solventi é

effettuata con tecniche standard.

Le soluzioni madri di campioni vengono preparatdéizaando acqua deionizzata
filtrata con sistema MILLI-Q della Millipore (J0 mQ).

Il gel di silice utilizzato per le colonne cromatafiche flash e Machery-Nagel ed ha
granulometria 230-400 mesh. Per la cromatografiatiaio sottile sono state utilizzate

lastrine di gel di silice Merck tipo 60:5.

153



Parte sperimentale

9.3. Sintesi

| saccaridi MSH e TSH sono stati sintetizzati segloela procedura di letteratura

per la sintesi del tiolo DSFfed & la seguente:

o
B \/\/\/\)J\ Potassio tioacetato s\/\/\/\)j\
—_—
' OH N OH
0

Acetone, 40°C LI
Pentafluorofenolo
EDAC, CHyCl, 25°C
F

oF F
\/\/\/\)?\ i Sacceride NHy S \/\/\/\/u\
. -
\n,S /\/\H Saccaride \n/ [©) F
]

DMF, Dipea, 40°C o) F
NaOMe
25°C

o]

HS\/\/\/\)L /\/\N.Saccaride
H

N
H
MSH/DSH/TSH

9.3.1. 8-tioacetil pentafluorofenil ottanoato (LII)

L’acido 8-bromoottanoico (2.00 g, 8.96 mmol) é ststiolto in acetone (60 mL) e
sono stati aggiunti 2.25 g (19.72 mmol) di potassi@cetato. La reazione € stata
mantenuta a riflusso per 48 ore. E’ stato poi evatpal solvente ed il solido disciolto
in CH,Cl, (20 mL). La soluzione organica e stata lavata aogua (5 x 20 mL) ed
anidrificata con Ng5O,. Evaporando il solvente si ottengono 1.917 g (98%&cido 1-
(tioacetil)ottanoico I(I ) sotto forma do olio aranciontH-NMR (CDCk, 250 MHz), 5
2.83 (t, 2H, 7 Hz), 2.31 (t, 2H, 7 HZz), 2.29 (s,)3H59 (m, 4H), 1.30 (m, 6H).

L’acido 1-(tioacetil)ottanoico ottenuto (1.917 g,/8 mmol) e stato disciolto in
CH.Cl, (60 mL) e sono stati aggiunti 2.101 g (11.414 mnablpentafluorofenolo e
2.188 g (11.414 mmol) di EDAC-HCI. La miscela é&astaantenuta in agitazione sotto
azoto per 12 ore. La soluzione organica €& statatdacon acqua (5 x 20 mL) e
anidrificata con Ng50O,. L'estere attivo desiderato e stato poi purificatamite
cromatografia flash (eluente: GEl,/Etere di petrolio 1:1). Sono stati ottenuti 1.3514
(39%) di prodotto sottoforma di olio giallino.

'H-NMR (CDCk, 250 MHz),&: 2.82 (t, 2H, 7 Hz), 2.62 (t, 2H, 7 Hz), 2.27381), 1.72
(gn, 2H, 7 Hz), 1.54 (gn, 2H, 7 Hz), 1.34 (m, 6H).
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9.3.2. Sintesi dei tioli MSH e TSH

Ad una soluzione in DMF (4 mL) contenente I'8-tietitpentafluorofenilottanoato
LIl (159 mg, 0.409 mmol) sono stati aggiunti sottot@f34 mmol delle ammine (M,
D o T) e DIPEA (53 mg, 0.41 mmol). Si & mantenatadazione a 40°C sotto azoto per
una notte. Il solvente é stato rimosso all’evapoeatotante e il prodotto isolato tramite
triturazione con diclorometano/etere di petrolioedvante centrifugazione si sono
ottenuti i tioli protetti con rese del 50/60 %. Haprotezione & avvenuta mediante la
reazione in metanolo con 1.2 equivalenti di NaOMenraperatura ambiente per un ora.
Dopo questo periodo il pH é stato portato a 5 c8n &lil solvente evaporato ottenendo

i prodotti desiderati sotto forma di solidi biandoin resa quantitativa.

MSH:

'HNMR (250 MHz, BO) & 4.70 (s, 1H), 4.49 (br d, J = 3.5 Hz, 1H), 3.88 @H),
3.85-3.50 (m, 3H), 3.40-3.25 (m, 4H), 2.53 (t, D.2Hz, 2H), 2.24 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
2.09 (s, 3H), 1.78 (gn, J = 6.5 Hz, 2 H), 1.63(#),4L.45-1.35 (m, 6H).

ESI-MS+(HO+HCOOH 0.1%) m/z: calc. (M+H 437.22, trovato 437.2; calc. 459.21
(M+Na"), trovato 459.2.

TSH:

'HNMR (250 MHz, DO) & 4.53 (br t, J = 4.5 Hz, 1H), 4.47 (m, 1H), 4.40, (LH),
4.3-3.95 (m, 9H), 3.9-3.8 (m, 4H), 3.75-3.60 (M),BH5 (M, 1H), 3.13 (t, J = 7.0 Hz,
2H), 2.55 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.3-1.9 (m, 6H),2(8, 3H), 2.07 (s, 6H), 1.79 (gn, J =
6.3 Hz, 2H), 1.60 (m, 4H), 1.4-1.2 (m, 6H).

ESI-MS- (HO) m/z: calc. (M+H) 997.34, trovato 997.4.

9.4.Caratterizzazione delle nanoparticelle d’'oro passiate

Gli spettri UV-Vis delle particelle dal diametro @ nm sono quelli tipici di
nanoparticelle d’oro di dimensioni nanometrichen am intenso assorbimento non
strutturato in tutto l'intervallo del visibile chdecresce al crescere dalla lunghezza
d’onda, mentre per i campioni M5 e M3.5 si puo osme la presenza della banda

plasmonica a circa 500 nm. La presenza di particgildimensioni nanometriche e
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confermata dall’analisi al microscopio a trasmiesicelettronica figure 106-108: il
diametro medio é risultato essere di 1.9£0.3 nm pampioni da 2 nm, 3.4+0.3 nm per
i campioni da 3.5 nm e 5.2+0.3 nm per i campionbdan.

Counts, n

2

Diameter, nm

Figura 106: Immagine TEM e distribuzione delle dimensioni eeflanoparticelle M2 (la barra
corrisponde a 6 nm).

count, n

2 4 6

diameter, nm

Figura 107: Immagine TEM e distribuzione delle dimensioni elalanoparticelle M3.5 (la barra
corrisponde a 6 nm).

count, n

2 3 4 5 6 T 8
diameter, nm

Figura 108: Immagine TEM e distribuzione delle dimensioni eeflanoparticelle M5 (la barra
corrisponde a 6 nm).
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Per quanto riguarda la composizione del monostraganico della superficie delle
particelle & stata investigata mediafkeNMR: gli spettri figura 109 mostrano il
tipico allargamento anisotropico dei segnali, cheisgontra per molecole legate a
colloidi (a causa della bassa velocita di rivolm&p In ogni caso i campioni risultano
puri ed esenti di contaminanti a basso peso ma@eedhd eccezione di un singoletto a

circa 1.7 ppm attribuito all’acetato di sodio).

TS ‘ J
water
NaAc
1 — ;”. |
- ) I'J“:'t,-“\"\lu‘l\kjk_ _ U'ka_ L ~
D5 ‘
water | g NaAc
| F
| il
/| M\ PAl
_ - ___/' LWV A a "\"‘\/\._
water ||
MS5 |

T T T T 7 vV v T 1T 7T 7 1 T T T
850 €00 7S50 700 650 600 550 S00 450 400 350 300 250 00 10 100 050 000

ppm

Figura 109 Spettri'HNMR (300 MHz, BO) dei campioni di nanoparticelle passivate.

L’assenza di specie molecolari libere e stata icatifi tramite spettri NMR
diffusion filter (LEDBP), nei quali € possibile @ssare esclusivamente i protoni del
monostrato organico della nano particella in quansseggono un basso coefficiente di

diffusione figura 110.

’ |

L e e e e e
8.0 7.0 6.0 50

ppm

A
h ‘I/\\/J\/
B RS
40 30 20 1.0

Figura 110: Spettri'"HNMR diffusion filter (300 MHz, fD) dei campioni di nanoparticelle passivate:
mixing time 0.2’ s, T = 28°C.
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Dal confronto tra gli spettri digura 109e 110si puo osservare che (ad eccezione
dellinquinante sodio acetato e del solvente) sassenti composti non legati alla

nanoparticella.

Per quanto riguarda i campioni di nanoparticell@ coonostrati misti (75M5 e
50M5) non € stato possibile determinare I'esattapmsizione tramite integrazione dei
segnali dei normali spettri NMR in quanto i picathei due tioli risultano essere
sovrapposti tra loro. E’ stato quindi necessariegage (su una piccola aliquota di
campione) il distacco dei tioli dal monolayer medéiodio con I'ottenimento di spettri

di piu facile interpretazione ed integraziofigyra 111).

B
50 40 350 300 250 2.0

Figura 111: Spettri'HNMR delle nanoparticelle 75M5 prima (a) e dopo kb)degradazione mediante
iodio. L'integrazione dei picchi x e y fornisleecomposizione del monolayer.

Per ottenere un’ulteriore conferma dell’'esatta cosigione e dimensione delle
nanoparticelle sono state eseguite analisi termoygedriche (TGA) che forniscono il
rapporto tra la parte organica e quella inorganiedigura 112 e riportato un tipico
profilo termogravimetrico per un campione di nantipelle passivate. Si puo osservare
che la maggior parte del processo degradativo agvie i 200 e i 400 °C, temperatura
usuale per i comuni composti organici. La lettueladmassa per la determinazione del

rapporto oro/parte organica e stata effettuatatattgperatura di 700 °C.
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peso, [%]

Temperatura, [°C]
Figura 112 Profilo termogravimetrico per il campione M5. delta di scansione 20°C/min sotto azoto

| dati ottenuti con le varie tecniche sono ripartattabella 11e sono tutti in buon
accordo tra loro e con i valori delle formule migirdelle nanoparticelle ritrovate in

letteratura aventi queste dimensioni.

Comp:;)sizione Diametro % Parte organica % Parte
Campione [.0] 1 [nm] (Integrazione picchiHNMR con organica
Integrazione segnali .
( 1HNMR) (TEM) standard interno) (TGA)
M5 100 5.1+0.9 20 19
D5 100 5.3+0.8 21 -
T5 100 5.2+0.9 22 -
75M5 74 5.2+0.8 18 -
50M5 49 5.1+0.7 18 -
M2 100 1.9+0.3 45 43
M3.5 100 3.4+0.6 31 -

Tabella 11:Valori della composizione e delle dimensioni deli@oparticelle ottenuti tramite le tecniche
descritte.

Tutte le nanoparticelle in esame sono risultateressompletamente solubili in
acqua. Le soluzioni madri sono state preparateduamQ e le concentrazioni di unita
saccaridica sono state determinate tramite intemmazdei picchi'HNMR di una
piccola aliquota di soluzione madre liofilizzatasalolta in DO e addizionata di una
guantita nota di nitrometano usato come standadatria. Le soluzioni madri risultano

essere stabili in soluzione acquosa per moltensaie.
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meningitidis Antigens**
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Several pathogenic bacteria present coats (capsules) of
saccharides that modulate their interaction with cells and
proteins, including antibodies. Because polysaccharides are
typical T-independent antigens they are poor immunogens,
especially in infants and young children. Moreover, they do not
establish long-term immunological memory.!!! The conjugation
with a protein carrier turns polysaccharides into T-dependent
antigens, which is very effective for vaccine formulations.>~!

Systems (molecules or surfaces) that present several copies
of identical units are dubbed multivalent. Multivalent inter-
actions!”! are characterized by the simultaneous binding of
multiple ligands on one biological entity to multiple receptors
on another. These interactions have a number of character-
istics that monovalent interactions do not have. In particular,
multivalent interactions can be collectively much stronger than
the corresponding monovalent interactions, and they can
provide the basis for mechanisms that are fundamentally
different from those available in monovalent systems. The
antibody—polysaccharide interaction is one of these multi-
valent interactions,’™ and it has been shown that synthetic,
monovalent saccharides perform very poorly in vaccine
formulations when compared to multivalent systems.'”! For
this reason scientists involved in the preparation of synthetic
vaccines!' "2 are currently designing clusters of saccharides!'!
to boost the interaction with antibodies. Multivalent sacchar-
ide-based systems have been obtained by functionalizing
branched scaffolds,['*'* dendrimers,[*™ and organic[m] and
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metal nanoparticles. Among the latter, gold nanoparticles
(glyconanoparticles) are receiving considerable attention.l'7-2!
Compared to other multivalent systems those based on gold
nanoparticles (gold clusters protected by a monolayer of
organic molecules, Au-MPC) have the enormous advantage of
being (at least in principle) very easily accessible, as they are
obtained through a self-assembly process once the constituent
monomers have been prepared.ml Typically these monomers
are connected to a thiolated tether that provides the strong
interaction with the surface of the metal cluster./*”

Among the saccharide-coated bacteria, Neisseria meningi-
tidis is responsible for severe epidemics in the sub-Saharan
region of Africa (the so-called “meningitis belt””). Annual
incidence of the disease in this area may reach peaks as high as
1% of the population. From the chemical composition of the
polysaccharide capsule of the bacteria 13 serogroups can be
defined, with 90% of the infection caused by serotypes A, B, C,
Y, and W135. Group A (Men A, see formula A in Scheme 1 for
the structure of the repeating unit in the capsular polysacchar-
ide) appears to be the most noxious strain. Literature data
clearly demonstrate that resistance to bacterial infection is
mediated by the production of specific antibodies against the
bacterial capsular polysaccharides (CPSs). Vaccines containing
purified CPSs, as antigenic materials, conjugated to a carrier
protein (i.e., tetanus toxoid, diphtheria toxin) have been shown
to be effective in inducing immune response. A large-scale
vaccination campaign has been recently launched against
serotype C (Men C) in European countries to control
hyperendemic serogroup C meningococcal disease.l*®! One
of the main problems in the preparation of these glycoco-
nonjugates is the difficulty in obtaining CPS fragments of
acceptable purity, so that their chemical synthesis appears to be
a valuable option. They are, however, susceptible to hydrolytic
degradation, making the synthesis of a fully synthetic
glycoconjugate vaccine a difficult endeavor.

To overcome this problem synthetic analogs are pursued
and, in this regard, some of us have recently reported[27] the
synthesis of chemically modified saccharide fragments of Men
A CPS, in which the phosphodiester bridge connecting the
glycosidic units has been substituted with a phosphonate as a
hydrolytically more stable moiety. Competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) experiments performed using
anti-Men A human polyclonal antibodies showed promising
results. However, these synthetic analogs were lacking the key
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Scheme 1. Structure of the repeating unit of the capsular polysaccharide of type A Neisseria
mengitidis (A, R=H or Ac) thiolated saccharides (1-3) and monomeric ones (4-6) used in this

study.

feature of multivalency for a really strong interaction with the
protein as no more than three glycosidic units were present in
their structure. For this reason we decided to prepare a
multivalent, chemically stable polysaccharide equivalent, and
selected gold nanoparticles as templates for the self-assembly
of the phosphono analogs of natural Men A. This choice was
motivated by two considerations: the obvious advantage of the
self-assembly process over a fully synthetic approach and the
possibility to obtain, easily, multivalent systems of different
size and monomer composition, taking advantage of the
straightforward protocol we have recently reportedpg] for the
preparation of water-soluble, monolayer-protected®”! gold
nanoparticles.

Accordingly, thiolated derivatives 1-3 were prepared by
connecting the corresponding mono-, di-, and trisaccharides
4-6%"! to 8-mercapto octanoic acid via trivial amide bond
formation and subsequently used for the passivation of the gold
nanoparticles following our procedure.”®! In this way we
prepared nanoparticles of different size (5, 3.5, and 2nm in
diameter) by using thiol 1; different sugar composition (mono-,
di, and trisaccharides) by using thiols 1-3 and Snm size
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MATERIALS

nanoparticles; and different saccharide per-
centage on the covering surface (100%, 75%,
50%) by mixing thiol 1 with polyether-
functionalized thiol 7 and using 5 nm diameter
nanoparticles. The collection of saccharides
studied and the nanoparticles prepared are
reported in Schemes 1 and 2. All nanoparti-
cles were fully soluble in water and proved
stable for several days in this solvent. The
obtained collection of glyconanoparticles was
characterized for their size (by transmission
electron microscopy (TEM)) and monolayer

NHAc purity and composition ("H NMR). Stock

-0 solutions of the nanoparticles were subjected
to NMR analysis using an internal standard to

O determine the concentration. The data
5 SN, matched well with the percentage of organic
component obtained from the thermogravi-
metric analysis (TGA). All of these data are
reported in Table 1, while details of the
characterization are reported in the Support-
ing Information.

0 Furthermore, in order to ascertain that the
thiols were fully bound to the nanoparticles,

o] we have run '"H-NMR spectra using a low
eddy currents distortion bipolar gradient
pulses (LEDBP) sequence that allows one
to differentiate molecules present in solution
on the basis of their diffusion coefficient.
Obviously, those not bound to the nanopar-
ticles diffuse faster than those bound. The
analysis revealed that, after purification, no
unbound thiols (or other additives) were
present in solution.

The different components of this collection
of fully synthetic glyconanoparticles were tested for their
ability to compete with natural Men A for binding to anti-Men
A mouse polyclonal antibodies in ELISA. In a typical
experiment (see Experimental for details) the inhibition by
the different glyconanoparticle preparations of the binding
between Men A coated onto the ELISA plates and anti-Men A
specific antibodies was measured. To rule out the possibility

]

S\/\/\/\)kNH—Saccharide

Au
2-5nm
(0]
S\/\/\/\/[L
N0
n: 50-100% m
m: 0-50%

Scheme 2. Saccharide-functionalized Au-MPCs (8-14, see Table 1) used
as synthetic antigens.
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Table 1. Characterization of Au-MPCs passivated with thiols 1-3 and 7.

Au-MPC Thiol composition [a] Size [b] % Organic|c]
(relative %) [nm] (Au:S)
] 1 (100) 5.140.9 20, 19[d] (9.5)
9 1/7 (74/26) 524038 18
10 177 (49/51) 5.140.7 18
il 1 (100) 34406 31 (5.2)
12 1 (100) 19403 45,43 [d] (3.1)
13 2 (100) 534038 21
14 3 (100) 52409 22

[a] From "H NMR analysis of the organic component after decomposition of the
nanoparticles by treating them with |,. [b] Diameter, from TEM analysis. [c] From
"H NMR integrals using an internal standard, unless otherwise noted. [d] From TGA
analysis.

that saccharide monomers bound nonspecifically to the plate
surface, thus giving false high 50% inhibition (ICs,) values, we
performed control experiments in which the surface-adsorbed
Type A polysaccharide had been substituted with compounds
having similar structures, but that were not recognized by the
specific anti-Men A antibody. This was done by coating the
ELISA plates with colominic acid, a polysaccharide from
Escherichia coli, or Streptococcus pneumoniae (F19) poly-
saccharide. The obtained results (see Supporting Information,
Figure S10) indicate that no nonspecific binding occurs under
the experimental conditions used.*"!

Figure 1 shows the data obtained for the 5 nm nanoparticles
8,13, and 14, functionalized with 100% of the thiols bearing the
monomeric, dimeric, and trimeric saccharides (thiols 1-3). For
comparison, activity data obtained with oligomers 4-6 are also
reported. It was not surprising to observe that, although to a
different extent, all glyconanoparticles were unable to fully
inhibit the binding of Men A to its specific antibodies (100%
inhibition). This could be ascribed either to immunological
characteristics of the polyclonal antibodies we used, or to
intrinsic properties of the new synthetic compounds. The ICs,
values reported in Table 2 were determined from the inflection
of the inhibition curve in the competitive ELISA experiments,
and they indicate that the glyconanoparticles have higher
affinity than oligomers for binding to the specific antibodies.

Analysis of Figure 1 reveals that the multivalent glycona-
noparticles 8, 13, and 14 are more potent than oligomers 4-6,
with a decrease in the I1Cs( values of two orders of magnitude.
The similar biological effect of the three glyconanoparticles
passivated with the mono-, di-, and trisaccharides indicates that
there is no advantage in the functionalization of the monolayer
with the oligomeric sugars compared with the monomeric one,
as the antibodies do not appear to recognize the number of
saccharides per thiolated unit but the whole glycosidic surface
of the nanoparticle. This is further confirmed by the decreased
activity of the glyconanoparticles following the decrease in the
percentage of glycosidic units in the passivating monolayer.
Note that the reported ICs, values refer to the concentration of
the thiolated units and not to that of the nanoparticles.
Accordingly, the decrease in ICsy (almost one order of
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% Inhibition
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1.0x10-6 1.0x10-4 1.0x102

Concentration / M

Figure 1. Inhibition (%) of the binding of Men A to mouse polyclonal
antibodies in competitive ELISA experiments with Au-MPCs 8, 13, 14 and
saccharides 4-6. Concentrations refer to the saccharide component in the
nanoparticles. Key to symbols: Men A (circles. solid line), 8 (diamonds,
solid line); 13 (squares, sold line); 14 (triangles, solid line); 4 (diamonds,
dashed line); 5 (squares, dashed line); 6 (triangles, dashed line).

magnitude) on going from 50% to 100% saccharide composi-
tion (Fig.2) in the covering monolayer provides strong
evidence of the multivalent nature of the interaction with
the antibodies. In fact, at an identical nominal concentration of
saccharide in solution, the concentration in the monolayer
increases with composition and it is with the monolayer that
the antibodies interact. The results indicate that a more dense
composition of saccharides on the monolayer surface favors

Table 2. Results of competitive ELISA assays.

System (composition [a]/size [b]) 1Cso [M] Maximum inhibition [%]
Men A 2.8x 108 [] 100
8 (100 [d]/5) 8.7x1077 47
9 (75 [d]/5) 3.2x10°° 30
10 (50 [d]/5) 6.9x10°° 39
11 (100 [d]/3.5) 13%x107° 60
12 (100 [d]/2) 3.7x10°° 52
13 (100 [e]/5) 7.8x 1077 63
14 (100 [f]/5) 1.5%10°° 64

[a] As percentage of saccharide-functionalized thiol and thiol 7, as determined by
"H NMR analysis of the decomposed nanoparticles after treatment with 1. [b] In
nanometers; for the precise size see Table 1. [c] Assuming an average of 15 glycosidic
units per polymer. [d] Thiol 1. [e] Thiol 2. [f] Thiol 3.
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this interaction, lowering the ICsy. In this regard also the
maximum inhibition attained appears to favor the 100%
functionalized nanoparticles, although the trend seems to be
less clear, likely due to the fact that we are using poly- and not
monoclonal antibodies.

The dependence of the activity on the size of the
glyconanoparticles is also interesting: larger nanoparticles
perform better than smaller ones. One possible explanation is
that because of the higher radius of the larger nanoparticles the
curvature of their surface is smaller and, consequently, the
packing of the glycosidic units is higher than in the smaller
systems. Thus, the antibodies better recognize a tightly packed
surface than a loosely organized one, lending further support to
a binding process driven by the recognition of the surface of the
glyconanoparticle. On the contrary, as has been demon-
strated,’®"! a binding process occurring with insertion into the
monolayer covering the gold cluster is favored with smaller
nanoparticles than with larger ones, that is, a trend opposite to
what we observe in this case.

In conclusion, we have shown that the spontaneous
self-assembly of thiolated glycosides, structurally resembling
the monomeric units of Men A, the serotype A of Neisseria
Meningitidis, provides very effective antigens analogs that bind
to mouse polyclonal antibodies specific for this bacterium. In
competitive ELISA experiments the nanoparticles appear to
be almost two orders of magnitude more potent than the
oligomeric saccharides. This activity appears to be related to
the multivalent nature of the nanoparticles, as supported by the
decrease of the ICsy by increasing the concentration of the
saccharides on the monolayer covering the gold nanoparticles.
The advantage of the self-assembly process versus the covalent
oligomerization is also highlighted by the absence of any
relevant advantage of covering the nanoparticles with dimeric
and trimeric saccharides over monomeric ones. Studies aimed
at exploiting these systems as synthetic antigens for immu-
nostimulation are under way in our laboratories.

80
70
60 -
50 +

40 -

10" ECso/ M

30 +

20 A

10

0 T T
50 70 90
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Figure 2. Dependence of ICsq on the percentage of saccharide 1 covering
5nm Au-MPCs. (Note that the ICsq values refer to the concentration of
saccharide and not to that of the nanoparticle).
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Experimental

General: TEM images for nanoparticles size determination were
recorded on a copper grid using a Jeol 300PX instrument. Thiols 2 [28]
and 7 [24], and saccharides 4-6 [27] were prepared following literature
procedures. Nanoparticles 8-14 were prepared following the procedure
reported in Ref. [28]. NMR spectra were recorded on Bruker AC-300
or AC-250 spectrometers. 'H NMR spectra of the glyconanoparticles
and of the organic component of the decomposed nanoparticles after
treatment with I, are reported in the Supporting Information. TGA
traces were recorded by exploring a 30-800°C interval using a
temperature ramp of 20 °C min~' under nitrogen, using a SDT 2960
model TA instrument.

Procedure for the Synthesis of Thiols 1 and 3: To a 4mL solution of
N,N-dimethyl formamide (DMF) containing 8-thioacetyl pentafluor-
ophenyl octanoate (159mg, 0.409 mmol) were added, under a N,
stream, 0.34 mmol of saccharides 4 or 6 and diisopropylethylamine
(53mg, 0.41 mmol). The temperature was raised to 40°C and the
reaction mixture was left to stir overnight. The solvent was then
removed under reduced pressure and the crude purified by trituration
(twice) with dichloromethane/petroleum ether. Centrifugation and
vacuum drying gave thioacetylated derivatives 1 and 3 in 50-60% yield.
These compounds (0.0059 mmol) were dissolved in 2 mL of methanol,
treated with 30 wL of a solution of 10 mg of Na in methanol, and stirred
for 1 h under nitrogen. After this period of time the pH of the solution
was adjusted to 5 with aqueous HBr and the solvent was evaporated to
give quantitatively 1 or 3.

8-Mercaptoottanoylamidopropyl 2-acetamido-2-deoxy-p-D-manno
pyranoside (1): "H NMR (250 MHz, D,0) &: 4.70 (s, 1H), 4.49 (br d,
J=3.5Hz,1H),3.88 (m,2H), 3.85-3.50 (m, 3H), 3.40-3.25 (m, 4H), 2.53
(t, J=7.2Hz, 2H), 2.24 (t, J=7.2Hz, 2H), 2.09 (s, 3H), 1.78 (qn,
J=6.5Hz, 2 H), 1.63(m, 4H), 1.45-1.35 (m, 6H).

ESI-MS + (H,O + HCOOH 0.1%) m/z: caled. (M +HT") 437.22,
found 437.2; caled. 459.21 (M + Na™), found 459.2.

8-Mercaptoottanoylamidopropyl [ (2-acetamido-2-deoxy-pB-p-manno-
pyranosidyl) C-(2-acetamido-2-deoxy-a-p-mannopyranosyl)methane-
phosphonyl] C-(2-acetamido-2-deoxy-a-p-mannopyranosyl)methan-
ephosphonate, disodium salt (3): "H NMR (250 MHz, D,0) §: 4.53
(br t, J=4.5Hz, 1H), 4.47 (m, 1H), 4.40 (m, 1H), 4.3-3.95 (m, 9H),
3.9-3.8 (m, 4H), 3.75-3.60 (m, 6H), 3.55 (m, 1H), 3.13 (t, J=7.0Hz,
2H), 2.55 (t,/ =7.2Hz, 2H), 2.3-1.9 (m, 6H), 2.09 (s, 3H), 2.07 (s, 6H),
1.79 (qn, J=6.3Hz, 2H), 1.60 (m, 4H), 1.4-1.2 (m, 6H).

ESI-MS- (H,0) m/z: caled. (M +H™) 997.34, found 997.4.

Nanoparticle Stock Solution Titration: Stock solutions of Au-MPC
were prepared by dissolving the appropriate amount of material into
milliQ water. An aliquot of that solution was lyophilized and dissolved
in D,O containing nitromethane as an internal standard. Concentra-
tion of the saccharide was determined by comparison of the integrals of
the broad signals of selected regions of the spectrum with the singlet of
nitromethane. The reliability of the evaluation was assessed by
decomposition of a nanoparticle solution with I, and analysis of the
integrals of the much sharper NMR spectrum after centrifugation of
the surnatant. Comparison with the TGA data (if performed, see
Table 1) indicated reproducibility within 15%.

Competitive ELISA: Flat-bottomed plates were incubated overnight
at 4°C with a mixture of Men A CPS (1mg mL™') and methylated
serum albumin (1 mg mL™"). A solution of 5% fetal bovine serum in
phosphate buffered saline supplemented with Brij 35 (0.1%) and
sodium azide (0.05%) was applied to the plates for blocking
non-specific binding sites. The plates were incubated overnight at
4°C with a solution (1:400) of mouse anti-Men A, used as reference
serum. This serum was obtained from mice vaccinated with
antimeningococcal A 4+ C+ W135+Y polysaccharide vaccine. When
saccharide or glyconanoparticles competitors were tested, they were
added to each well just before the addition of the reference serum. The
plates were then incubated with alkaline phosphatase-conjugated
antibody to mouse IgG, stained with p-nitrophenylphosphate, and the
absorbance was measured at 405nm with an Ultramark microplate
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reader. Experiments were repeated in triplicate. Control experiments
to verify unspecific binding were performed by coating the ELISA
plates with Colomic Acid from Escherichia coli (Sigma) or Strepto-
coccus pneumoniae (F19) polysaccharide (a generous gift from
Sanofi-Aventis).
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DNA phosphodiester bonds are hardly hydrolyzed under neutral
conditions and represent a real challenge for chemists but not for
enzymes, which succeed in this task exploiting a perfect organiza-
tion of metal ions and organic groups in their active sites." Synthetic
catalysts for DNA hydrolysis with good activity have been obtained
by using Ce(IV), Cu(Il), and Fe(III) complexes, but Zn(II)-based
agents are generally less efficient.' Zn(II) is the metal ion preferred
by hydrolytic enzymes, and it is nontoxic, redox inactive, and bio-
available. Hence, efficient Zn(II)-based catalysts would constitute
a remarkable achievement particularly for biomedical applications.'*"
It is common wisdom that good catalysts for phosphate cleavage
require properly designed multinuclear catalytic sites. We describe
here a new catalyst obtained by self-assembling multiple copies of
the thiolated ligand 1 (Chart 1) on the surface of monolayer-
protected gold nanoparticles (MPGNs).? High activity and a new
mode of action arise from the multivalent nature of the catalyst.>

Zn(II) complexes of BAPA (Chart 1) derivatives efficiently elicit
the cooperation between metal Lewis acid activation and hydrogen
bonding to achieve increased hydrolytic activity toward phosphate
diesters.*> For this reason, thiol 1 was selected as a Zn(II)-ligand
for the preparation of the hydrolytic MPGNs. Thiol 2, bearing a
tri(ethyleneglycol) unit, was also introduced in the coating mono-
layers to improve water solubility of the nanoparticles. MPGNs
(1.8 £ 0.7 nm gold core diameters) were prepared following our
recently reported two-step protocol.”® Two different 1 to 2 ratios
were realized in the coating monolayer (1:9 and 4:6) corresponding
to the average formulas Auygi17264 (19..--MPGN) and Augg;125243
(194-MPGN)), respectively (see Supporting Information, SI).

Incubation of 1-MPGN-Zn(II) with the DNA model substrate
bis-p-nitrophenyl phosphate (BNP) in 93:7 water/methanol buffered
solutions at 40 °C resulted in substrate cleavage with the concomi-
tant formation of p-nitrophenolate and p-nitrophenyl phosphate
(MNP). The influence of pH on the reactivity is very small for
both 1¢4-MPGN-Zn(II) and reference 3-Zn(Il) in the interval 7—9.5
(SL Figure S5), indicating that the catalytically relevant nucleophile,
likely a metal bound hydroxide, is fully formed under these
conditions.® The reactivity gain due to the confinement of the Zn(II)
complexes on the nanoparticle monolayer is remarkable: at pH 7,
19.4~-MPGN-Zn(1I) hydrolyzes BNP 100 times faster than 3-Zn(II)
at the same concentration (50 uM) of the metal complex. The
observed rate constant is 3.6 x 107> s~ ' with a 300 000-fold
acceleration over the background reaction.”

Figure la reports the reactivity of 1-MPGN at pH 8.0 as a
function of Zn(II) added. The reactivity levels off immediately after
the addition of 1 equiv of Zn(II), indicating full binding of the metal
ions to the 1 units.® The nonmonotonic increase of the reaction

" Dipartimento di Scienze Chimiche, Universita di Padova.
* Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Universita di Padova.
§ Dipartimento di Chimica Fisica, Universita di Venezia.
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Chart 1. Ligands and MPGN Schematic Structure (NP:
p-Nitrophenyl)

BNPNPO\ pre N ™ BAPA:R=H
Prof N 1:R= (CHpsSH

NH, 3: R=(CH2)2CH;

A=-Z

an HOZ N

rate toward saturation suggests the presence of two different active
species, depending on the Zn(I) loading of the nanoparticles.
Plausibly, these two species can be identified as monometallic and
dimetallic sites spontaneously formed at the nanoparticles surface,
the first being predominant at low metal loadings, due to electro-
static repulsion, and the latter forming when a larger amount of
metal complexes are formed.

The kinetic profiles could be fitted with a model assuming the
contribution of both of the species each with different reactivity
and present in different amounts (see SI). The relevant parameters
obtained are reported in Table 1 together with the affinity constants
of the reactive species for phosphate diesters determined by
competitive inhibition experiments with dimethyl phosphate (Kpyp)*’
and, when possible, by Michaelis—Menten kinetics with BNP
(Kswmp, see ST)."? Analysis of the data summarized in Table 1 unveils
several aspects of the reactivity of the MPGN. As can be expected
(entries 5 and 7), the probability to form dimetallic sites on the
particles at full metal loading depends on the relative concentration
of ligand units in the monolayer. Thus, in the case of 1p4-MPGN
91% of 1 units can form dimetallic sites, while only a small fraction
(30%) can do the same in the less concentrated monolayer of 1¢1-
MPGN. The reactivity of such dimetallic sites is 2 orders of
magnitude larger than that of the monomeric reference complex
3-Zn(II) (compare entries 2, 5, and 7). In systems where precom-

aform il
@formll

form Il + form Ill, %
@

0 . . .
0.0 0.5 1.0 1.5 0 1 6 10 15
Zn(ll) equivalents [1-Zn(], uM

Figure 1. (a) Rates of BNP cleavage by 1p,-MPGN (H, [1] = 1.0 x 1073
M) and 194-MPGN (@, [1] = 5.0 x 10~> M) as a function of the equivalents
of Zn(Il) added at pH 8.0 (line: best fit of the data, SI). [HEPES] = 50
mM, [BNP] =2 x 107> M, 40 °C; (b) Extent of pBR 322 plasmid DNA
forms II and III produced after cleavage with different concentrations of
10.4-MPGN-Zn(II). [DNAp] = 12 uM. [HEPES] = 20 mM, pH 7, 37 °C,
24 h.
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Table 1. Apparent Second-Order Rate Constants (k2) for BNP
Cleavage, DMP Binding Constants (Kpmp), and Relative Reactivity
(kre) for Different Zn(ll)-Based Agents (pH 7, 40°C unless
otherwise noted)

entry catalyst k(7MY Kowp (M) Keel ref
1 OH™ 24 x 107% — 1 9
2 3-Zn(I) 0.012° 1.0 x 10? 500 ¢
3 5-Zn(ID), 0.0055> 3.1 x 107 230 ¢
4 194-MPGN-Zn(II) 0.11° 1.3 x 107 4583 ¢
5 [1o.-MPGN-Zn(ID)], 1.5® 22 x 10° 62500 ¢
(4.7 x 10%H¢
6  194-MPGN-Zn(Il) 0.45° 8.3 x 10? 18750 ¢
7 [194-MPGN-Zn(Il)],  1.4* 3.7 x 10° 58333 ¢
8  pseudoHis-Zn(II) 0.0030¢ n. d. 125 10
9  BPAN-Zn(Il), 17 x 107 8.6 x 10' ¢ 7 11
10 QX-TACN-Zn(Il);  0.0042 n. d. 175 12

@35 °C. ”pH 8. ¢ This work. ¢ Kgnp. ¢ 50 °C.7pH 11.

plexation of the substrate occurs, both binding and intrinsic
reactivity of the catalytic site contribute to the second-order rate
constant. Kpyp values reveal that in the present case most of the
reactivity gain derives from enhanced binding.'* Incidentally, such
a high affinity for DMP further supports the dimetallic nature of
these sites since the Kpyp values determined are much larger than
those, lower than 100 M, usually measured for monometallic
Zn(II) complexes® and similar to that of 2.7 x 10> M~' (pH 7, 25
°C) reported for the dimetallic complex 4-Zn(II),.* Moreover, in
the case of 191;-MPGN, for which the binding constants for both
DMP and BNP could be obtained, a relevant hydrophobic contribu-
tion to binding is evident (Kgnp = 20Kpwmp).

Remarkably, also the activity of the mononuclear sites on
1-MPGN (entries 4 and 6) is considerably larger than that of
reference 3-Zn(Il). In this case too, for both 1y;-MPGN and 14-
MPGN nanoparticles, the data indicate a relevant contribution to
the activity due to enhanced binding. The more pronounced effect
observed with 194-MPGN could be the result of a combined
interaction of the substrate with a monometallic complex and
adjacent ammonium ions of protonated, uncomplexed ligands.

Comparison of the reactivity of 1-MPGN with binuclear complex
5-Zn(l), (entry 3) gives full account of the effectiveness of the
nanoparticles-based catalyst. In both cases two BAPA-Zn(II) units are
held in proximity with a poorly preorganized arrangement, but while
nanoparticles show high reactivity, 5-Zn(II), is even less efficient than
the mononuclear counterpart 3-Zn(Il). Inspection of entries 8—10,
summarizing the reactivity of the most efficient Zn-based catalysts
for BNP so far reported, reveals that such behavior is not uncommon
with binuclear Zn(II) complexes, which usually behave quite poorly
with this substrate even in the case of preorganized systems.'® It is
thus very remarkable that the spontaneous and flexible organization
of the reactive sites on the 1-MPGN monolayer forms binuclear Zn(II)-
based catalytic sites with high activity.

The encouraging results obtained with BNP prompted us to
exploit 1-MPGN multivalency in the cleavage of a multivalent
substrate like DNA. Considerable activity was indeed observed.
Incubation of pBR 322 plasmid DNA with 194-MPGN-Zn(Il) at
pH 7.0 and 37 °C for 24 h resulted in its significant cleavage (Figure
1B), whereas no reaction at all was observed with monomeric
3-Zn(II) (SI). The pseudo-first-order rate constant estimated at the
maximum 15 4M Zn(Il) complex concentration accessible'® is 2
x 107® s7', a 5 orders of magnitude rate acceleration over
uncatalyzed DNA hydrolysis.'® Such a result appears even more
remarkable if one considers that, for simple geometric reasons, only
a fraction of the Zn(Il) complexes present on a single nanoparticle
can interact with the bound substrate. Most important, the amount
of linear DNA (form III) formed is 50% larger than that of nicked
DNA (form II). More than 100 single strand cleavage events are
needed to obtain linearization in the case of a random process.'’

Thus, the formation of an amount of linear form largely exceeding
the nicked one in the early stages of the reaction indicates that
19.4~-MPGN-Zn(II) preferentially performs double strand cleavage.

The use of nanoparticles bearing an array of active units implies
trading preorganization and rational design for flexibility and self-
organization. The gain obtained on activity is impressive. The most
effective Zn(II)-based catalyst so far reported provides a 36 000-fold
acceleration for the cleavage of BNP at pH 7 and 3.6 mM complex
concentration (Table 1, entry 8).'<'° 19 4-MPGN-Zn(II) at only 50 uM
Zn(IT) complex concentration produces a 300 000-fold rate acceleration
(pH 7, 40 °C). The second-order rate constants measured for the
dimetallic sites in the nanoparticles well compare with those observed
for the most reactive lanthanide and Co(IIT) complexes.”* The activity
against DNA is less impressive but characterized by an unprecedented
ability to perform double strand cleavage. Such behavior is typical of
enzymes but extremely difficult to attain with artificial systems'® and
can be ascribed to the multivalent nature of the nanoparticle-based
catalyst. In fact, in the contact area between DNA and the nanoparticle
surface, several reactive sites are present so that contemporaneous
attack on both strands is possible.
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Nucleases, enzymes hydrolyzing phosphodiester bonds in nucleic
acids, play a fundamental role in the processing of genetic information.
Moreover, they achieve record-level rate accelerations (up to 10'®) in the
cleavage of one of the most stable bonds in nature.' As in most cases of
enzymatic catalysis, mechanisms of action of nucleases are still not fully
understood and their better comprehension, also obtained through model
studies, could give important information on chemical reactivity. A crucial
role in most nucleases is played by at least one metal ion (Mg(I), Ca(Il),
and Zn(1II)) present in the active site, which activates the fissile phosphate
group toward nucleophilic attack and favors the deprotonation of a
coordinated water molecule or alcoholic hydroxyl (Ser) to provide a
reactive nuclophile.'> However, fundamental contributions are also
provided by other functional groups present in the active site. In several
metallonucleases a key residue is a highly conserved Lys group located
just behind the water molecule best placed to attack the phosphate.” Early
hypotheses suggested that the positively charged Lys ammonium group
could stabilize the developing negative charge on the transition state.>*
More recently, it has been proposed that the role of this group may be
that of cooperating with the metal ion in helping the deprotonation of the
attacking water molecule.® An unanswered question that arises when these
two mechanisms are considered concerns the effect of the pK, decrease
of the attacking nucleophile on its reactivity. Undoubtedly metal coordina-
tion increases the amount of nucleophile available at physiological pH,
but what about its reactivity? And is further activation by external charged
centers needed, or could it be detrimental for reactivity?

Measuring f3,,c values of nucleophiles toward metal-activated phos-
phates is hampered by the difficulty in dissecting this contribution to
activity from other ones.* We reasoned that, in the case of metal-bound
alkoxide nucleophiles, such as our previously studied and highly reactive
Zn(I) complex 1 (Chart 1),>*" chemical modification of the alcoholic
arm could allow modulation of its acidity and evaluation of its effect on
reactivity. The high hydrolytic activity of complexes based on the bis(2-
amino-pyridinyl-6-methyl)amine (BAPA)>° should allow easy investiga-
tion of the substituent effect. Thus, we designed 2, where an ammonium
group is located behind the active nucleophile similarly to the Lys group
in nucleases, and 3, where the electron-withdrawing CF; group is

Chart 1. Complexes and Substrates Used (for Each Substrate, the
Most Accepted Mechanism of Its Metal lon-Promoted Cleavage Is
Reported)
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Table 1. Ligand (pK") and Zn(ll) Complexes (pK",) Deprotonation
Constants and Zn(ll) Complexation Constants (log K) for 1—3 As
Obtained from Potentiometric Titrations (NaCl 0.1 M, 25 °C, Errors Are
within 5%)

H L% (LZnP+
complex pK' pK? pK® pK*  log Ki  pK'.a  pKa Pk,
1¢ - 7.72 533 1.95 6.68 7.94  9.96 -
2 9.09” 7.13 536 <2 6.08 7.64  8.07 9.44"
3¢ 10.72¢ 723 549 < 6.00 7.86  8.16 -

“ Data from ref 5b. © Ammonium group. < NaClO4 0.1 M. ¢ Alcoholic
group.

introduced to mimic the effects of the ammonium group on the acidity of
the alcoholic residue but without concomitant electrostatic effects due to
the positive charge. Although Zn(II) is not the most diffused divalent ion
in nucleases as compared to Mg(Il) and Ca(Il), it allows realization of
stable complexes with a well-defined geometry that allow us to draw sound
conclusions from their study.

Potentiometric titrations confirmed the similarity of the pK, of the two
alcoholic groups of 2 and 3. Table 1 reports for the complex formation
constants (log Ky) and the pK, of the metal-bound species (pK",). The
ionization behavior of the complexes is quite complex. Previous investiga-
tion with 1 lead to attributing the two deprotonation events observed
respectively to a metal-bound water molecule (pK',) and to the alcoholic
group (pK%).>" In 2, as proposed for the Lys residue in enzymes, the
presence of the ammonium strongly affects the acidity of the neighboring
metal-bound alcoholic hydroxyl, lowering the pK?, by ~2 units. Likely,
such increased acidity is due to intramolecular H-bonding or electrostatic
stabilization of the deprotonated alcoholic residue. The acidity of the
alcoholic group in 3 is close to that for 2, confirming the effects of the
CF; group on the alcoholic residue are similar to those of the ammonium.

The possibility of 2 to mimic a nuclease active site is also confirmed
by DFT calculation on its complex with the DNA model substrate bis-
p-nitrophenyl phosphate (BNP, Chart 1). The minimized structure (Figure
1 (left), details in Supporting Information (SI)) reveals an extended network
of intracomplex interactions. Besides the expected intramolecular H-bonds
between the pyridine amino groups and the phosphate oxygen bound to
Zn**, two other relevant H-bonds, both from the NH;™" group, are detected.

0.015
0.010
0.005

0.000
6

Figure 1. (Left) Solution-phase (PCM model) optimized structure of 2-BNP in
its monodeprotonated form (H-bonds evidenced by dashed red lines; colors: Zn,
gray; P, yellow; C, cyan; O, red; N, blue; H, white). (Right) pH dependence of
second-order rate constant for the reaction between BNP and Zn** complexes 2
(O) and 3 (@) at 25 °C ([buffer] = 5.0 x 1072 M).

10.1021/ja9033236 CCC: $40.75 © 2009 American Chemical Society
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Table 2. Kinetic pK, Values? (pK",;) and Second-Order Rate
Constants (ksyg) for Reaction of Monodegrotonated Zn?*t
Complexes with BNP, PNPA, and HPNP

k k K
complex pK‘a pKZa (Mf?N;%) (M7P1NI;A71) (MfHIP’;Pfl)
1° 79 10.2 0.097 1.20 0.26
2 73 8.4 0.022 0.26 0.70
3 7.7 8.6 0.0015 0.34 0.22

“ From the fitting of BNP profiles. b25 °C, [buffer] = 5.0 x 1072 M,
errors are within 10%. ¢ Data from ref 5b.

The first points to the alkoxyde group, and the second to the phosphate
peripheral oxygen not bound to the metal ion. The presence of these two
H-bonds indicates that the ammonium group can, in principle, participate
in the reaction playing both roles proposed for the Lys residue in enzymes:
assistance to nucleophile deprotonation and transition state stabilization.

Figure 1 (right) reports the pH dependence of the apparent second-
order rate constants for the cleavage of BNP in the presence of 2 and 3.
The profiles are bell-shaped, as previously reported for 1, indicating that
the reactive species are the monodeprotonated complexes.™" The reactivity
maximum is reached at ~pH 8 for both Zn complexes which is in line
with the pK,, values of the metal-bound species (maximum activity at pH
9 was, on the contrary, observed for 1).° The pH profiles were fitted with
a kinetic model involving two deprotonation equilibria for the metal
complex (eq 1, SI). The pK, values obtained are in good agreement with
those determined from potentiometric titrations. The second-order rate
constants for the reaction of BNP with the monodeprotonated complexes
are reported in Table 2. Both 2 and 3 are less reactive than parent 1, but
2 is sensibly more reactive than 3. Such differences are not related to
different substrate affinities. In fact, competitive inhibition experiments
carried out with dimethyl phosphate (DMP) yield almost identical binding
constants: 72, 75, and 78 M~ respectively for 1, 2, and 3. Finally, the
solvent kinetic isotope effect (skie, ki,o/kp,0) measured for reaction with
2 is 0.8 (SI). Similar skie’s have been reported for intramolecular
nucleophilic attack of Zn(II)-bound methoxide on phosphate triesters™
and support nucleophilic catalysis with no movement of protons in the
rate-determining step.”®

The major effects of the ammonium group in 2 are hence the shift of
the optimum reactivity toward lower pH values and a reactivity decrease
with respect to 1. However, the reactivity of 2 is 15-fold larger than that
of 3 notwithstanding the similar pK,’s of the alcoholic groups. This
suggests the role played by the ammonium group is subtler than a simple
nucleophilicity decrease due to the reduced basicity of the nucleophile.

Valuable insights into the mode of action of the two complexes were
provided by the study of their reactivity toward two additional substrates:
p-nitrophenyl acetate (PNPA) and 2-hydroxypropyl-p-nitrophenyl phos-
phate (HPNP, Chart 1). PNPA is cleaved by hydrolytic metal complexes
with sole nucleophilic catalysis (Chart 1);* hence the reactivity toward
this substrate yields information on the nucleophilicity of the alkoxide.®®
The second-order rate constants for the monodeprotonated complexes
(Table 2) indicate a similar nucleophilicity for both 2 and 3 and a lower
activity with respect to 1, as expected based on the pK, values.

HPNP reaction with metal complexes is an intramolecular transesteri-
fication where the nucleophile is the substrate’s hydroxyl groups (Chart
1). As a consequence, HPNP reactivity is not affected by the activity (or
even by the absence) of metal-bound nucleophiles and provides a good
indication of the ability of the catalyst to stabilize the reaction transition
state.>® Note that, with this substrate (Table 2), the presence of the
ammonium group leads to the larger reactivity of 2 compared to 1 and 3.
Since ground state effects can be ruled out based on the DMP binding

values obtained and general acid catalysis by the ammonium group is
excluded by the skie effect observed, stabilization of the developing
negative charge in the transition state by electrostatic or H-bonding
interaction with the ammonium group must be the key point.

In summary, the ammonium group in 2 produces several effects, and
not all positive, on the reactivity toward phosphate diesters. First, as
proposed for the Lys residue in enzymes, it helps the formation of the
alkoxyde nucleophile by decreasing its pK, by 2 orders of magnitude.
Thus, the maximum reactivity pH is shifted closer to physiological values.
The important point that emerges from the results reported here, and that
is apparently underestimated when enzyme mechanisms are discussed, is
that this pK, benefit is heavily paid in terms of reactivity loss as
demonstrated by the 65-fold lower reactivity of 3 with respect to 1. The
second effect of the ammonium group, again in line with the proposed
enzymatic mechanism, is the increased activity of the system, due to the
electrostatic effects exerted by its positive charge in stabilizing the reaction
transition state.'® In the model system studied here, electrostatic stabiliza-
tion brings about a substantial benefit with HPNP, producing the most
active monometallic Zn>* complex toward this substrate so far reported."’
However with BNP this effect is not strong enough to compensate for
the reactivity decrease due to nucleophile deactivation. For the Lys groups
in enzymes, if the two roles proposed, i.e., decreased basicity of the
nucleophile and stronger transition state stabilization, were mutually
exclusive, the second should be preferred since it is the only one producing
a net positive effect. However, in a less polar environment such as the
active site of the enzymes, electrostatic interaction can be much stronger. '
If this were the case, the combined effect of both contributions could lead
to a substantial reactivity gain at physiological pH.

Supporting Information Available: Cartesian coordinates, synthesis
of the ligands, and kinetic details. This material is available free of charge via
the Internet at http:/pubs.acs.org.
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Phosphate diesters and DNA hydrolysis by dinucleaZn(ll)
complexes featuring a disulfide bridge and H-bond dnors
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Abstract— The dinuclear ligand based on the bis-(2-amino-pyridinyl-6-methyl)am{BAPA) metal binding unit and featuring a two-
atom disulfide bridge was synthesized and studsglaydrolytic catalysts for phosphate diesters. Zigl) complexes of BAPA are known
to elicit the cooperation between the metal ion tmelhydrogen-bond donating amino groups to greatlsease the rate of cleavage of
phosphate diesters. The reactivity of the dinucleamplex 1-Zn(ll), toward bisp-nitrophenyl phosphate and plasmid DNA was
investigated and compared with that of referencepiexes devoid of the disulfide bridge or of thellogen-bond donating amino groups.
The dimetallic Zn(ll) complex produces remarkabteederations of the rate of cleavage of both thessates accompanied by significant
differences. In the case of BNP, the presenceenfitbulfide bridge does not lead to the improvenoérthe cooperative action of the two
metal ions expected as the result of better predzgton. On the other hand, in the case of DNA ¢bmplex1-Zn(ll), is much more
reactive that the corresponding reference devoith@fisulfide bridge. Hence, different requisitesst be fulfilled by a good catalyst for
the cleavage of the two substrates. Moreover, bingtudies with DNA indicated that the presencewd metal ions in the complex or of
the pyridine amino groups, but not of the disulfi&lge, results into an enhanced affinity of tbenplexes toward this substrate. © 2010
Elsevier Science. All rights reserved

acting as a Lewis acid: they provide the nucle@pfol the

1. Introduction reaction by facilitating the deprotonation of a hoated

DNA phosphodiester bonds are hardly hydrolyzed unde
neutral conditions and still represent a challerfge
chemists. However, enzymes can reduce the half-life time
of this reaction from 30 million years to some méconds,
bringing about a 1xZBfold rate acceleratioh. Such
astonishing reactivity is the result of a perfexgamization

of metal ions and organic groups in the activessigkthe
enzymes Research on artificial hydrolytic agents for DNA
cleavage have attracted a considerable effort thelast
two decades both for the intellectual challengeasgnted

to design a catalyst capable to rival enzymes'tigac but
also for the important potential applications ofclsu
systems, which span from detoxification of pes#sicnd
chemical weapons, to the realization of artificiestriction
enzymes for molecular biology and of anti-DNA driigs

Synthetic catalysts with good activity have beetawied

by using complexes of transition metal ions withghhi
Lewis acidity such as Ce(IV), Co(lll), Cu(ll), and
Fe(lll),**®up to Komiyama’s ARCUT system, based on the
Ce(IV)/EDTA complex and pseudo-complementary PNA
strands, which recently allowed the first reporfsDINA
manipulation with man-made restriction agehts. these
systems, the metal ions can play several rolesnlynai

water molecule, activate the phosphate group toward
nucleophilic attack, stabilize the developing negat
charge on the transition state and, in principlay melp the
departure of the leaving group.

Still, the reactivity of enzymes is unmatched. firs
examples of hydrolytic agents were monometallic
complexes of transition metal ions with high Lewis
acidity® In these systems, the role of the ligand is more o
less to keep the hydroxide form of the complexdtutson.
Several studies have been devoted to elucidatefteet of
the ligand structure in modulating and possibly arding
the reactivity of the metal centréut it is quite clear that
the desired acceleration cannot be reached wittplgim
mononuclear complexésThe following step to increase
the reactivity of artificial hydrolytic agents hbsen the use
of bimetallic complexes, as occurs in several phatgses
and nucleases. In this case, the ligand must Keepwo
metal centers at the right distance to obtain tla&imum
cooperatiorf. Model studies performed with kinetically
inert Co(lll) complexes have demonstrated that
accelerations up to 1®fold are achievable with this
strategy. However, when complexes of labile metal ions
are used, complications arise from the formationpef
hydroxo bridges between the two metal centers, lwhie
poorly reactive and saturate the free binding sitesthe

" Corresponding authors. Tel.: +39 049 8275666; 89 049 8275239; e-mafhbrizio.mancin@unipd.ifF. Mancin),Claudia.sissi@unipd.{C. Sissi).
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metal disfavoring the interaction with the substfat'°
This is particularly true in the case of Zn(ll), et is one
of the metal ions preferred by hydrolytic enzym8sme
Zn(ll) features, such as low toxicity, bioavaildtyil and

2. Results

2.1.Ligand design and synthesis

absence of relevant redox chemistry, make it a very Spatial organization of the bimetallic structures Haeen

attractive candidate for the development of aitfic

agents However, bimetallic Zn(ll) complexes have so far

shown poor performances both with model substrates
DNA.

Another approach, again inspired by Nature, isube of
organic groups appropriately located in the stmectof the
ligand, as co-factors to increase the reactivityhef metal

shown to be crucial in determining the hydrolytitiaty
and the best results have been reported with sigicttures
that employ bridging groups in the ligand structtoéeep
the metal ions in a precise arrangemfeAmong these,
one-atom bridging units such as phenolate and alkox
(i.e. complexA, Chart 1) are very popular and found in
many of the best performing RNA cleaving systefris.
However, their efficiency in promoting the hydrak/sof

complex** Such groups can act as general bases, generaDNA and its models is apparently lower, at leastewh

acids, nucleophiles, or hydrogen bond donors sinhilahe

aminoacid residues present in the active site alease

enzymes. Several examples demonstrate that hig¥itact
can be achieved by such strategy in the cleavageookl

substrates and RNA oligonucleotides, but reactidty

DNA is still not reported.
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Chart 1. Activated phosphate esters and literature catalysts

Recently, w& and the groups of Williams and Mareque-
Rivas™ reported that Zn(ll) complexes based on the bis-(2

amino-pyridinyl-6-methyl)amine unit (BAPA, Chart, Bre

very active in promoting the cleavage of activated

phosphate diesters, such as peisitrophenyl phosphate
(BNP, Chart 1) and hydroxyproppHnitrophenyl

phosphate (HPNP, Chart 1). In the ultimate example

proposed by Williams and Mareque-Rivas, the binlietal

complexA (Chart 1) produces million-fold accelerations of

the cleavage of both HPNP and RNA dinucleotideptht
72 The source of this high reactivity is the ability the
complex to activate the substrate toward the nydidic

attack using both double metal activation and four

hydrogen bonds. Transposition of such high reagtito
DNA would be highly desirable. With this in mind,ew
explored, and here report, a new way to assembleclgiar
Zn(ll) complexes containing the BAPA units and
investigated their reactivity toward model substr8NP
and plasmid DNA.

Zn(ll) is used as metal centre. The studies of Meyedi-
zinc(Il) complexes based on the pyrazolate linkingjt
(Chart 1) indicate that the greater intermetallistahce,
allowed by this two-atom bridging group, disfavdise
formation p-hydroxo bridges leading to an increased
reactivity of the hydrolytic complex toward BNP.

On these bases, we found the disulfide group quite
appealing as a new bridging unit for the prepanatd
bimetallic complexe$® The disulfide group, in fact, forms
spontaneously when thiol derivatives are exposeairtn
basic conditions. This reactivity, usually consgfkras a
drawback in handling of thiols, reduces the problefn
preparing binucleating ligands to the simpler sgstt of
thiol containing mononuclear ligands.

N
N‘\_/S‘S N‘\_/S*S
7N N= 7N N=
_ )N HN o () \ /7 [ Y N
~-N f N~
N NH,

Hy $
N N N N
N

NM_/_LN NM_/_L
N N= N N=
2/:>NH2 Hsz /7\ W

3 4
Chart 2. Ligands studied in this work

With this in mind, compound was designed as binuclear
ligand based on the BAPA structure and containimg t
disulfide group as two-atoms bridging unit. Synteesf 1
was performed (Scheme 1) from previously reported
derivativel ** through tosylation of the hydroxyl group and
substitution of the tosylate with thioacetate. Real of
the protecting acetyl for in basic conditions providels
Ligand 2, devoid of the pyridine amino groups, was
prepared in a similar way from previously descritiéd**
Ligands3 and4, in which the disulfide bridging group is
not present, were prepared (Scheme 2) by reacfidn8e
diaminooctane respectively with compouxdand picolyl
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chloride. Finally, the model mononuclear ligaBdwas
prepared (Scheme 1) by deprotectiorilofn the presence
of a large excess of propyl-1-thiol.

‘\ N ‘\ ab ‘\ N ‘\

/Nf NS —— /Nf N~

Y Y Y Y
OH

SAc

I,Y = NHAc I, Y = NHAC (51%)
I,Y=H IV, Y = H (2%)
cd
Cc
‘ X N ‘ X
N N~ —
4 7\
Y YA /
Y s Y =N N
I
C NA\_/S—S/_\>N
N N=
7 Ny Y
5, Y = NH, (12%) _ \ 7/

7,Y = H (82%) 1Y = NH, (43%)

2,Y = H (76%)

Scheme 1Synthesis of ligands, 2,5 and7: a) Tosyl chloride,
triethylamine, CHCI,, r.t., 24 h; b) Potassium thioacetate, acetorflepce
2 d; ¢) HCI, EtOH/H20 1:1, r.t, 16 h; d) propanethNaOH, EtOH/H20
1:1, reflux, 16 h; e) NaOH, EtOH/H20 1:1, refldg h.

All the above ligands are sparingly soluble in waétetheir
neutral form and this prevented the investigatidnthe
Zn(ll) binding through potentiometric titrations.

NH,

7N Y YN\ /

X —N N

Y- N\ a,b
+ 4% ‘ —_— N N,
¥

N =

o Y q
V, Y = NHAc, X =Br N N\ /

H,N VI, Y =H, X=Cl

3,Y = NH, (37%)
4,Y = H (82%)

Scheme 2 Synthesis of ligand3 and4: a) For3, K,COs;, CH3CN, reflux,
16 h; ford: NaOH, CTACI, water, r.t., 20 h; b) HCI, EtOH/H20L, r.t,
16 h (only in the case d)

However, in the case of liganfl, we could study the
formation of the Zn(ll) complex through'H-NMR
investigation (Figure 1). As usual for BAPA based
ligands®® formation of the Zn(ll) complex causes
significant changes on the resonances of the ligaotbns:
pyridine H2 is downfield shifted while the resonescof
H1 and H3 melt into a single signal. The methylpraons
H4 of the pyridinylmethyl moieties experience thesan
important variation: their signal is downfield dbil and
split into an AB system, reasonably, as a conserpi@f
the loss of conformational flexibility of this panh of the

complex. Much more significant are the changeshef t
signal relative to the disulfide arm, which show a
significant modification of the shape and, to a oniextent,

of the chemical shift of the signals relative te thethylene
groups. Hence, also the disulphide group bindadazin(ll)

ion and5 acts, at least at neutral pH, as a tetradentate
ligand.

3 4
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Figure 1."H NMR spectra o (upper traceiind5-Zn(ll) (lower trace) at
1.0 mM in MeOD at 28°C

2.2.Reactivity toward BNP

Incubation of the Zn(ll) complexes @f 3 4, 5 with BNP
(Chart 1) in water at 40° C results into substratarolysis,
while 2-Zn(1l), was found to be completely unreactive. The
kinetic studies were performed by monitoring theréase

of the p-nitrophenoxide absorbance at 400 nm, using the
initial rates method. Apparent second order ratestamts
were obtained at each pH value by the linear fitthef
pseudo-first order rate constants versus complex
concentration data. The pH dependences of the ampipar
second order rate constants are reported in FRyure

0.124

0.08

-1 -1
k2, M™ sec

0.04+

0.00+

10

11
pH

Figure 2. pH dependence of the apparent second-order ragtats (K)
for the reaction between BNP and Zn(Il) complexiigands3 (O), 1
(@), 5 (M), 4 (O) at 40°C ([ligand] = 0.5-2010*M, [BNP] = 2.0x10*
M, [buffer]= 5.0x 102 M). The lines represent the best fit of the
experimental data as described in the text.
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The reactivity of all the complexes increases witd pH
up to a maximum around pH 8-9 followed by a deaeas
above pH 10. This behavior is diagnostic of the
deprotonation of two acidic functions of the conxglg, the
first deprotonation event leading to a reactivitgrease and
the second to the opposite effect. Fitting of thegofiles
with a kinetic model involving two deprotonationugiibria
(see Experimental Part) allowed the determinatibrihe
pK, values of the reacting species and of the secodeko
rate constants for the reactive mono-deprotonatethim
complex. Comparison of the second order rate cotsstaf
Table 3 reveals the reactivity order of the cometex
3-Zn(I1), = 1-Zn(ll); > 5-Zn(Il) > 4-Zn(11),.

Table 1. Metal coordinated water molecule acidity const#pk&) and
second order rate constaritg) for the reaction of BNP with the Zn(II)
complexes of ligand$-5 in water at 40 °C.

Complex pKa pKZ, ko, M1 st
1-Zn(l) 7.7 10.9 0.09
3.zn(Il), 6.5 11.0 0.11
4.Zn(Il), 8.7 10.7 0.005
5.Zn(ll) 7.6 >11 0.026

However, if it is considered that the amount of'Zis
double in the case of bimetallic complex, the coafeity
between the two metal centers Irzn(ll), appears to be
quite limited. This picture is confirmed by a Kkiiwet
experiment performed using a fixed concentrationlof
ligand and increasing amounts of metal ion (Fig®)reThe
rate profile describes a smooth sigmoidal curvehiee a
plateau for a ligand to metal ion ratio around heT
reaction rate observed after the introduction ef $econd
metal ion is approximately 2.9 times larger thamtth
observed in the presence of one equivalent of xn(ll
indicating again that the effect of the two compiéx
subunits is more than additive but the synergimaadf the
two metal ions is not very efficient. A differentgfile (not
shown) was however observed with ligadidin this case
the kinetic data describe an almost linear curvetai?
equivalents of added metal ion then going to platea
reactivity.

54
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Figure 3. Kinetic profile for the BNP cleavage as a functadrthe Zn(Il)
to 1 ratio, in HEPES buffer 0.05 M, pH 9.4][= 2.0-1C° M, [BNP] =
4.0-10'M, 40 °C.

Finally, saturation kinetics were obtained meagurihe
reactivity of the complexes-Zn(ll),, 3-Zn(ll), and5-Zn(Il)
in the presences of increasing amounts of BNP aBiH
This behavior is in line with the accepted mechanis the
metal catalyzed hydrolysis of phosphate diestersichv
involves a pre-complexation step of the substratehe
metal complex. Analysis of data with a Michaelis+in
like equation allowed to estimate the binding canst of
the substrate to the catalyst,] of 2.7x16, 4.3x13 and
8.4x1G M™ respectively for 1.Zn(ll),, 3-Zn(ll), and
5-Zn(l1).

2.3.Cleavage of Plasmid DNA

Incubation of plasmid DNA pBR 322 with the zZn(ll)
complex of ligand4-5at pH 7 for 24 hours at 37 °C results
in different degrees of cleavage of DNA form | twrh I
(relaxed circular) depending on the structure &f ligand
(Figure 4). Surprisingly enough, the order of reaist is
quite different than that observed in the case ofPB
cleavage. With plasmid DNA, in fact, the reactivityder is
1-Zn(ll), > 5-Zn(ll) = 3:Zn(ll),, while 4-Zn(ll), is
substantially unreactive. A peculiar behaviour served
for 2-zZn(ll), which produces a remarkable (about 20%)
cleavage at low concentrations (tM) but becomes less
reactive at higher concentrations.

40+
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Figure 4. Extent of pBR 322 plasmid DNA form Il (nicked) piaced
after cleavage with different concentrations Zn¢bmplexes of ligand$
(@),2(0), 3 (1)) and5 (M). [DNAg] = 12pM. [HEPES] = 20 mM, pH
7, 37°C, 24 h, complex concentration is expressedtal Zn(Il)
concentration (the lines connecting the data piatfor a clearer
inspection).

Control experiments performed in the presence diced
scavengers DMSO and isopropanol revealed that these
additives have no effect on the extent of plasmiAD
cleavage by the 2zZn(ll) complexes, ruling out the
involvement of diffusible radical species. Moreqvéhme
Ellmann test confirmed that the complexes contairiimne
disulfide unit are not cleaved, in the conditiosgd for the
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DNA cleavage experiments, to form thiol containing
species, while the presence of diethyl disulfidesimot
affect the reactivity of the complexes not contagnithe
disulfide group.

Binding of the Zn(ll) complexes to DNA was investigd

by following the modification of the circular diabism
(CD) spectra of linear calf thymus DNA after thed#ins

of increasing concentrations of metal complex. lintlze
cases, a decrease of the dichroic signal, partigutd the
275 nm band, is observed, indicating that the autton of
the complexes with the DNA leads to a destabiliratdf
the double-helix structure. Such effects are exqukat the
case of a predominant electrostatic interactiomvéen the
negatively charged DNA backbone and the positively
charged complexes, which results into a partialrgda
neutralization of DNA. Unfortunately, precipitatioonf
DNA in the presence of high metal complex conceiung
and the overlap of the DNA dichroic bands with ligand-
induced dichroic bands hampered the quantitative
determination of the affinity constants of the eifnt
complexes for DNA. However, if the amplitude of red)
variation is taken as an approximate indication tloé
binding strengths, the DNA affinity order i&:Zn(ll), =
3-Zn(I), > 2-Zn(Il) , > 4-Zn(I1),.
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Figure 5. DNA molar ellipticity ([I]) at 275 nm as a function of the Zn(Il)
complexes of ligands ), 2 (O), 3 @) and 4 [J). Inset: DNA molar
ellipticity ([(]) at 275 nm as a function of the Zn(Il) complexédigands

5 (@), 6 ©) and 7 (J).[ctDNAy] = 180puM. [HEPES] = 20 mM, pH 7,
25°C, 24 h, complex concentration is expressedtasZn(Il)
concentration.

In order obtain to better insight into the reaséoms the
different affinities of the ligands for DNA, monotadic
Zn(ll) complexes6-Zn(ll) and 7-Zn(ll) (Chart 3) were
investigated and compared with-Zn(ll). When the
comparison is restricted to mononuclear complexes,
affinity order for DNA emerging from circular diobism
experiments i$-Zn(Il)= 6-Zn(Il) > 7-Zn(l1).

‘ X N ‘ X ‘ X N ‘ X
/Nﬁ N~ /Nf N~
NH, NH, s
]
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Chart 3. Reference ligands used in CD experiments
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3. Conclusions

When the literature on artificial hydrolytic cataty for
DNA and model phosphate diesters is examined, ene i
surprised by the lack of efficient bimetallic Zr{based
systems. This appears in striking contrast withunrzt
systems, which often use two Zn(ll) ions in the\acsites

of several nuclease enzymes. The studies of Bénaird
Meyer® have quite clearly pointed out that the source of
such low efficiency lies in the formation qf-hydroxo
bridges that are poor nucleophiles and, on therdihad,
block the available binding sites on the metal ions
preventing the binding of the substrate.

The reactivity here reported fdat-Zn(ll), and 3-Zn(ll),
toward the model substrate BNP confirms such aaso@n
The two complexes are indeed highly reactive tovizixP,
producing in the case o08-Zn(ll), a 40000-fold rate
acceleration over the background reaction at pHhd? 40
°C’ and at a complex concentration as low aspb@
However, both the bimetallic complexes are only fid
more reactive that the monometallic referere@n(ll),
indicating that cooperative action of the two mefahtres
is limited. This was expected for compl&»Zn(ll),, where
the non-bridging spacer produces very little pre-
organization of the structuré.It is more surprising in the
casel-Zn(ll),, which is even slightly less reactive than
3-Zn(ll),.

Some insight into the causes of such low reactigiyne
from the analysis of the behavior of the other tirmmuclear
complexes studied,2-Zn(ll), and 4-Zn(ll),. Here the
difference is dramatic: the reactivity of tBeZn(ll),, which
contains the disulfide bridge, is not only much éovwhan
that of the bridging group devoid Zn(ll),, but virtually
absent. This indicates that the presence of thelfidie
bridge is potentially detrimental for the reactyviof the
system, probably because the arrangement of th&mgit)
ions realized in the complex still allows for therrhation
of unreactive p-hydroxo bridges. On these bases, the
similar reactivity of complexesl-Zn(ll); and 3-Zn(ll),,
accompanied by a similar affinity for the substrae
indicated by the BNP binding constants measuredddoe
attributed to the lack of or to a weak coordinatadnboth
the Zn(lIl) ions to the sulfur atoms of the bridgattwould
makel and3 structurally equivalent.

Unfortunately, the solubility of the bimetallic cplexes
was too low to allow the investigation of theirsttures. In
the case of monometall:Zn(ll), coordination of sulfur to
Zn(ll) is supported by the NMR spectral changes] e
same occurs with similar ligands featuring a thieetarm
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studied by Berreau and co-workéfsAlso the absence of
reactivity observed witR-Zn(lIl), supports the coordination
of the Zn(ll) ions to the sulfur atoms of the brdg
However, in the case dfZn(ll),, steric hindrance between
the pyridine amino groups, as emerges by inspeatifon
molecular models, could disfavor the interactionwsen
the metal ions and the disulfide bridge.

Differently from the behavior observed with the rabd
substrate BNP, reactivity toward plasmid DNA is tqui
interesting. In fact, not only is the bimetallic naplex
1-Zn(ll) substantially more reactive, at low coneations,
than the mononuclear counterpart but this times ialso
much more reactive than compl8Zn(ll), (and the same
occurs if2-Zn(ll), and4-Zn(ll), are compared). With DNA,
hence, the presence of the disulfide group prodwaes
important effect on the reactivity. Binding expeeims give
some further hint: first, DNA affinity of bimetadi
complexes is, as expected, generally higher that ¢f
monometallic one; second, the presence, of thediogi
amines in the ligand substantially increases DN#niay
while insertion of the disulfide group has no sblesi
effects. Hence, the greater reactivityleZn(ll), compared
with 3-Zn(ll); is not due to higher affinity but must be
attributed to some effect of the disulphide brigggaer on
the geometry of the complex when bound to DNA otlen
metal properties.

In conclusion, the use of disulfide bridges appessan
interesting strategy to the easy preparation
modification of bimetallic complexes. In perspeetiv
mixed binuclear ligands featuring two different diimg
units or catalyst selection by the dynamic comlunat
approach can be envisaged using this structurahesie
Moreover, the complexes herein reported are qe#etive
toward BNP and DNA, where they rank among the few Z

internal M@Si. Multiplicity is given as follow: s = singlet,
d = doublet, t = triplet, g = quartet, gn = quintet =
multiplet, br = broad peak. ESI-MS mass spectraewer
obtained with an Agilent Technologies LC/MSD Trab S
mass spectrometer. UV-Visible spectra and kinetces
were recorded on Perkin Elmer Lambda 16 and Lambda
spectrophotometers equipped with thermostated pheilti
cell holders. Zn(NG), and Cu(NQ), were analytical grade
products (Aldrich). Metal ion stock solutions weiteated
against EDTA following standard procedures. Thefdyuf
components were used as supplied by the manufasture
acetic acid (Aldrich), 2-morpholinoethanesulfonicica
(MES, Fluka), 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES, Sigma), 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinepropanesulfonic acid (ESP
Sigma), 2-[cyclohexylamino]ethanesulfonic acid (CHE
Sigma), 3-N-cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid
(CAPS, Sigma). The substrate pistitrophenyl phosphate
sodium salt (BNP) is an Aldrich product, used asieed.
Ligands 1-5 and 7 were prepared as described in the
following paragraphs, synthesis of ligaGdvas previously
reported:?® Concentrations of ligands7 (prepared)stock
solutions in methandh were determined by spectroscopic
titrations with Cu(NQ), monitoring the increase of the
Cu(ll) absorption bandd¢d transition) at 700 nm.

4.2.DNA cleavage experiments

DNA cleavage experiments were performed using pBR 3

and (Fermentas) in 20 mM HEPES, pH 7.0. Reactions were

performed incubating DNA (12M base pairs) at 37°C in
the presence/absence of increasing amount of Zn(ll)
complexes for 24 hours and stopped by addition DT &

and SDS to a final concentration of 0.06 M and 1%
respectively. Reaction products were resolved oh%a
agarose gel in TAE buffer (40 mM TRIS base, 20 mM,

based bimetallic complexes capable to promote DNA acetic acid, 1 mM EDTA) and visualized by ethidium

cleavage. This confirms that the use of BAPA-based
ligands is a promising strategy for the realizatiof
efficient hydrolytic catalysts for phosphate estensl also
with DNA. However, the results obtained indicatattthe
simple use of a two atom bridge is not sufficieot t
overcome the difficulty to find the right spatial

bromide staining. The relative amounts of differplasmid
structures were quantified using a Geliance 600ginta
System (Perkin Elmer) interfaced to a PC workstatio

4.3.CD experiments

arrangements of the metal ions and achieve optimumCD measurements were performed using Jasco J-810

cooperative action: a further design effort is resbdo
achieve the optimum geometry.

4. Experimental Section

4.1.General

Solvents were purified by standard methods. All
commercially available reagents and substrates wseel
as received. TLC analyses were performed using iMéoc
F.s4 precoated silica gel glass plates. Column
chromatography was carried out on Macherey-Nadjebsi
gel 60 (70-230 mesh). NMR spectra were recordengusi
Bruker AC250F spectrometer operating at 250 MHz lfbr
and 62.9 MHz for*®C and a Bruker AV300 operating at
300 MHz for*H. Chemical shifts are reported relative to

spectropolarimeter equipped with a thermostated cel
holder. CD spectra were recordered in HEPES 20 M p
7.0 using a 1 cm pathlenght quartz cells. Titratiovere
performed by addition of increasing complex
concentrations to a calf thymus DNA solution 18I
(base pairs) in HEPES 20 mM pH 7.0 at 25°C. Foheac
measurement 2 scans were run in the 220-350 nnerang
and recorded with 0.1-nm step resolution. Each
measurement was repeated at least in triplicate in
independent experiments. At the end of each measune
observed ellipticities were converted to mean resid
ellipticity [8] = deg x crfi x dmol*.

4.4.Kinetic Measurements

The kinetic traces were recorded on Perkin Elmenthda
16 and Lambda 45 spectrophotometers equipped with a
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thermostated multiple cell holders. Reaction terapee
was maintained at 25.0 £ 0.1 °C or 40.0 + 0.1 °Ge T
reactions were started by adding gD of a 2.0x1G M
solution of substrate (BNP) to a 2 mL solution @ming
the appropriate buffer (0.05 M), Zn(N@, and ligandsl-5
in the desired amount, and monitored by followirng t
absorption ofp-nitrophenoxide at 400 nm @rnitrophenol
at 340 nm. Reactions were followed up to about 5% o
substrate hydrolysis. The pseudo-first order ratestants
(k,) were obtained from the slope of the absorbancsuge
time data (the fit error was always less than 186Qddd by
the molar absorbivity of thep-nitrophenoxide and the
concentration of substrate. Each experiment wa®peed
in triplicate and the errors on the rate constaglways

4.4.2.Bis(3-amino-N-bis(6-amino-2-pyridylmethyl)-propyl)
disulfide @)

Compoundlll (0.170 g, 0.40 mmol) was dissolved in a 1
M NaOH solution in HO/EtOH 1:1 (75 mL) and refluxed
for 16 hours under stirring. After this time, etbhmvas
evaporated and the resulting aqueous solution was
extracted with chloroform. The organic phase wagsdlr
with NaSO, and the solvent evaporated. 0.103 d ofere
obtained as a orange oil (43%):NMR (CD;OD, 250
MHz), & 7.39 (t, 4H, 8 Hz), 6.78 (d, 4H, 8 Hz), 6.41 (d,
4H, 8 Hz), 3.53 (s, 8H), 2.58 (t, 4H, 7 Hz), 2.544H, 7
Hz), 1.81 (gn, 4H, 7 Hz):*C-NMR (CDCL, 62.9 MHz),5:
160.3, 158.4, 139.5, 112.9, 108.2, 61.1, 53.8,,37737.
APCI-MS (m/z): 605.4 [M+H]. Elemental analysis, calcd.

below 10%. Apparent pH dependent second order ratefor CsgHioN1eS, (604.84): C 59.57, H 6.67, N 23.16, S

constants (k) were obtained by linear regression fitting of
the k, versus metal complex concentration data. Kinefic K
values and second-order rate constangs f(k the mono-

10.60; found: C 59.68, H 6.70, N 23.20, S 10.55 %.

4.4.3.Propyl-(3-amino-N-bis(6-amino-2-pyridylmethyl)-

deprotonated complexes were obtained by non-linearpropyl) disulfide §)

regression analysis of the apparent second-ord& ra Compoundlll

constantsvs. pH date according to the equation; k

ko (K'{[H*]+1+ [H')/K?). BNP rate saturation experiments
with  Zn(ll) complexes where fitted according to the
Michealis-Menten equatiomate = Ky [BNP)/ (1/Kgnp +
[BNP]), where kpa is the limiting reaction rate in the
experimental conditions and andg\s is the apparent
binding constant of the substrate to the catalyst.

4.4.1.N-Bis(6-acetylamido-2-pyridylmethyl)-1-
acetylsulfanyl-3-propylaming|()
N-Bis(6-acetylamido-2-pyridylmethyl)-3-hydroxy-
propylamine(l), was prepared as previously report&dlo

a stirred solution of compound(0.675 g, 1.80 mmol) in
dry pyridine (8 mL) were addegattoluenesulfonyl chloride
(0.673 g, 3.50 mmol) and triethylamine (0.421 g164.
mmol). The reaction mixture was stirred underatl room
temperature for 24 hours. The pyridine was evapdrahe
crude product was dissolved in chloroform and weshe
with water (4x50mL). The organic phase was dried over
N&SO, and evaporated. 0.403 g (121257%) Nobis(6-
acetylamido-2-pyridylmethyl)-3-chloro-propylamine ere
obtained as a white solidH-NMR (CDCl;, 250 MHz), &:
8.05 (d, 2H, 8 Hz), 7.85 (sb, 2H), 7.68 (t, 2H, B)Hr.17
(d, 2H, 8 Hz), 3.70 (s, 4H), 3.58 (t, 2H, 7 Hz){@(t, 2H, 7
Hz), 2.21 (s, 6H), 1.99 (gn, 2H, 7 Hz). ESI-MS (jn/z
390.8 [16%, M+H], 412.2 [100%, M+N§. The above
compound (0.403 g, 1.03 mmol) was dissolved inawet
(30 mL) and potassium tioacetate (0.240 g, 2.1 fnvab
added. The mixture was refluxed under nitrogen 66r
hours, the solvent was evaporated and the solidiues
dissolved in CHCI, (20 mL). The organic solution was
extracted with water (5 x 20 mL) and dried with,N@y.
After solvent evaporation, the crude product wasfigd
by flash  chromatography (silica gel, eluent:
CH,CIl,/MeOH/NH; 20:1:0.01). 0.386 g (90%) ofi were
obtained as a orange otH-NMR (CDCk, 250 MHz), &:
8.08 (sb, 2H), 8.06 (d, 2H, 8 Hz), 7.67 (t, 2H, B)Hr.14
(d, 2H, 8 Hz), 3.68 (s, 4H), 2.89 (t, 2H, 7 HzB2(t, 2H, 7
Hz), 2.32 (s, 3H), 2.22 (s, 6H), 1.86 (gn, 2H, 7Hz)

(0.386 g, 0.90 mmol) was dissolved in
ethanol (20 mL) and concentrated HCI (1.8 mL) was
added. The mixture was stirred at room temperdturd?2
hours and the solvent was evaporated to obtain the
corresponding thiol as a brown solid (0.355 g, 95%)
NMR (CD;0OD, 250 MHz), &: 7.80 (t, 2H, 8Hz), 6.87 (d,
2H, 8 Hz), 6.80 (d, 2H, 8 Hz), 3.83 (s, 4H), 2.612H, 7
Hz), 2.51 (t, 2H, 7 Hz), 1.74 (gn, 2H, 7 Hz). Theoae
thiol (0.265 g, 0.88 mmol) was dissolved in a 0.INGIOH
solution in HO/EtOH 1:1 (40 mL) and 1-propanethiol
(1.00 g, 13.1 mmol) was added under stirring. Tlrure
was refluxed under nitrogen for 12 hours, and thémmL

of chloroform were added. The organic solution was
separated, extracted with 10% NaHC@ x 100 mL) and
dried with NaSQ,. After solvent evaporation, the crude
product was purified by flash chromatography (ailgel,
eluent: CHCIl,/MeOH 20:1). 0.039 g (12%) o5 were
obtained as a colorless diH-NMR (CDCl, 250 MHz), 3:
7.38 (t, 2H, 8 Hz), 6.83 (d, 2H, 8 Hz), 6.34 (d,, BHHz),
3.62 (s, 4H), 2.68 (t, 2H, 7 Hz), 2.60 (t, 4H, 7)Hz.87
(an, 2H, 7 Hz), 1.66 (m, 2H, 7 Hz), 0.95 (t, 3HHZ). **C-
NMR (CDCk, 62.9 MHz),5: 158.1, 158.0, 112.9, 107.0,
60.4, 52.9, 41.2, 36.9, 26.9, 22.7, 13.3. ESI-MSz[m
378.2 [M+H]. Elemental analysis, calcd. fory@.oN1¢S,
(377.57): C 57.26, H 7.21, N 18.55, S 16.98; foufd:
57.35,H 7.17, N 18.42, S 17.08 %.

4.4.4.N-Bis(2-pyridylmethyl)-1-acetylsulfanyl-3-
propylamine (V)
N-Bis(2-pyridylmethyl)-3-hydroxy-propylamine(ll) was
prepared as previously reportédll (4.00 g, 15.7 mmol)
was dissolved in C§Cl, (40 mL). Tosyl chloride (6.000 g,
31.4 mmol) and triethylamine (5.10 mL, 36.0 mmogres
added and the resulting mixture was refluxed fadlags.
During this time, the pH of the mixture was congdlwith
pH paper and adjusted to 9-10 with triethylaminde T
reaction mixture was allowed to cool, diluted WEhi,Cl,
and extracted with 5% NaHG@3 x 20 mL). The organic
phase was dried with N8O, and evaporated. The crude
product was purified by flash chromatography (ailgel,
eluent: CHCI,/MeOH 10:1). 0.440 g (7%) oN-bis(2-
pyridylmethyl)-3-chloro-propylamine were obtained a
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yellow oil. *H-NMR (CDCk, 250 MHz), 5: 8.41 (d, 2H, 8
Hz), 7.55 (t, 2H, 8 Hz), 7.40 (d, 2H, 8 Hz), 7.043H, 8
Hz), 3.72 (s, 4H), 3.46 (t, 2H, 7 Hz), 2.61 (t, ZHHz),
1.87 (gn, 2H, 7Hz). The above compound (0.472 31 1.
mmol) was dissolved in acetone (40 mL) and potassiu
tioacetate (0.420 g, 3.60 mmol) was added. The uréxt
was refluxed under nitrogen for 60 hours, the salweas
evaporated and the solid residue dissolved inGIH(20
mL). The organic solution was extracted with wdtex 20
mL) and dried with Ng5O,. After solvent evaporation, the
crude product was purified by flash chromatografdiljca
gel, eluent: CHCl,/MeOH/NH; 10:1:0.01). 0.110 g (29%)
of IV were obtained as a brown diH-NMR (CDCl, 250
MHz), &: 8.43 (d, 2H, 8 Hz), 7.59 (t, 2H, 8 Hz), 7.43 (d,
2H, 8 Hz), 7.07 (t, 2H, 8 Hz), 3.72 (s, 4H), 2.182H, 7
Hz), 2.52 (t, 2H, 7 Hz), 2.19 (s, 3H), 1.72 (gn,, ZHHz).
ESI-MS (m/z): 315.0 [M+H.

4.4.5.Propyl-(3-amino-N-bis(2-pyridylmethyl)-propyl)
disulfide )

CompoundIV (0.055 g, 0.17 mmol) was dissolved in
ethanol (4 mL) and 6 M HCI (2 mL) was added. The
mixture was stirred at room temperature for 3 hparsl
the solvent was evaporated to obtain the desiriedl ds a
brown solid (0.063 g, 97%jH-NMR (CD;0D, 250 MHz),

o: 8.88 (d, 2H, 8Hz), 8.61 (t, 2H, 8 Hz), 8.20 (#1,B Hz),
8.05 (t, 2H, 8 Hz), 4.39 (s, 4H), 2.79 (t, 2H, 7)H2.46 (t,
2H, 7 Hz), 1.83 (gn, 2H, 7 Hz}’*C-NMR (CD;0D, 62.9
MHz), &: 153.2, 147.6, 142.1, 127.9, 126.8, 56.0, 53.4,
30.1, 21.67. The above compound (0.048 g, 0.126 ljnmo
was dissolved into a 0.3M NaOH solution of{EtOH
1:1 (30 mL), 1-propanethiol (0.66 g, 8.7 mmol) veakled
and the mixture was refluxed for 16 hours. Aftes ttime

50 mL of chloroform were added and the organic tsmhu
was extracted with 10% NaHG@2 x 100 mL) and dried
with N&SQ,. After solvent evaporation, the crude product
was purified by flash chromatography (silica gdyeat:
CH,CI,/MeOH 20:1). 0.036 g of (82%) were obtained as
a yellowish oil."H-NMR (CDCl, 250 MHz), &: 8.52 (d,
2H, 8 Hz), 7.67 (t, 2H, 8 Hz), 7.51 (d, 2H, 8 HZ)15 (t,
2H, 8 Hz), 3.82 (s, 4H), 2.64 (m, 6H), 1.92 (gn,, ZHHz),
1.65 (m, 2H), 0.96 (t, 3H, 7 Hz}*C-NMR (CDCL, 62.9
MHz), &: 159.8, 149.2, 136.6, 123.1, 122.2, 60.6, 53.0,
41.3, 36.9, 27.0, 22.7, 13.3. ESI-MS (m/z): 3482-H"].
Elemental analysis, calcd. for §E,sNsS, (357.54): C
62.21, H 7.25, N 12.09, S 18.45; found: C 62.35,.H/, N
12.38, S 18.23 %.

4.4.6.Bis(3-amino-N-bis(2-pyridylmethyl)-propyl) disukéid
2

CompoundV (0.291 g, 0.92 mmol) was dissolved ina 1 M
NaOH solution in HO/EtOH 1:1 (40 mL) and refluxed
under stirring for 16 hours. After this time ethhmeas
evaporated and the
extracted with chloroform. The organic phase wagsddr

ESI-MS (m/z): 567.9 [M+N§. Elemental analysis, calcd.
for CsoHzeNeS, (544.78): C 66.14, H 6.66, N 15.43, S
11.77; found: C 66.31, H 6.75, N 15.05, S 11.90 %.

4.4.7.N,N,N’',N’-Tetra(6- amino-2-pyridylmethyl)-1,8-
dioctylamine 8)

CompounadV (1.500 g, 6.55 mmol), prepared as previously
reported:?® and K,CO; (1.143 g, 8.27 mmol) were added to
a solution of 1,8-diaminooctane (0.210 g, 1.46 mniol
acetonitrile (20 mL). The mixture was stirred forh8urs
under nitrogen at reflux, then insoluble salt wesmoved

by filtration. After solvent evaporation, the crugeoduct
was purified by flash chromatography (silica gdyeat:
CH,Cl,/MeOH/NH; 10:1:0.01). 0.407 g (38%) of acetyl
protected3 were obtained as a yellow cgiH-NMR (CDCl;
250 MHz),&: 8.93 (s, 4H), 8.05 (d, 4H, 8 Hz), 7.63 (t, 4H,
8 Hz), 7.19 (d, 4H, 8 Hz), 3.46 (s, 8H), 4.11 {#,4 Hz),
2.18 (s, 12H), 1.45 (m, 4H), 1.15 (m, 8H). The abov
compound (0.407 g, 0.55 mmol) was dissolved a 5 M
NaOH in HO/EtOH 1:1 (45 mL). The reaction mixture
was refluxed for 7 hours. After this time, ethamnehs
evaporated and the resulting aqueous solution was
extracted with chloroform. The organic phase wasdr
with N&SO, and the solvent evaporated. 0.302 g (97%) of
3 were obtained as a orange oil (43%)-NMR (CD;OD,
250 MHz),6: 7.38 (t, 4H, 8 Hz), 6.82 (d, 4H, 8 Hz), 6.40
(d, 4H, 8 Hz), 3.53 (s, 8H), 2.45 (t, 4H, 7 Hz)42.(m,
4H), 1.17 (m, 8H)*C-NMR (CDCE, 62.9 MHz),5: 158.8,
158.2, 138.1, 112.6, 106.7, 60.5, 54.3, 29.4, 2Z&309.
Elemental analysis, calcd. forfEl44N1, (568.76): C 67.58,

H 7.80, N 24.63; found: C 67.71, H 7.67, N 24.55.

4.4.8.N,N,N’',N’-tetra(2-pyridylmethyl)-1,8-dioctylamine

@)

To a stirred solution of 2-chloromethyl pyridine
hydrochloride (4.55 g, 27.7 mmol) in NaOH 5M (30 mL
were added 1,8-diaminooctane (1.00 g, 6.93 mmol) an
hexadecyltrimethylammonium chloride (0.44 g, 0.14
mmol). The mixture was stirred for 20 hours and the
solution was extracted with GBI, (3 x 20 mL). The
organic yellow solution was washed with brine (26&
mL), water (2 x 60 mL) and dried with DBO,. After
solvent evaporation, the crude product was purifisd
flash chromatography (silica gel, eluent: £H/MeOH
10:0.5). 2.902 g (82%) cf were obtained as a white solid.
'H-NMR (CDCl, 250 MHz),&: 8.33 (d, 4H, 8 Hz), 7.46 (t,
4H, 8 Hz), 7.38 (d, 4H, 8 Hz), 6.94 (t, 4H, 8 H2)65 (s,
8H), 2.36 (t, 4H, 7 Hz), 1.36 (m, 4H), 1.02 (m, 8FPC-
NMR (CDCk, 62.9 MHz),5: 159.9, 148.7, 136.1, 122.6,
121.6, 60.3, 54.2, 29.2, 27.0, 26.8. ESI-MS (m%99.4.0
[100%, M+H, 531.2 [59%, M+N&. Elemental analysis,
calcd. for GyH4Ne (508.70): C 75.55, H 7.93, N 16.52;
found: C 75.76, H 7.70, N 16.58.

resulting aqueous solution was

with N&SQO, and the solvent evaporated to obtain 0.199 g Acknowledgments

of product #) as a brown solid (76%JH-NMR (CDCl,
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