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Riassunto 

Il successo di un costrutto ingegnerizzato si basa sulla solidità strutturale, biocompatibilità e 

bioattività dello scaffold.  

In questa tesi verrà riassunta la mia esperienza presso il laboratorio della Professoressa Dettin 

Monica a seguito della Dottoressa Zamuner Annj, durante la quale è stata prodotta della ardi-

stonite arricchita con stronzio e magnesio, è stata funzionalizzata covalentemente con la se-

quenza peptidica D2HVP, sempre sintetizzata in laboratorio tramite sintesi su fase solida, e 

sono stati eseguiti dei test per verificare l’adesione tra il peptide ed il bioceramico. 
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Capitolo 1 

1 Introduzione 

1.1 Ingegneria tessutale 

Per ingegneria tessutale s’intende la pratica di sviluppare protesi per dare una soluzione al 

problema di tessuti o organi danneggiati che non preveda tecniche di medicina e chirurgia tra-

dizionale. Questa nuova frontiera della medicina è volta ad aumentare l’efficacia del tratta-

mento, diminuire l’impatto sull’organismo del paziente ed i tempi di recupero, semplificando 

al contempo le procedure. 

Sebbene il tentativo di utilizzare materiali di varia natura per sostituire elementi malati o dan-

neggiati all’interno dell’organismo fosse già una pratica comune nell’antichità, il termine è 

stato coniato alla fine degli anni ’80. 

I primi esempi di ingegneria tessutale sono riscontrabili agli inizi degli anni ’60 dalle analisi 

fatte da Wichterle e Lìm su plastiche ed hydrogel e il loro contatto con l’ambiente biologico 

umano1, proseguendo con Charles Hull e la sua invenzione della stampa 3D nel 1986, evolu-

tasi poi nel bioprinting. I primi tentativi di produzione di organi e tessuti in vitro risalgono 

agli inizi del 1990, arrivando ai primi trapianti di organi completamente ricreati ex-vivo a par-

tire da cellule autologhe del paziente nel 2006, come ad esempio il trapianto di vesciche su 

soggetti che dovevano sottoporsi ad augmentazione2. 

Dalla fine del XX secolo l’ingegneria tessutale si è differenziata in tre approcci diversi alla 

creazione di nuovo tessuto (Figura 1). Il primo si avvale di cellule staminali totipotenti o plu-

ripotenti, il secondo sfrutta la cultura in vitro di cellule su un substrato decellularizzato, men-

tre il terzo prevede la creazione di uno scaffold che promuova la proliferazione cellulare ed 

assicuri il suo successivo dissolvimento. 

 

 
Figura 1: I tre diversi approcci all’ingegneria tessutale. 
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I primi due metodi sfruttano cellule staminali in vitro e, ad oggi, la loro applicazione risulta 

ancora troppo poco affidabile a causa degli alti costi di produzione e della difficoltà nella ge-

stione della loro differenziazione (Figura 2). Per questi motivi, le soluzioni odierne preve-

dono l’utilizzo di cellule somatiche, ormai incapaci di differenziarsi e con attività biologiche 

specifiche3. Le cellule somatiche possono essere allogeniche o autologhe. Le prime sono cel-

lule immunogeniche umane o animali, il cui utilizzo in medicina rigenerativa è poco utilizzato 

e prevede l’assunzione di terapie immunodepressive per evitare rigetto. Le seconde sono cel-

lule appartenenti al paziente ed il loro utilizzo è preferibile se la loro attività rimane sufficien-

temente alta da permettere lo sviluppo di nuovi tessuti3-4. 

 

Figura 2: La diversificazione delle cellule staminali in cellule somatiche. 

 

1.2 Tessuto osseo 

Il tessuto osseo è un tessuto connettivo mineralizzato costituito per il 69% da matrice inorga-

nica (fosfato di calcio, carbonato di calcio, fosfato di magnesio e fluoruro di calcio) organiz-

zata in cristalli di idrossiapatite, per il 22% da matrice organica e per il restante 9% da acqua. 

Il tessuto osseo svolge funzione di sostegno, locomozione e protezione dei tessuti molli. Il tes-

suto osseo contiene osteoblasti, osteoclasti ed osteoni che concorrono al mantenimento della 

struttura ossea5. Gli osteoblasti sono cellule in grado di generare nuovo tessuto osseo sotto 

forma di lamelle concentriche, gli osteoclasti sono cellule plurinucleate capaci di rilasciare en-

zimi idrolitici lisosomiali atti a riassorbire la matrice ossea, mentre gli osteoni sono osteobla-

sti inattivi che hanno terminato lo sviluppo del tessuto osseo e che fungono da sensori per ve-

rificare il corretto comportamento meccanico dell’osso. Queste tre cellule concorrono al con-

tinuo rimodellamento del tessuto controllato da fattori locali (quali fattori di crescita e citochi-

nesi) e sistemici (calcitonina ed estrogeni)5. Risulta fondamentale che l’azione di osteoblasti, 

osteoclasti ed osteociti sia coordinata al fine di permettere un buon mantenimento del tessuto 
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ed un adeguato recupero da possibili traumi: una demolizione troppo aggressiva da parte degli 

osteoclasti può causare uno squilibrio che porta alla perdita di osso o ad un nuovo tessuto in-

capace di sostenere carichi intensi (osteoporosi), viceversa un eccessiva attività degli osteo-

blasti può portare alla formazione di tessuto osseo troppo duro, limitando le capacità di movi-

mento delle articolazioni (osteopetrosi)6. 

 

1.3 Ingegneria tessutale applicata al tessuto osseo 

Nel campo del sistema scheletrico, l’ingegneria tissutale si interessa di fornire soluzioni in 

grado di supportare la normale attività delle cellule ossee. Sfruttando il biomimetismo di ma-

teriali ceramici contenenti fattori biochimici, quali proteine di adesione e fattori di crescita, si 

può fornire agli osteoblasti una struttura su cui aderire e generare nuovo tessuto osseo, sosti-

tuendo man mano lo scaffold sul quale aderiscono (Figura 3)7. 

 

 

Figura 3: Ingegneria tessutale applicata al tessuto osseo. 

 

1.4 Lo Scaffold 

Lo scaffold funge da microambiente extracellulare atto al supporto e alla stimolazione della 

rigenerazione di tessuto da parte di cellule fungendo da piattaforma di supporto per cellule 

trapiantate o per richiamare e trattenere assieme cellule autologhe con appropriate qualità 

meccaniche e biologiche7. Lo scaffold deve essere selezionato accuratamente in base alle se-

guenti proprietà: 

▪ Capacità meccaniche: in base all’impiego, deve garantire adeguata resistenza mecca-

nica, rigidità e flessibilità; 

▪ Biocompatibilità: il materiale non deve essere riconosciuto come elemento non-self 

dall’organismo per evitare reazioni infiammatorie o di rigetto; 
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▪ Proprietà superficiali: lo scaffold deve presentare una superficie con porosità tale da 

permettere alle cellule selezionate di aderire ad essa; 

▪ Porosità: il substrato deve presentare canali interni sufficientemente grandi ed inter-

connessi da permettere l’insediamento delle cellule all’interno del suo volume e il tra-

sporto di nutrimento e scarti dell’attività biologica; 

▪ Bioriassorbibilità: deve poter essere smaltito dall’organismo una volta terminata la sua 

funzione di supporto allo sviluppo cellulare, se così non fosse si rischierebbero rea-

zioni infiammatorie, rigetto, dolore e discontinuità nel comportamento meccanico. 

Gli scaffold utilizzati in campo scheletrico sono costituiti da materiali ceramici contenenti fo-

sfato di calcio, componente fondamentale del tessuto osseo corticale, come idrossiapatite e β-

trifosfato di calcio (TCP)5-8. Questi materiali sono altamente porosi e se arricchiti di polimeri 

bioattivi rappresentano un substrato efficace per l’adesione degli osteoblasti9. 

 

1.4.1 Ardistonite arricchita con Sr e Mg 

L’ardistonite (Ca2ZnSi2O7) rappresenta un’ottima opzione come scaffold per il suo elevato 

biomimetismo e la semplice procedura di produzione, basata su sinterizzazione di polveri. 

Per questa tesi è stata utilizzata ardistonite dopata con stronzio e magnesio 

(Ca1.4Sr0.6Zn0.85Mg0.15Si2O7): questa ceramica presenta ulteriori vantaggi nell’applicazione 

biologica grazie alle proprietà degli ioni dopanti: il magnesio ha la capacità di stimolare l’atti-

vità degli osteociti, mentre lo stronzio diminuisce la velocità di riassorbimento del substrato 

incrementando la densità ceramica del PbTiO3
10-11. 

 

1.5 Segnali biochimici 

I segnali biochimici si differenziano in fattori di crescita, proteine di adesione, citochine, che-

mochine ed ormoni. 

I fattori di crescita sono delle proteine specializzate nello stimolare la proliferazione e la diffe-

renziazione delle cellule. Queste proteine possono essere prodotte dalle cellule stesse su cui 

agiscono (autocrine) o da altre cellule (paracrine)12. 

Le proteine di adesione hanno la funzione di reclutare e trattenere cellule specifiche per per-

metterne l’adesione al substrato13, tra questa tipologia di proteine le più importanti sono la fi-

bronectina, la laminina e la vitronectina.  

La vitronectina è una glicoproteina presente nel sangue e nella matrice extracellulare e si lega 

a glicosamminoglicani, collagene, plasminogeno e recettori per urochinasi. Legandosi con il 

sito di inibizione-1 del plasminogeno, la vitronectina può regolare la degradazione della ma-

trice extracellulare inibendone la proteolisi14. 
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1.5.1 Peptidomimetica 

La peptidomimetica si basa sull’utilizzo di molecole peptidomimetiche (Figura 4), ovvero 

analoghi dei peptidi bioattivi15. Le modifiche che forniscono i peptidomimetici possono 

riguardare: 

▪ La struttura interna basata su legami non peptidici. Modifica utile per aumentare la re-

sistenza alla proteolisi e quindi il tempo di emivita del peptide all’interno dell’organi-

smo; 

▪ L’inserimento di β-amminoacidi o amminoacidi a configurazione D; 

▪ La variazione della rigidezza delle catene laterali, per aumentarne o diminuirne l’atti-

vità e le interazioni con l’ambiente biologico. 

Questi composti possono essere utilizzati in sostituzione del peptide di cui mimano le caratte-

ristiche, aumentando, inibendo o modificando gli effetti del peptide originale16. 

 

 

Figura 4: Esempio di peptidomimetica: i gruppi più esterni (colorati) sono identici al peptide originale, 

ma la struttura centrale è stata variata. 

 

1.5.2 Metodi per la stabilizzazione dei peptidi 

L’utilizzo di molecole peptidomimetiche è da preferirsi all’utilizzo di proteine in quanto più 

economici, stabili e solubili.  

I metodi principali per la stabilizzazione dei peptidi si basano sulla modifica della geometria 

interna, ad esempio utilizzando molecole cicliche, β-amminoacidi o amminoacidi a configura-

zione invertita. 
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1.5.2.1 Stabilizzazione di peptidi con l’uso di D-amminoacidi 

I peptidi costituiti da amminoacidi di tipo D hanno una emivita molto maggiore rispetto ai più 

comuni ed economici isomeri L17-18, il loro concatenamento porta alla formazione di un pep-

tide D-retro-inverso (Figura 5).  Un peptide retro-inverso è un peptide lineare la cui sequenza 

di amminoacidi è al contrario rispetto al peptide originale e i centri chirali degli amminoacidi 

sono anch’essi invertiti rispetto agli amminoacidi del peptide originale. 

 

Figura 5: Esempio di peptide retro-inverso. 

1.5.3 D2HVP 

Per questa tesi è stato sintetizzato il peptide D2HVP, dimero retro-inverso del peptide HVP, 

in grado di legarsi con i glicosamminoglicani di membrana degli osteoblasti e permettere la 

loro adesione allo scaffold di ardistonite arricchita attraverso una funzionalizzazione biochi-

mica. 

 

1.6 Funzionalizzazioni biochimiche 

Per rendere bioattiva la superficie dell’impianto è necessario funzionalizzarlo con adeguati se-

gnali biochimici. L’arricchimento della superficie può essere ottenuto mediante adsorbimento, 

veicolazione mediante carrier o funzionalizzazione covalente. 

 

1.6.1 Funzionalizzazione covalente 

La catena peptidica può essere legata direttamente allo scaffold o si può utilizzare uno spazia-

tore, opzione che permette una maggiore mobilità delle biomolecole e migliora la loro capacità 

di interazione con le cellule e il legame può generarsi in una parte qualsiasi della catena (fun-

zionalizzazione aspecifica) o in un sito particolare (funzionalizzazione specifica) (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Tipologie di funzionalizzazione covalente. 

Per questa tesi è stata effettuata una funzionalizzazione covalente specifica tra il peptide 

D2HVP e lo scaffold ceramico utilizzando l’acido 7-amino-eptanoico come spaziatore. 
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1.7 Scopo della tesi 

In questa tesi sono stati riassunte le procedure per la sinterizzazione dell’ardistonite arrichita 

con stronzio e magnesio, e per la sintesi del D2HVP. Si è tentato di verificare se fosse possi-

bile ottenere buone rese di reazione funzionalizzando covalentemente il bioceramico con rea-

zioni effettuate in ambiente acquoso. 
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Capitolo 2 

2 Materiali e metodi 

2.1 Materiali 

Nel paragrafo seguente si elencheranno i principali materiali utilizzati nell’esperienza. 

 

2.1.1 Reagenti 

Reagenti forniti da Biosolve (Dieuze, Francia): 

▪ Piperidina; 

▪ Diclorometano (DCM); 

▪ Acido trifluoroacetico (TFA); 

▪ N-etil-diisopropilammina (DIPEA). 

Reagenti forniti da Millipore Corporation (Merck KGaA, Darmstadt, Germania): 

▪ Etanolo. 

Reagenti forniti da Novabiochem (Merck KGaA, Darmstadt, Germania): 

▪ Amminoacidi Fmoc-protetti; 

▪ Resina Rink Amide MBHA; 

▪ Etilciano-(idrossiammino)-acetato (Oxima Pure); 

▪ 1-[Bis(dimetilammino)-metilene]-1H-1,2,3,-triazolo[4,5-b]piridinio3-ossido esafluo-

rofosfato (HATU). 

Reagenti forniti da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, St. Louis, Missouri, USA): 

▪ Metanolo; 

▪ C2H6N4O2; 

▪ ZnO; 

▪ N-metil-2-pirrolidone (NMP); 

▪ Acetonitrile; 

▪ Acido acetico; 

▪ Dimetilformammide (DMF); 

▪ Trietossisilano (TES). 

Reagenti forniti da VWR Chemicals (Radnor, Pennsylvania, USA): 

▪ Acetone. 
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Reagenti forniti da Industrie Bitossi (Vinci, Italia): 

▪ CaCO3; 

▪ SrCO3; 

▪ Mg(OH)2. 

2.1.2 Sequenza peptidica utilizzata 

Per questa tesi è stata sviluppata la sequenza peptidica D2HVP attraverso sintesi su fase so-

lida: 

▪ Peso molecolare: 2646 Da; 

▪ Sequenza: H-Ser-X-Tyr-Gly-Lys-Arg-Asn-Arg-His-Arg-Phe-Tyr-Gly-Lys-Arg-Asn-

Arg-His-Arg-Phe – NH2. Dove X è acido 7-amminoeptanoico. 

 

2.2 Strumenti 

Si elencano gli strumenti utilizzati: 

▪ Sintetizzatore automatico modello Syro I, fornito da MultisynTech (Witten, Germa-

nia); 

▪ Liofilizzatore modello FreeZone 2.5 Liter Benchtop, fornito da Labconco (Kansas 

City, Missouri, USA); 

▪ Spettrofotometro UV/Vis modello Lambda 2, fornito da Perkin Elmer (Waltham, 

Massachussets, USA); 

▪ Evaporatore rotante (rotavapor) modello Laborota-4000-Efficient, fornito da Heidolph 

Instruments (Schwabach, Germania); 

▪ Bilancia analitica modello Mettler AE250, fornita da Mettler Toledo (Ohio, USA) 

▪ Distillatore d’acqua da laboratorio modello Stuart D4000, fornito da Norrscope 

(Chelmsford, Essex, Regno Unito); 

▪ Sistema di purificazione dell’acqua modello Milli-Q Integral for Ultrapure Water, for-

nito da Merck KGaA (Darmstadt, Germania); 

▪ Bagno ad ultrasuoni modello Microstirrer, fornito da Velp Scientifica (Usmate Velate, 

Italia); 

▪ Agitatore magnetico modello Microstirrer, fornito da Velp Scientifica (Usmate Velate, 

Italia); 

▪ Centrifuga da banco modello Rotina 380, fornita da Hettich GmbH & Co (Tuttlingen, 

Germania);  

▪ Essiccatore sottovuoto fornito da Kartell Labware (Noviglio, Italia); 
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▪ Sistema RP-HPLC “analitica” (Figura 7) costituito da: 

o Pompa binaria HPLC modello Waters 600E, fornito da Waters Corporation 

(Milford, Massachusetts, USA); 

o Auto campionatore modello Waters 2707 fornito da Waters Corporation (Mil-

ford, Massachusetts, USA); 

o Rilevatore un UV/VIS multicanale a lunghezza d'onda programmabile modello 

Waters 2489, fornito da Waters Corporation (Milford, Massachusetts, USA); 

o Computer dotato del software di gestione dei dati cromatografici Empower 

Pro, sviluppato da Waters Corporation (Milford, Massachusetts, USA); 

 

Figura 7: Tipologie di funzionalizzazione covalente. 

▪ Sistema RP-HPLC “semipreparativa” costituito da: 

o Sistema di pompaggio multisolvente HPLC modello Waters 600E, fornito da 

Waters Corporation (Milford, Massachusetts, USA); 

o Rilevatore UV/VIS multicanale a lunghezza d’onda programmabile modello 

Waters 2487, fornito da Water corporation (Milford, Massachusetts, USA); 

o Registratore su carta modello BD40/BD41 distribuito dalla Carlo Erba Stru-

mentazione e prodotto da Zipp & Zonen (Delft, Olanda). 

 

 

 

 



12 

2.3 Metodi 

2.3.1 Preparazione soluzioni 

Saranno necessari 3 reagenti: 

▪ 40% Piperidina in DMF; 

▪ Dipea in NMP (concentrazione 1.8 N); 

▪ Oxima e HATU in DMF (concentrazione 0.45 M). 

2.3.2 Sintesi peptidica su fase solida: 

I peptidi sono molecole organiche costituite da due o più amminoacidi legati da un legame 

peptidico (ammidico) tra il gruppo carbossilico di un aminoacido ed il gruppo amminico 

dell’amminoacido successivo17. La sintesi di peptidi come il D2HVP è ottenuta mediante 

sintesi su fase solida (Solid Phase Peptides Synthesis, SPPS), procedura inventata nel 1963 da 

Bruce Merrifield e basata su coupling sequenziali di amminoacidi a partire da una resina inso-

lubile. L’utilizzo di un supporto insolubile permette la rimozione dei reagenti in eccesso attra-

verso dei semplici lavaggi e per questo motivo ci si può avvalere di sintetizzatori automatici, 

effettuando i coupling con una quantità di amminoacido in eccesso20. 

 

2.3.3 Chimica Fmoc 

Per sintetizzare i peptidi, si ricorre all’utilizzo di aminoacidi protetti da un gruppo Fmoc 

(Fluorenilmetilossicarbonil cloruro) (Figura 8) al terminale amminico ed altri gruppi protet-

tori alle catene laterali. Questi gruppi aggiuntivi svolgono la funzione di bloccare la reattività 

del gruppo amminico dell’aminoacido attraverso legami covalenti labili in ambiente acido 

(per i gruppi protettori laterali) o basico (per lo Fmoc). È possibile allungare la catena pepti-

dica trattandola con una base, causando la deprotezione del gruppo Fmoc e promuovendo la 

creazione di un legame tra il gruppo amminico del peptide il gruppo carbossilico dell’ammi-

noacido successivo (Figura 9). 

 

                    

                                  Figura 8:  Gruppo protettore Fmoc.                  Figura 9: Esempio di legame peptidico. 
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Una volta generato il peptide desiderato, si può proseguire con la sua separazione dal supporto 

solido e dai gruppi protettori delle catene laterali21. 

Il processo di sintesi ha inizio con il primo coupling tra il gruppo carbossilico del primo am-

minoacido ad uno dei siti amminici della resina, impedendo il legame con altri terminali 

dell’amminoacido utilizzando gruppi protettori come lo Fmoc o il Boc. Si procede poi con la 

deprotezione del gruppo amminico della catena e si effettua il coupling con l’amminoacido 

successivo. Si ripete quest’ultimo passaggio fino al completamento della catena peptidica de-

siderata ed infine si effettua una deprotezione dei gruppi protettivi laterali e della resina con 

risciacqui in ambiente acido. 

 

2.3.4 Resina 

Come supporto solido, vengono generalmente utilizzate resine polimeriche o poliacrilammidi-

che: queste hanno la proprietà di rigonfiarsi fino a raggiungere un volume pari a 10 volte 

quello iniziale, se entrano in contatto con solventi come N,N-dimetilformammide (DMF), N-

metil-2-polipirrone (NMP) e diclorometano (DCM). 

In questo elaborato si è utilizzata come resina la Rink Amide MBHA (Figura 10), essa ha una 

funzionalità amminica che, a seguito dello sblocco del gruppo protettore (Fmoc), permette la 

reazione con il gruppo carbossilico dell’amminoacido da agganciare. 

 

 Figura 10: Resina Rink Amide MBHA. . 
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2.3.5 Processo di sintesi peptidica automatizzata 

Ogni ciclo di sintesi effettata con sintetizzatore automatico Syro I prevede i seguenti passaggi 

(Figura 11): 

▪ Deprotezione del gruppo Fmoc: 

o Si utilizza 1 mL di soluzione al 40% di piperidina in DMF per 3 minuti, inter-

vallando ogni minuto con un’agitazione di 15 secondi; 

o Si tratta la resina con 0,9 mL di DMF e 0,9 mL di soluzione al 40% di piperi-

dina in DMF per 12 minuti, intervallando ogni 3 minuti con un’agitazione di 

15 secondi; 

o Si eseguono 6 cicli di lavaggi, in cui si utilizzano 2,2 mL di DMF ad ogni la-

vaggio; 

▪ Attivazione del gruppo carbossilico: 

o Si aggiunge nel reattore 1 mL di soluzione amminoacido in DMF a 0.62 M, 1,4 

mL di soluzione HBTU/Oxima pure in DMF e 0,625 mL di soluzione 2 M di 

DIPEA in NMP, lasciando agire per 45 minuti e agitando per 15 secondi ogni 

3 minuti di reazione; 

o Si effettuano 5 cicli di lavaggi, utilizzando 3 mL di DMF ad ogni lavaggio. 

 

 

Figura 11: ciclo di sintesi peptidica. 
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2.3.6 Test alla piperidina: 

La procedura che permette di determinare quale sia la resa di funzionalizzazione della resina 

(loading) è detta anche "test alla Piperidina" e si avvale di una lettura spettrofotogrammetrica 

a 301 nm. 

Si procede producendo N-(9-fluorenilmetil)-piperidina:  

▪ Si estrae una piccola quantità di resina dal reattore di sintesi, lavando più volte con 

metanolo in provetta, centrifugando ad ogni lavaggio e rimuovendo il surnatante; 

▪ Si essicca la resina in una campana a vuoto per almeno un'ora; 

▪ Si preleva un quantitativo compreso tra 4-8 mg e lo si trasferisce in una provetta; 

▪ Si tratta con 0,5 mL di una soluzione al 20% di piperidina in DMF e si lascia agire per 

15 minuti mescolando manualmente di tanto in tanto per garantire che tutta la resina 

entri in contatto con la soluzione; 

▪ si diluisce con DMF fino a raggiungere un volume di 50 mL, si mescola e si lascia ri-

posare per far depositare la resina sul fondo; 

▪ Si procede a prelevare una piccola quantità di prodotto. 

Al contempo, si tara lo spettrometro utilizzando una soluzione di bianco prelevando 0.5 ml di 

piperidina 20% in DMF e portandola a 50 ml con DMF. 

Si prepara il bianco prelevando 0.5 ml di piperidina 20% in DMF e portandola a 50 ml con 

DMF e si procede con l’analisi dell’assorbanza del campione. 

Si può procedere con l’analisi e il confronto tra sostituzione teorica e sperimentale, determi-

nando la percentuale di resa di funzionalizzazione: 

 

▪ Sostituzione teorica: 𝑆𝑡 =
1000

𝑃𝑀𝑟𝑒𝑠+𝑃𝑀𝑎𝑚𝑚
  

Con PMres peso molecolare della resina e Pmamm peso molecolare dell’amminoacido; 

▪ Sostituzione sperimentale: 𝑆𝑠𝑝
𝐴𝑏𝑠301×𝑉𝑠𝑜𝑙𝑢𝑧𝑖𝑜𝑛𝑒[mL]

ε×peso[gr]
   

con ε coefficiente di estinzione molare (7800M-1cm-1); 

▪  𝑅𝑒𝑠𝑎 =
𝑆5𝑝

𝑆𝑡
× 100. 
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2.3.7 Sblocco del peptide dalla resina 

Terminata la sintesi ed effettuato lo sblocco dello Fmoc dell’ultimo amminoacido, si prosegue 

con lo sblocco del peptide dalla resina e dai gruppi protettori laterali utilizzando una soluzione 

acida: 

▪ Si fa seccare la resina nel reattore sotto vuoto per 2 ore; 

▪ Si aggiunge alla resina una soluzione di 0,125 mL di acqua MilliQ, 0,125 mL di TES e 

4,75 mL di TFA; 

▪ Si lascia la miscela in agitazione magnetica per 1 ora e 30 minuti; 

▪ Si separa la resina dalla soluzione attraverso filtrazione e si riduce il volume della so-

luzione in evaporatore rotante; 

▪ Si fa precipitare il peptide grezzo utilizzando etere dietilico freddo (-4°C) e lo si filtra 

su gooch G4; 

▪ Si fa essiccare il peptide grezzo per circa 2 ore e successivamente lo si liofilizza. 

 

2.3.8 Cromatografia 

Per determinare la purezza del peptide sintetizzato e per purificarlo ci si avvale della HPLC 

(High-Performance Liquid Chromatography) analitica e semipreparativa su fase inversa. 

Le componenti basilari di un sistema HPLC sono qui di seguito elencate e riportate in Figura 

12: 

▪ serbatoi contenenti la fase mobile (0,05% di TFA in H2O MilliQ e 0,05% di TFA in 

acetonitrile), opportunamente degasate con elio ed in modalità di eluizione a gra-

diente; 

• una pompa ad alta pressione per generare e gestire la portata desiderata della fase mo-

bile; 

• un iniettore che introduce il campione all’interno del flusso della fase mobile in modo 

da poter trasportare il campione all’interno della colonna; 

• una colonna contenente del materiale impaccato (fase stazionaria) che effettua la sepa-

razione; 

• un detector che rileva i diversi composti quando eluiscono dalla colonna; 

• un computer che traduce il segnale elettrico generato dal detector in un cromato-

gramma. 
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Figura 12: Componenti fondamentali dell’HPLC analitica. 

 

 2.3.9 MALDI-TOF 

Per l’analisi del peptide sintetizzato durante questo lavoro di tesi è stato utilizzato lo spettro-

metro MALDI-TOF (Figura 13), strumento che utilizza una tecnica di ionizzazione detta Ma-

trix Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) in cui l’eccitazione delle molecole del 

campione viene effettuata tramite un raggio laser, e con un analizzatore di tipo TOF (time of 

flight, cioè tempo di volo) il quale seleziona gli ioni in base al loro rapporto massa/carica e al 

tempo che essi impiegano per percorrere l’analizzatore.  

 

 

Figura 13: Funzionamento del MALDI-TOF. 
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2.3.10 Ossidazione 

Il peptide D2HVP puro deve essere sottoposto ad una reazione di ossidazione (Figura 14) per 

convertire la serina N-terminale in un gruppo OHC-CO- (detto 𝛼-oxo-aldehyde), necessario 

per effettuare la funzionalizzazione covalente del ceramico. 

 

Figura 14: reazione di ossidazione del peptide. 

In questo lavoro di tesi si è fatto sciogliere il peptide S-X-D2HVP in sodio periodato in modo 

tale da raggiungere una concentrazione finale di 2.5 mM. Si è lasciato reagire sotto agitazione 

magnetica per 4 minuti a temperatura ambiente, è stato poi filtrato con un filtro PVDF per poi 

essere immediatamente purificato ed isolato tramite cromatografia RC HPLC semiprepara-

tiva. Questo processo porta ad una diminuzione del peso molecolare pari a 31 Da. 

 

2.3.11 Sinterizzazione del ceramico 

Dieci grammi di ardistonite arricchita con magnesio e stronzio è stata preparata mettendo in 

un becher: 

▪ 15 mL di isopropanolo, utilizzato come solvente; 

▪ 6,39 g di H62C, polimero che funge da precursore ceramico; 

▪ 4,17g di CaCO3; 

▪ 2,06g di ZnO; 

▪ 2,64g di SrCO3; 

▪ 1,76g di Mg(OH)2; 

▪ 0,1 g di C2H6N4O2, agente che funge da attivante (detto “foaming agent”). 

Si lascia la soluzione a riposo a 60°C fino alla completa evaporazione dell’isopropanolo, suc-

cessivamente si separa la soluzione in pozzetti da 1.8g e si immettono in forno per la ceramiz-

zazione secondo la seguente procedura (Figura 15): 

▪ Volumizzazione, si mantengono 350°C per 30 minuti; 

▪ Ceramizzazione, 1100°C per 1 ora, con un aumento di temperatura di 0.3°C/min con 

stazionamento per 3 ore a 550°C e 2 ore a 880°C. 

▪ Raffreddamento, a -2°C/min. 
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Figura 15: Schema di sinterizzazione del bioceramico 

 

Terminato il raffreddamento, si utilizza della carta abrasiva per eliminare le pareti lisce e au-

mentare la porosità del ceramico. 

 

2.3.12 Funzionalizzazione del ceramico 

Prima di poter essere funzionalizzato, il bioceramico deve essere silanizzato utilizzando la se-

guente procedura (Figura 13): 

▪ Si immerge il bioceramico in una soluzione al 2% di APTES ((3-aminopro-

pyl)triethoxysilane) in acetone a 40°C per una notte; 

▪ Si effettuano 3 lavaggi con acetone e 3 lavaggi con acqua MilliQ per 3 minuti, per ri-

muovere l’APTES e l’acetone in eccesso; 

▪ Si mette il bioceramico 10 minuti in una stufa a 100°C per l’asciugatura. 

Per la funzionalizzazione si crea una soluzione 1 μM di D2HVP e 3mg/mL di NaCNBH3 (ridu-

cente che facilita la coesione tra peptide e ceramico), si porta al volume desiderato con un tam-

pone salino a pH 7,4, vi si immerge il bioceramico e si lascia riposare una notte a temperatura 

ambiente (Figura 16). 

 

 

Figura 16: Silanizzazione e funzionalizzazione covalente del bioceramico. 

 

Terminata la funzionalizzazione, si effettuano 3 lavaggi con acqua MilliQ. 
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Capitolo 3 

3 Parte sperimentale 

In questo capitolo verrà riassunto il lavoro sperimentale effettuato durante questo progetto, di-

visibile nei seguenti punti: 

▪ Sintesi peptidica; 

▪ Sblocco del peptide; 

▪ Cromatografia analitica, di massa del grezzo e semipreparativa; 

▪ Ossidazione; 

▪ Purificazione del peptide presso HPLC semipreparative su fase inversa; 

▪ Sinterizzazione del ceramico; 

▪ Funzionalizzazione del ceramico; 

▪ Caratterizzazione del biomateriale tramite spettroscopia Raman. 

 

3.1 Sintesi peptidica 

Il peptide D2HVP è stato ottenuto tramite sintesi su fase solida utilizzando il sintetizzatore au-

tomatico Syro I (Figura 17) e una scala di sintesi di 0,125 mMoli di gruppi funzionali su 240 

mg di resina. 

Per ogni coupling sono stati utilizzati 5 equivalenti di Fmoc-amminoacido, 5 equivalenti di 

HATU/Oxima Pure e 10 equivalenti di DIPEA. 

Per la sintesi del peptide è stata seguita la procedura riportata di seguito: 

▪ Sono stati pesati i quantitativi richiesti degli amminoacidi; 

▪ Sono stati effettuati tre lavaggi della resina con DMF; 

▪ È stato effettuato un doppio coupling con l’amminoacido Fmoc-Phe-OH; 

▪ La resa della reazione di funzionalizzazione è stata determinata tramite Test alla Pipe-

ridina ed è risultata pari al 100%; 

▪ Si è continuata la sintesi con sintetizzatore Syro I, effettuando coupling singoli per le 

restanti condensazioni; ogni condensazione ha una durata di 45 minuti; 

▪ La rimozione del gruppo protettore Fmoc è stata ottenuta trattando il peptide in cre-

scita su resina con una soluzione al 40% di piperidina in DMF per 3 minuti, seguita da 

un trattamento con piperidina al 20% in DMF per 12 minuti; 

▪ L’attivazione del gruppo carbossilico dell’amminoacido N-α-Fmoc protetto, nelle rea-

zioni di condensazione, è stata ottenuta trattando 1 mL di soluzione di amminoacido (5 

equivalenti) con l’aggiunta di 1,4 mL di soluzione 0,45 M di HBTU/Oxyma Pure in 

DMF (5 equivalenti) e 0,625 mL di DIPEA 2,5 M in NMP (10 equivalenti). 
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Figura 17: Sintetizzatore automatico Syro I. 

 

Al termine della sintesi, il peptide protetto su resina è stato lavato abbondantemente con DCM 

e seccato in campana da vuoto per 1 ora e 30 minuti. 

 

3.2 Sblocco del peptide: 

Per la deprotezione dei gruppi laterali e simultaneo sblocco del peptide dalla resina, si è proce-

duto aggiungendo a ciascun reattore di sintesi una soluzione di 5 mL composta da: 

▪ 4,75 mL TFA; 

▪ 0,125 mL TES; 

▪ 0,125 mL di H2O MilliQ. 

La soluzione è stata lasciata a reagire in agitazione magnetica a temperatura ambiente per 1 ora 

e 30 minuti. Al termine della reazione il contenuto del reattore è stato drenato in un pallone da 

50 mL e la resina è stata lavata 3 volte con TFA recuperando i lavaggi nel pallone. La soluzione 

recuperata si è portata a piccolo volume tramite Rotavapor ed il peptide è stato recuperato tra-

mite precipitazione con etere dietilico freddo (-4°C) e conseguente filtrazione su Gooch G4. Il 

precipitato è stato seccato in campana da vuoto per 30 minuti e pesato: risultano sintetizzati 60 

mg di peptide. 

 

 

 

 



23 

3.3 Cromatografia 

È stata effettuata un’analisi HPLC utilizzando un campione di 0,6 mg di peptide disciolto in 

0,125 ml di MilliQ per verificare il grado di omogeneità del peptide grezzo (Figura 18). 

Le condizioni con cui si è svolta l’analisi sono: 

▪ Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); 

▪ Volume di iniezione: 125 µL; 

▪ Flusso: 1 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm 

 
Figura 18: HPLC analitica del peptide grezzo. Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); Volume di iniezione: 125 µL; Flusso: 1 

mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; Let-

tura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

 

Per accertare l’identità del picco principale del peptide grezzo, si è eseguita un’analisi di 

massa MALDI (Figura 19). 
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Figura 19: Spettrofotogrammetria di massa del peptide grezzo. 

 

Dai risultati della massa MALDI risulta un peso molecolare di 2505 Da invece di 2646 Da. La 

differenza di 141 Da è dovuta all’assenza di una serina all’interno della catena peptidica. 

 

3.4 Ossidazione 

Si è quindi proceduto all’ossidazione del peptide: 

▪ Si sono fatti sciogliere 20 mg peptide in acqua MilliQ con una concentrazione di 

1mg/mL; 

▪ Si è aggiunto alla soluzione 10,79 mg di sodio periodato per ottenere una concentra-

zione molare di 2.5 mM; 

▪ Si è lasciato reagire sotto agitazione magnetica per 4 minuti a temperatura ambiente; 

▪ La soluzione è stata filtrata con un filtro PVDF ed il peptide è stato immediatamente 

purificato ed isolato tramite cromatografia HPLC semipreparativa con le seguenti  

modalità: 

o Colonna: Zorbax 300 SB (5 μm; 300 Å, 9.4×250 mm); 

o Flusso: 1 mL/min; 

o Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

o Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

o Gradiente: da 0% a 10% in 2 minuti poi 10% al 25% di B in 30 minuti. 
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Completata la procedura, si è preceduto con un’analisi di massa MALDI per verificare l’esito 

della reazione di ossidazione (Figura 20), che comporta una perdita di peso molecolare pari a 

31 Da dovuta alla sostituzione della serina N-terminale con il gruppo OHC-CO-. 

 

 

Figura 20: Spettrofotogrammetria di massa del peptide ossidato. 

 

Dall’analisi risulta che la massa molecolare è quella attesa (massa teorica senza serina interna: 

2472 Da, massa sperimentale: 2474 Da). 

 

3.5 Purificazione del peptide 

3.5.1 Prima corsa semipreparativa in fase inversa 

Sono stati disciolti 30 mg di peptide purificato ed ossidato in 15 mL di MilliQ ed è stata effet-

tuata una cromatografia semipreparativa (Figura 21) con le seguenti modalità: 

▪ Colonna: Zorbax 300 SB (5 μm; 300 Å, 9.4×250 mm); 

▪ Flusso: 4 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: da 0% a 10% in 2 minuti poi 10% al 25% di B in 45 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm; 

▪ Velocità della carta: 0,5 cm/min. 
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Figura 21: Prima semipreparativa. Colonna: Zorbax 300 SB (5 μm; 300 Å, 9.4×250 mm); Flusso: 4 mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in H2O 

MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: da 0% a 10% in 2 minuti poi 10% al 25% di B in 45 minuti; Lettura dell’assor-

banza (λ) a 214 nm; Velocità della carta: 0,5 cm/min. 

 

3.5.2 Analisi delle frazioni raccolte nella prima semipreparativa 

Durante la semipreparativa, con il gradiente di B compreso tra 15% e 18%, le frazioni da 10 a 

17 (visibili nel grafico sovrastante all’interno della sezione rossa) sono state selezionate ma-

nualmente, unite ed una loro piccola parte (circa 0,6 mg) è stata utilizzata per un’analisi alla 

HPLC analitica con le seguenti modalità (Figura 22):  

▪ Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); 

▪ Volume di iniezione: 125 µL; 

▪ Flusso: 1 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

Inizio gradiente 

1 cm 
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Immagine 22: HPLC analitica sulle frazioni da 10 a 17 della prima semipreparativa Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); Vo-

lume di iniezione: 125 µL; Flusso: 1 mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: dallo 

10% al 25% di B in 30 minuti; Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

 

Le frazioni da 10 a 17 sono state riunite e liofilizzate. Il peptide purificato è risultato pari a 6,47 

mg. Il grado di omogeneità ricavato dall’interpretazione cromatografica è risultato pari al 

63,29%. 

 

3.5.2 Seconda corsa semipreparativa in fase inversa 

Le frazioni selezionate della prima semipreparativa sono state disciolte in 10 ml di Milliq, 

creando una soluzione a concentrazione 0.647 mg/mL (non 2 mg/mL come per la prima) per 

aumentare il volume aspirato ed evitare la formazione di bolle d’aria all’interno del macchina-

rio. Si è proseguito con una seconda semipreparativa con le seguenti modalità (Figura 23): 

▪ Colonna: Zorbax 300 SB (5 μm; 300 Å, 9.4×250 mm); 

▪ Flusso: 4 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: da 0% a 10% in 2 minuti poi 10% al 25% di B in 45 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

▪ Velocità della carta: 0,5 cm/min.               
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Figura 23: Seconda semipreparativa. Colonna: Zorbax 300 SB (5 μm; 300 Å, 9.4×250 mm); Flusso: 4 mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in 

H2O MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: da 0% a 10% in 2 minuti poi 10% al 25% di B in 45 minuti; Lettura dell’as-

sorbanza (λ) a 214 nm; Velocità della carta: 0,5 cm/min. 

 

3.5.4 Analisi delle frazioni raccolte nella seconda semipreparativa 

Terminata la seconda semipreparativa, sono stati rimossi campioni di 0,125 mL dalle frazioni 

da 3 a 8 (evidenziate in verde nella Figura 18) e sono stati analizzati alla HPLC analitica se-

condo le seguenti modalità (Figura 24):  

▪ Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); 

▪ Volume di iniezione: 125 µL; 

▪ Flusso: 1 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

 

Inizio gradiente 

1 cm 
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Figura 24: HPLC analitica della frazione 8. Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); Volume di iniezione: 125 µL; Flusso: 1 

mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; Let-

tura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

 

3.5.5 Riunione delle frazioni per la funzionalizzazione 

Le frazioni comprese tra 8 e 14, tutte di profilo simile, sono state unite contengano lo stesso 

peptide, sono perciò state unite ed è stata effettuata un’ultima HPLC analitica con le stesse 

modalità precedenti (Figura 25) per verificare questa ipotesi. 

▪ Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); 

▪ Volume di iniezione: 125 µL; 

▪ Flusso: 1 mL/min; 

▪ Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; 

▪ Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; 

▪ Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; 

▪ Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 
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Figura 25: HPLC analitica delle frazioni da 8 a 14. Colonna: Vydac C18 (5 μm, 300 Å, 4,6×250 mm); Volume di iniezione: 125 µL; Flusso: 

1 mL/min; Eluente A: 0,05% TFA in H2O MilliQ; Eluente B: 0,05% TFA in acetonitrile; Gradiente: dallo 10% al 25% di B in 30 minuti; 

Lettura dell’assorbanza (λ) a 214 nm. 

 

L’analitica ottenuta da un campione del pool (Figura 22) conferma un grado di purezza del 

93,87%. La resa di funzionalizzazione è risultata pari a 1,1 mg. 

 

3.6 Sinterizzazione del bioceramico 

Per la sinterizzazione della ardistonite arricchita con stronzio e magnesio sono stati posti in un 

becher: 

▪ 15 mL di isopropanolo; 

▪ 6,39 g di H62C; 

▪ 4,17g di CaCO3; 

▪ 2,06g di ZnO; 

▪ 2,64g di SrCO3; 

▪ 1,76g di Mg(OH)2; 

▪ 0.1g di C2H6N4O2. 

La soluzione è stata lasciata per 18 ore a 60°C fino alla completa evaporazione dell’isopropa-

nolo, riconoscibile dal cambio di consistenza della soluzione. 

Una volta essiccato completamente, il composto è stato diviso in pozzetti da 1,8 g ciascuno e 

sono stati effettuate volumizzazione (350°C per 30 minuti) e ceramizzazione (1100°C per 1 

ora, con un aumento di temperatura di 0.3°C/min con stazionamento per 3 ore a 550°C e 2 ore 

a 880°C) per poi subire un raffreddamento a -2°C/min (Figure 26-27). 
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Figure 26-27: Composto preceramico prima e dopo i processi di volumizzazione e ceramizzazione. 

 

Terminato il trattamento di ceramizzazione, si rimuovono i pozzetti e si procede ad una 

abrasione delle pareti a contatto con i pozzetti con della carta abrasiva per aumentare la 

porosità del materiale in vista della funzionalizzazione (Figura 28). 

 

 

Figura 28: La porosità del bioceramico. 
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3.7 Funzionalizzazione del bioceramico 

3.7.1 Silanizzazione del bioceramico 

Sono stati preparati 20 mL di soluzione al 2% di APTES in acetone, vi sono stati immersi i 

campioni di ardistonite arricchita e sono stati lasciati per 15 ore nella soluzione di reazione a 

40°C, dopo sigillazione del contenitore per evitare che l’acetone evaporasse. Terminate le 15 

ore, i campioni di bioceramico sono stati lavati tre volte in acetone per 3 minuti al fine di ri-

muovere l’APTES in eccesso e successivamente lavati con le stesse modalità utilizzando acqua 

MilliQ per rimuovere l’acetone in eccesso. 

Terminati i lavaggi, i campioni sono stati fatti asciugare in stufa ad una temperatura di 100°C 

per 10 minuti e si è proseguito con la funzionalizzazione dei suddetti. 

 

3.7.2 Funzionalizzazione covalente del bioceramico 

Sono state disciolte le frazioni mantenute dalla seconda semipreparativa in acqua MilliQ fino a 

generare una soluzione 1 μM (1,1 mg di peptide in 0.444 mL di MilliQ). 

Sono stati preparati 20 mL di un tampone a 20 mM NaH2PO4 e 200mM NaCl in H2O, portando 

il pH a 7,5 con una soluzione 1N di NaOH. 

La soluzione contenente il peptide è stata portata ad un volume di 12 mL con il tampone e sono 

stati aggiunti 36 mg di riducente (NaCNBH3), dopodiché si è riempito un multiwell e sono stati 

immersi i campioni di ardistonite, lasciandoli a riposare per una notte a temperatura ambiente. 

Il giorno successivo i campioni sono stati sottoposti a tre lavaggi da 2 minuti in acqua MilliQ e 

lasciati asciugare a T ambiente (Figura 27) e preparati per la spettroscopia Raman. 

 

Figura 29: Campioni di bioceramico funzionalizzati con gli scarti di lavaggio nel becker a sinistra dell’immagine. 
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Capitolo 4 

4 Risultati 

È stato effettuato uno spettro Raman sia sul campione di bioceramico puro che di bioceramico 

funzionalizzato covalentemente con D2HVP per evidenziare eventuali differenze nello spettro 

(Figura 30). 

 

Figura 30: Spettro Raman di pura ardistonite (in nero), ed ardistonite funzionalizzata con D2HVP (in rosso), in blu lo spettro differenza. 

 

Nello spettro differenza nella Figura 30 i picchi positivi sono dovuti alla presenza del peptide 

D2HVP sulla superficie del bioceramico, mentre i picchi negativi sono dovuti a variazioni 

strutturali imputabili al supporto di ardistonite e all’APTES22-23. 

L’emissione di fotoni di tipo Raman da parte del D2HVP è dovuta alla presenza all’interno 

del peptide di D-amminoacidi aromatici, quali istidina, fenilalanina e tirosina. 

L’emissione di fotoni Raman da parte della fenilalanina ad una λ=1003 nm e da parte della 

tirosina a λ=853 nm e λ=819 nm permettono di verificare l’effettiva adesione del peptide sulla 

superficie bioceramica.  

La tirosina presenta un’attività di emissione di elettroni maggiore a 853 nm che a 819 nm, ciò 

sta a significare che il peptide tende a prolungarsi verso l’esterno, invece che ripiegarsi su sé 

stesso24. 

La conformazione esterna potrebbe favorire l’interazione con le cellule che studi preliminari 

indicano come estremamente promettente25. 
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