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ABBREVIAZIONI 

AA Amminoacido/i 

Ac Acetile 

Aib (U) Acido α-amminoisobutirrico 

AMP Peptidi antibatterici 

Arg (R) Arginina 
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CD Dicroismo circolare 

CH3CN Acetonitrile 
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Fmoc 9-Fluorenilmetossicarbonile 
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Gly (G) Glicina 
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Leu (L) Leucina 

Lys (K) Lisina 

NaIO4 Periodato di sodio 

Ossima Etil(idrossimmino)cianoacetato 

Pal Acido palmitico 

Pbf 2,2,4,6,7-Pentametildiidrorobenzofurano-5-sulfonile 

Phg Fenilglicina 

SDS Sodiododecilsolfato 

Ser (S) Serina 

SPPS Sintesi peptidica su fase solida 

tBu Tert-butil 
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TFA Acido trifluoroacetico 

TFE 2,2,2-Trifluoroetanolo 

TIS Triisopropilsilano 

Trp (W) Triptofano 

Trt Trityl 
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ABSTRACT 

Il presente lavoro di tesi si inserisce all’interno di due linee di ricerca differenti, 

accomunate dalla sintesi di peptidi per il trattamento di infezioni. Tutti i peptidi sono stati 

ottenuti mediante sintesi peptidica su fase solida (SPPS).  

Nell’ambito dei peptidi antimicrobici antibatterici, il lavoro si è focalizzato sulla sintesi 

e purificazione di diversi analoghi del peptide LL-37, peptide antimicrobico 

dell’epidermide umana, noto per il suo ruolo nel sistema immunitario e nella difesa 

dell’ospite nei siti di infiammazione.  Il primo obiettivo è stata la sintesi di peptidi corti 

la cui sequenza corrisponde ad una porzione del peptide LL-37. In alcuni di questi peptidi, 

l’amminoacido Serina, responsabile dell’interruzione della faccia idrofobica dell’α-elica, 

è stato sostituito con l’amminoacido Cα-tetrasostituito Aib, che stabilizza la struttura a 

elica, con lo scopo di aumentare l’ellitticità del peptide. L’estremità N-terminale dei 

peptidi progettati è stata protetta con il gruppo acetile oppure con l’acido palmitico, per 

valutare se la catena introdotta potesse avere un ruolo nell’interazione con le membrane 

batteriche. Gli studi conformazionali mediante dicroismo circolare hanno dimostrato che 

la sostituzione della Serina con l’Aib induce i peptidi ad assumere una conformazione più 

ordinata in soluzione. I test biologici (disk diffusion test) hanno evidenziato che la 

presenza dell’acido palmitico e la presenza di Aib influiscono sull’attività antibatterica 

dei peptidi, aumentandola.  

Il secondo studio si è sviluppato nell’ambito dei peptidi antivirali (AVP), sulla sintesi e 

l’ottimizzazione di potenziali peptidi inibitori del West Nile Virus (WNV). Questo virus, 

nella maggior parte dei casi, si manifesta in una forma non neuroinvasiva, caratterizzata 

da sintomi simil-influenzali, ma provoca mortalità fino al 20% dei casi nei soggetti che 

presentano sintomi neuroinvasivi. Al momento non esistono vaccini o terapie approvate 

contro questo virus, rendendo fondamentale la ricerca di nuovi composti antivirali. Il 

genoma virale presenta diversi enzimi e cofattori come possibili siti d’attacco per 

potenziali inibitori, tra cui la proteasi NS2B-NS3, che è coinvolta nel processamento e 

nella replicazione della poliproteina virale. La prima classe di composti sintetizzata è 

quella dei peptidi retro-inversi, caratterizzati dalla presenza di amminoacidi D e dalla 

sequenza invertita rispetto a quella del peptide riferimento che contiene amminoacidi L. 

La seconda classe di inibitori del WNV studiata è quella dei derivati del peptide P29, un 

peptide disegnato per inibire la proteasi NS2B-NS3 del virus Dengue e precedentemente 



4 
 

sintetizzato all’interno del gruppo di ricerca, che ha mostrato una promettente capacità di 

attraversare la barriera emato-encefalica (BBB) e una significativa attività inibitoria in 

vitro, ma ha anche presentato citotossicità e assenza di attività antivirale in saggi cellulari, 

rendendo necessaria l’ottimizzazione. In collaborazione con l’Università di Lisbona sono 

stati effettuati studi computazionali che hanno permesso di identificare alcuni composti 

con maggiore attività e minore citotossicità rispetto al peptide P29, valutando 

principalmente la loro capacità teorica di attraversare la barriera emato-encefalica, con lo 

scopo di veicolare i peptidi direttamente nel sistema nervoso centrale, sito d’azione del 

WNV. I peptidi sintetizzati sono stati caratterizzati mediante dicroismo circolare alla 

ricerca di una conformazione da correlare alla loro attività e modalità d'azione, rivelando 

tuttavia una struttura prevalentemente disordinata. 

Nel complesso, questo lavoro di tesi ha permesso lo studio di modifiche strutturali di 

analoghi del peptide LL-37, migliorandone l’attività antibatterica, e ha posto le basi per 

l’ottimizzazione di peptidi inibitori del WNV.  
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1. INTRODUZIONE  

1.1.  Peptidi antimicrobici  

I peptidi antimicrobici (AMP) costituiscono un gruppo eterogeneo di piccoli peptidi 

cationici e anfipatici che presentano differenze a livello di struttura primaria e secondaria, 

di potenziale antimicrobico e di effetti sulle cellule ospiti. Gli AMP rappresentano una 

componente fondamentale del sistema immunitario e svolgono un ruolo chiave nella 

risposta immunitaria iniziale a lesioni e infezioni. Infatti, grazie alle loro proprietà 

inibitorie e immunomodulatorie, essi forniscono una risposta rapida alle infezioni causate 

da batteri, virus, funghi o protozoi.1–3 

In base alla struttura conformazionale e alla composizione, è possibile suddividere gli 

AMP in diverse sottofamiglie. Tra le più studiate ci sono le famiglie dei peptidi 

antimicrobici dei mammiferi: le cathelicidine e le defensine, di cui si riportano le 

principali differenze:  

• Cathelicidine: sono peptidi tipicamente lineari che presentano una regione N-

terminale chiamata dominio cathelin, avente una struttura a α-elica anfipatica, e 

un dominio antimicrobico altamente variabile al C-terminale. Nell’essere umano 

è espressa una sola cathelicidina, il peptide antimicrobico cationico umano 18, 

anche indicato come LL-37.1–3 

 

• Defensine: sono peptidi cationici che presentano, nella maggior parte dei casi, sei 

residui di cisteina che formano tre legami disolfuro intramolecolari, i quali 

stabilizzano la struttura a β-foglietto. Esse modulano le risposte immunitarie 

svolgendo così un ruolo centrale nell'immunità innata.1–3   

In questo lavoro di tesi verrà approfondita l’attività antibatterica ed antivirale degli AMP.  

1.2.  AMP antibatterici 

Le proprietà antibatteriche degli AMP sono fortemente legate alla presenza di cariche 

positive, fornite dai residui di lisina, istidina e arginina, che rappresentano una 

caratteristica fondamentale per l'interazione con le membrane batteriche, pur non essendo 

l'unico fattore ad assicurarne l'efficacia. La carica positiva facilita le interazioni 

elettrostatiche con i fosfolipidi caricati negativamente presenti sulla membrana batterica, 
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provocando la morte della cellula batterica.2,4 Nonostante il meccanismo d’azione esatto  

degli AMP non sia ancora noto, i modelli più accettati sono due: 

• Modello “a doghe di botte” (Figura 1): gli AMP, in conformazione elicoidale, si 

legano alla membrana batterica con un orientamento parallelo ad essa, con la 

superficie anfipatica a contatto con lo strato lipidico. Successivamente, i peptidi 

si riorientano in posizione perpendicolare al doppio strato, aggregandosi in dimeri 

o multimeri. In seguito all’aggregazione, i multimeri si inseriscono nella 

membrana, con la parte idrofobica rivolta verso il doppio strato lipidico e la parte 

idrofilica rivolta verso l’interno del poro appena formato. Con l’aggiunta di altri 

monomeri, aumenta la dimensione del poro, causando la fuoriuscita del contenuto 

cellulare e portando alla morte della cellula. 

 

Figura 1 Rappresentazione del modello "a doghe di botte". Si mostrano i vari step a) i monomeri si legano alla 

membrana batterica, b) aggregazione degli AMP, c) inserzione all'interno della membrana e formazione del poro.5 

 

• Modello “a tappeto” (Figura 2): gli AMP ricoprono la superficie esterna della 

membrana interagendo con i gruppi di testa dei fosfolipidi. Successivamente, i 

monomeri peptidici si allineano alla superficie della membrana, con la superficie 

idrofilica rivolta verso i gruppi di testa e la superficie idrofobica a contatto con la 

parte superiore del doppio strato fosfolipidico. Quando la membrana è 

interamente coperta dagli AMP, questi la disgregano formando delle strutture 

simili a micelle, causando la morte cellulare. 
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Figura 2 Rappresentazione del modello "a tappeto". Si mostrano i vari step: a) interazione degli AMP con i gruppi di 

testa dei fosfolipidi, b) allineamento dei monomeri alla superficie della membrana, c) formazione della struttura simil- 

micellare, d) rottura della membrana e morte della cellula batterica.5 

Gli AMP sono in grado di attaccare selettivamente le membrane batteriche, lasciando 

intatte le membrane delle cellule eucariote. Questa selettività può essere spiegata sotto 

diversi aspetti, come la natura elettrostatica delle interazioni peptide-membrana e la 

differente composizione delle due membrane. Le membrane batteriche, infatti, presentano 

una carica netta negativa, che porta ad interazioni elettrostatiche più forti con i peptidi di 

natura cationica. Le membrane cellulari eucariote invece, essendo costituite 

prevalentemente da fosfolipidi zwitterionici e quindi con una carica complessiva neutra, 

instaurano interazioni più deboli. Inoltre, la presenza di colesterolo nelle membrane 

cellulari umane conferisce maggior stabilità alla membrana, sfavorendo l’inserzione degli 

AMP. 5–7 

In particolare, le cathelicidine presentano un’elevata attività antimicrobica contro i batteri 

Gram-positivi e Gram-negativi.3 

1.2.1. Peptide LL-37 

La famiglia delle cathelicidine è riconoscibile per la presenza di un dominio “cathelin” 

altamente conservato. La proteina cathelicidina è espressa come precursore contenente 

un peptide segnale all’N-terminale, seguito dal dominio “cathelin” e dalla regione 

antimicrobica al C-terminale. Questo precursore viene successivamente scisso 

proteoliticamente fino ad ottenere il peptide antimicrobico cathelicidina attivo. Negli 

esseri umani è stata identificata una sola cathelicidina, chiamata peptide antimicrobico 

cationico umano 18, indicato come hCAP18. Dopo il rilascio, l’estremità C-terminale di 

hCAP18, costituita da 37 amminoacidi, viene scissa proteoliticamente, formando il 

peptide antimicrobico funzionale LL-37.8–10  
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LL-37 svolge un ruolo fondamentale nel sistema immunitario. Oltre a possedere 

un’elevata attività antimicrobica ad ampio spettro, svolge importanti funzioni 

immunomodulatorie: è in grado di richiamare cellule immunitarie nei siti di infezione e 

di stimolare la secrezione di mediatori immunitari. Nei siti di infiammazione sono state 

infatti rilevate delle elevate concentrazioni di LL-37, che contribuisce alla prima linea di 

difesa dell’ospite.  A seconda del microambiente e dal contesto patologico, LL-37 può 

esercitare effetti pro-infiammatori o antinfiammatori.8,11,12 

Si riporta di seguito la sequenza del peptide LL-37:  

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

Il peptide LL-37 presenta 11 amminoacidi basici e 5 acidi, conferendo al peptide una 

carica netta di +6 a pH fisiologico.  In soluzione acquosa assume una struttura disordinata, 

mentre subisce una transizione strutturale a α-elica nelle seguenti condizioni: alte 

concentrazioni, presenza di sali, presenza di detergenti o lipidi. Per spiegare questo effetto 

si considera un ambiente lipofilo, come quello di membrana. In questa condizione molti 

amminoacidi possono formare legami idrogeno intramolecolari: i gruppi N-H della catena 

principale donano un legame idrogeno ai gruppi C=O situati quattro amminoacidi più 

indietro nella sequenza, stabilizzando la struttura a α-elica.8,11 Dalla Figura 3 possiamo 

osservare la natura anfipatica dell’elica. 

 

 

Figura 3 Helical wheel del peptide LL-37. Si osserva la natura anfipatica dell'elica8. 

È stato osservato che LL-37 risulta citotossico per le cellule eucariotiche, probabilmente 

a causa di interazioni idrofobiche con la membrana cellulare eucariotica. Tale tossicità si 

manifesta attraverso diversi effetti: l’induzione di emolisi, tossicità per i leucociti umani 

e per la linea cellulare di linfociti T, e promozione dell’apoptosi nelle cellule muscolari 
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lisce vascolari. Gli effetti citotossici vengono inibiti dal legame di LL-37 con le proteine 

plasmatiche, comportando però anche ad una diminuzione degli effetti antimicrobici del 

peptide.  

Per arginare questi problemi, è stato ridotto il contenuto idrofobico del peptide, 

rimuovendo i primi quattro amminoacidi N-terminali, generando il frammento 110, 

riportato di seguito.  

RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

Questo analogo risulta significativamente meno citotossico per le cellule umane rispetto 

al peptide nativo, conservando la sua azione antimicrobica e l’attività 

immunomodulatoria. Inoltre, subisce una minore inibizione da parte delle proteine 

plasmatiche. È stato inoltre scoperto che un peptide identico al Frammento 110 si forma 

naturalmente sulla pelle, indicando un potenziale ruolo fisiologico nella difesa 

dell’organismo.10  

Nel presente lavoro di tesi, è stata sintetizzata una serie di peptidi a partire dal frammento 

110, sostituendo l'amminoacido serina con l'amminoacido Aib, che è idrofobico e 

stabilizzante dell'α-elica. L’amminoacido Aib è in grado di condizionare la struttura 

tridimensionale del peptide che lo contiene. Di seguito si riassumono brevemente le 

conformazioni note per i peptidi contenenti Aib.  

 

1.2.2. Conformazione dei peptidi contenenti Aib 

L’Aib è il più semplice amminoacido Cα-tetrasostituito (Figura 4). Attraverso calcoli di 

energia conformazionale è stato evidenziato che la presenza dei due gruppi metilici sul 

Cα causa una notevole restrizione dello spazio conformazionale accessibile all’Aib, 

confinandolo alle sole regioni delle conformazioni elicoidali di tipo α (Figura 5) e 310 

(Figura 6). La differenza di energia tra queste due strutture elicoidali è molto piccola.13  

 

Figura 4 Amminoacido Cα-tetrasostituito Aib inserito nella catena di peptidi antimicrobici. 
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L'Aib è un amminoacido achirale; dunque, un'elica che lo contiene non ha preferenza tra 

i due sensi di avvolgimento, poiché le forme destrogira e sinistrogira sono isoenergetiche 

e quindi equiprobabili. In presenza di altri residui chirali nella struttura, il senso di 

spiralizzazione dell’elica è definito dalla chiralità di questi: gli L-amminoacidi 

favoriscono l'elica destrogira, mentre i D-amminoacidi quella sinistrogira. 

Qui di seguito vengono riportate le caratteristiche delle strutture a α-elica ed elica 310, 

entrambe destrogire, i cui parametri sono raccolti in Tabella 1. 

Parametri Elica 310 Elica α 

ϕ -57° -63° 

ψ -30° -42° 

Angolo del legame idrogeno N-H···O=C 128° 156° 

Rotazione per residuo 111° 99° 

Traslazione assiale per residuo 1,94 Å 1,56 Å 

Numero di residui per giro 3,24 3,63 

Passo dell'elica 6,29 Å 5,67Å 

Tabella 1Parametri per le eliche destrogire di tipo 310 e α. 

 

Figura 5 α-elica destrogira. 

 

 

Figura 6 elica 310 destrogira. 

 

In Figura 7 viene rappresentata una catena polipeptidica in conformazione completamente 

estesa, in cui sono indicati gli angoli torsionali e le notazioni raccomandate per gli atomi. 
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Figura 7 Rappresentazione di due unità peptidiche nella conformazione completamente estesa: Φi = Ψi = ωi = 180°. 

L’α-elica è caratterizzata da 3,63 residui per giro e questa conformazione è stabilizzata da 

legami ad idrogeno intramolecolari che si formano tra un gruppo carbonilico del residuo 

i ed il protone ammidico del quarto residuo successivo, i+4. Il legame ad idrogeno 

formato chiude un ciclo comprendente 13 atomi.  

L’elica 310 presenta invece 3,24 residui per giro, ed è caratterizzata da legami ad idrogeno 

intramolecolari tra il gruppo carbonilico di un amminoacido i e il protone ammidico del 

residuo i+3. In questo caso, il legame ad idrogeno chiude un ciclo comprendente 10 atomi 

(Figura 8).  

 

Figura 8 Legami ad idrogeno intramolecolari nell’α-elica e nell’elica 310. 

 

I peptidi contenenti Aib forniscono cristalli singoli con molta facilità. Da studi 

conformazionali eseguiti tramite diffrazione a raggi X di diversi omo-oligopeptidi 

contenenti Aib è risultato che la conformazione adottata allo stato cristallino è solitamente 

elicoidale di tipo 310.  Inoltre, indagini conformazionali in soluzione mediante 

assorbimento IR e spettrometria 1H-NMR hanno dimostrato che tale struttura viene 

adottata anche in diversi solventi, quali acqua, DMSO e cloroformio.14–17   
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Questa preferenza conformazionale negli omo-peptidi è però dipendente dalla lunghezza 

della catena peptidica. Infatti, studi su sequenze omo-peptidiche hanno dimostrato che 

catene aventi un numero inferiore a 6 residui di Aib, adottano principalmente una 

conformazione ad elica 310. All’aumentare della lunghezza, invece, l’analisi 

cristallografica di omo-peptidi più lunghi (6-20 residui) ha dimostrato una tendenza 

preferenziale per l’α-elica, sebbene in alcuni siano state osservate anche eliche 310 o eliche 

miste α/310.   

Per i peptidi misti contenenti Aib in sequenza con altri amminoacidi, invece, la transizione 

da elica 310 a α-elica è influenzata da diversi fattori quali la lunghezza di catena, il 

contenuto di Aib, la polarità del solvente, le interazioni intramolecolari, l’efficienza di 

impaccamento nei cristalli e la sequenza amminoacidica. Inoltre, nei peptidi misti, la 

sequenza amminoacidica e la posizione dei residui di Aib all’interno della catena possono 

avere degli effetti non sempre prevedibili nella conformazione finale; tuttavia, un’elevata 

percentuale di residui di Aib all’interno dei peptidi favorisce la conformazione ad elica 

310.
15,16 

1.3.  Peptidi antivirali  

Le infezioni virali sono storicamente tra le principali cause di malattia nell'uomo. Inoltre, 

la comparsa di pandemie in rapida successione, i lunghi tempi necessari per lo sviluppo 

di vaccini e l’aumento della resistenza ai farmaci antivirali, hanno evidenziato la necessità 

di ricercare nuovi composti antivirali. Tra questi, i peptidi, essendo piccole molecole 

biologiche, stanno emergendo come una fonte promettente per lo sviluppo di nuovi 

antivirali efficaci e clinicamente utilizzabili. Infatti, alcuni AMP  presentano attività 

contro un’ampia gamma di virus, venendo chiamati peptidi antivirali (AVP).18,19  

Per esempio, le defensine e la cathelicidina LL-37 hanno mostrato proprietà antivirali nei 

confronti di diversi virus, tra i quali il virus dell'immunodeficienza umana (HIV), il virus 

dell'influenza A (IAV), il virus respiratorio sinciziale (RSV) e altri.1    

Pur condividendo con gli AMP le tipiche caratteristiche strutturali, come la presenza di 

una carica netta positiva e l’anfipaticità, gli AVP presentano tratti distintivi che ne 

determinano la funzione. I meccanismi di azione degli AVP, infatti, sono molteplici e 

dipendono dalla struttura del virus target, come per esempio la presenza o meno di un 

involucro, e dal suo ciclo di replicazione. Quest’ultimo può essere influenzato dagli AVP 
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in diversi modi, tra cui la perturbazione della membrana dei virus con involucro, 

l’inibizione della penetrazione cellulare, la limitazione della trascrizione e della 

traduzione virale, e/o l’impedimento della gemmazione delle particelle virali mature.19 A 

questi si aggiunge un’altra importante strategia,  ossia l’inibizione degli enzimi coinvolti 

nella trascrizione e nella replicazione virale, come la proteasi.20   

La maggior parte degli AVP è composta da meno di 100 residui, con una lunghezza media 

di 31 amminoacidi e le proprietà chimico-fisiche sono dettate dalla specifica sequenza 

amminoacidica, che ne definisce quindi la forma tridimensionale, i partner di legame e il 

meccanismo d'azione.19  

Un’ampia varietà di AVP è stata isolata da fonti naturali, come dalle piante (ad esempio i 

ciclotidi), dagli artropodi (come la melittina), dagli anfibi (le dermaseptine) e dai 

mammiferi (defensine e cathelicidine). Oltre agli AVP di origine naturale, la scoperta e la 

progettazione di nuovi antivirali è possibile mediante strumenti bioinformatici. A tal fine, 

per la progettazione di efficienti inibitori è necessaria una profonda conoscenza del 

genoma virale target e del suo ciclo di replicazione.  Per la progettazione razionale di 

nuovi peptidi antivirali vengono principalmente utilizzati tre metodi:  

• la progettazione basata su modelli, il cui scopo è quello di migliorare la 

selettività e/o l’attività di peptidi (anche inattivi) già noti, attraverso modifiche 

mirate della sequenza peptidica, come l’aggiunta, la rimozione o lo spostamento 

dei residui nella catena; 

• la progettazione chimico-fisica, che prevede la generazione di analoghi di un 

peptide noto con caratteristiche chimico-fisiche differenti; 

• la progettazione de novo, nella quale la sequenza peptidica viene determinata 

“da zero”, modellando il peptide costruendo la sequenza un amminoacido alla 

volta.18,19 

Nonostante i vantaggi offerti da questi composti, è necessario considerare alcuni aspetti 

critici. Infatti, la sintesi di peptidi presenta costi elevati, poiché le tecniche in fase solida 

necessitano dell’uso di resine, reagenti di coupling e amminoacidi protetti. Inoltre, le 

procedure di sintesi e purificazione possono risultare complesse a seconda della sequenza 

amminoacidica. Un ulteriore svantaggio è l’elevata suscettibilità alla degradazione 

enzimatica di questi composti da parte di proteasi e peptidasi, che provoca uno scarso 
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assorbimento per via orale e  impedisce ai peptidi il raggiungimento dei target all’interno 

dell’organismo.18  

Per ovviare quest’ultima problematica, sono state proposte diverse strategie, tra cui la 

ciclizzazione e la modifica dello scheletro peptidico. Questi approcci però influenzano 

profondamente la conformazione peptidica, potenzialmente condizionandone l’attività.   

Un’altra strategia promettente è l’utilizzo dei peptidi retro-inversi, che incorporano 

amminoacidi D disposti in sequenza invertita rispetto a quella del peptide riferimento che 

contiene amminoacidi L. Questa strategia sfrutta il fatto che, negli analoghi retro-inversi, 

le catene laterali sono sovrapponibili a quelle del peptide di partenza, mentre i legami 

amminici e i gruppi terminali N- e C- risultano invertiti. Ciò consente il mantenimento 

dell’attività biologica ma con una stabilità maggiore nei confronti della degradazione 

enzimatica.21 

In questo lavoro di tesi sono stati sintetizzati degli inibitori del West Nile Virus, 

utilizzando la strategia dei peptidi retro-inversi e la sintesi de novo.  

 

1.3.1. West Nile Virus 

Il virus del Nilo occidentale (West Nile Virus, WNV) è un Flavivirus appartenente alla 

famiglia Flaviviridae, in particolare appartenente al genere Orthoflavivirus.22,23  

La trasmissione avviene attraverso la puntura di zanzare infette e il virus ha causato 

numerose epidemie sia nelle popolazioni umane ché animali in Africa, Europa, Asia e 

nelle Americhe. In particolare, negli ultimi anni si è registrato un aumento dei casi di 

infezione da WNV in Europa, colpendo in particolare le regioni mediterranee e centrali. 

Nello specifico l’Italia è risultata il paese più colpito nel 2023, con 366 casi confermati 

su un totale di 700 registrati a livello europeo.22 

Il WNV si mantiene in un ciclo di trasmissione primario zanzara-uccello-zanzara, in cui 

gli uccelli fungono da serbatoi sani del virus, mentre le zanzare, in particolare quelle del 

genere Culex, ne sono i vettori. In questo ciclo, l’uomo, i cavalli ed altri mammiferi 

rappresentano gli ospiti finali o incidentali in seguito alle punture di zanzare infette, 

definiti in questo modo in quanto non hanno un ruolo significativo nell’amplificazione 

del virus.22–24    
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Circa l’80% degli infetti risulta asintomatico. Tra i soggetti sintomatici, invece, la 

maggior parte manifesta una forma non neuroinvasiva dell’infezione, caratterizzata da 

sintomi simil-influenzali, mentre nei casi più rari (inferiori all’1%) si presenta una forma 

neuroinvasiva, che può portare a gravi complicanze con un tasso di mortalità fino al 20%. 

Per contrastare l’infezione da WNV, non esistono vaccini approvati o trattamenti 

antivirali specifici per l’uomo; dunque, l’attuale farmacoterapia si basa solamente sul 

trattamento dei sintomi.  Si eseguono inoltre campagne di prevenzione basate sulla 

riduzione del numero di zanzare infettate dal virus.22,23,25  

I flavivirus, come il WNV, condividono una struttura comune del virione, che ha forma 

sferica, con un diametro di circa 50 nm, ed è dotato di involucro. Il genoma del WNV 

(Figura 9) è costituito da una molecola di RNA a singolo filamento positivo di 11 kb, che 

codifica: 

• tre proteine strutturali: capside (C), membrana (prM) e involucro (E); 

• sette proteine non strutturali: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5.  

 

Figura 9  Genoma e poliproteina dei flavivirus.26 

 

La maggior parte delle proteine non strutturali del WNV sono multifunzionali, essendo 

direttamente o indirettamente coinvolte nella sintesi dell’RNA virale. Le piccole proteine 

idrofobiche non strutturali NS2A, NS2B, NS4A e NS4B non contengono motivi 

conservati caratteristici di enzimi noti e hanno il compito principale di facilitare 

l’assemblaggio dei complessi di replicazione virale e/o la loro localizzazione sulle 

membrane citoplasmatiche. NS1 è una glicoproteina con 2 siti di glicosilazione legati 
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all’azoto conservati e 12 cisteine conservate essenziali per la vitalità del virus. NS5 è la 

più grande e la più altamente conservata tra le proteine dei flavivirus ed è localizzata 

all’estremità C-terminale della poliproteina virale. 

La proteina NS3 è un enzima multifunzionale composto da un dominio elicasico al C-

terminale e da un dominio proteasico (NS3pro) all’N-terminale, coinvolto nella 

replicazione virale. Il sito catalitico della proteasi è formato dalla triade catalitica 

costituita dai residui His51, Asp75 e Ser135. Per svolgere l’attività catalitica, NS3 forma 

un complesso con NS2B, che funge da cofattore. L'associazione alla membrana del 

complesso NS2B-NS3 è necessaria per un efficiente processamento della poliproteina 

virale. In assenza di altre proteine virali, NS3 è in grado di formare un complesso con 

NS5, il quale facilita il coordinamento dell'attività elicasica, polimerasica e di capping.24–

27  

 

Figura 10  NS2B-NS3pro del DENV in conformazione aperta, con evidenziata la triade catalitica (His51, Asp75 e 

Ser135). La struttura di NS3pro è rappresentata in grigio, il cofattore NS2B in rosso, il S1-β-hairpin in giallo e il S1-

loop in blu.25 

Queste caratteristiche rendono il complesso NS2B-NS3 un target ideale per lo sviluppo 

di nuovi composti antivirali, in quanto la sua inibizione causerebbe la morte del virus.  
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2. SCOPO DELLA TESI  

Il presente lavoro di tesi si inserisce all’interno di due linee di ricerca differenti, che hanno 

come filo conduttore la sintesi di peptidi per combattere infezioni. 

Nell’ambito degli AMP antibatterici, il lavoro di tesi si è focalizzato sulla sintesi e 

purificazione di diversi analoghi del peptide LL-37, peptide antimicrobico 

dell’epidermide umana.  

La sintesi ha previsto in primo luogo la modifica del tratto N-terminale della sequenza 

peptidica del frammento 110, derivante dal peptide LL-37. La modifica degli analoghi ha 

riguardato la sostituzione della Serina in posizione 9 (S9) di LL-37 con l’amminoacido 

Aib. Il residuo S9, infatti, è responsabile dell’interruzione della faccia idrofobica dell’α-

elica, mentre l’Aib possiede una natura idrofobica e la tendenza a stabilizzare la struttura 

elicoidale. L’obiettivo di questa sostituzione è dunque quello di aumentare l’ellitticità del 

peptide per incrementarne l’attività antimicrobica.  

Successivamente l’N-terminale degli analoghi è stato protetto con diversi gruppi acilici, 

il gruppo acetile e l’acido palmitico, al fine di valutare se la catena introdotta possa avere 

un ruolo significativo nell’interazione con le membrane batteriche.  

Data la sequenza del peptide LL-37, ci si concentra sul frammento evidenziato in 

grassetto:  

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

Gli analoghi derivati sono: 

Ac-RKSKEKIG-NH2 (1) 

Pal-RKSKEKIG-NH2 (2) 

Ac-RKUKEKIG-NH2 (3) 

Pal-RKUKEKIG-NH2 (4) 

 

Per questo lavoro sono state svolte le seguenti operazioni:  

1) Sintesi dei peptidi; 

2) Purificazione dei peptidi (Cromatografia a media pressione e HPLC preparativa); 

3) Caratterizzazione dei composti (spettro di massa, HPLC); 
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4) Studi conformazionali (dicroismo circolare); 

5) Test di attività antibatterica (disk diffusion test).  

Nell’ambito dei peptidi antivirali (AVP), il lavoro di tesi si è concentrato sulla sintesi e 

l’ottimizzazione di potenziali peptidi inibitori del West Nile Virus, per il quale non sono 

ancora disponibili vaccini efficaci o terapie antivirali approvate. In particolare, sono state 

studiate due classi differenti di inibitori per il complesso enzimatico NS2B-NS3, 

componente fondamentale del ciclo di replicazione virale, in quanto coinvolto nella 

replicazione del genoma e nel processamento della poliproteina virale.  

La prima classe di composti sintetizzata è quella dei peptidi retro-inversi. Per la sintesi di 

questi composti è stato preso come riferimento il seguente peptide L, citato in 

letteratura28: 

Fenilacetil-KKR-Ald 

con Ald- si indica la presenza di una funzionalità aldeidica all’estremità N-terminale. Gli 

amminoacidi nelle sequenze indicati con lettere maiuscole presentano la configurazione 

L, mentre quelli indicati con le lettere minuscole rappresentano degli amminoacidi con 

configurazione D. Per la fenilglicina si utilizza il codice a tre cifre segnando tra parentesi 

la configurazione (D).  

Si riportano di seguito i peptidi retro-inversi sintetizzati: 

Ald-rkk-NH2 (5) 

Ald-rkk-(D)Phg-NH2 (6) 

 

La seconda classe di AVP è stata sviluppata partendo dal peptide P29, un inibitore per la 

proteasi NS2B-NS3 del virus Dengue noto in letteratura, identificato tramite studi 

computazionali e precedentemente sintetizzato all’interno del gruppo di ricerca.  

Si riporta di seguito la struttura del peptide P29:  

RRRRHLCW 

I peptidi selezionati e sintetizzati sono riportati di seguito:  

RKKRHLCW (7) 

RKRKHLCW (8) 
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RRKKHLCW (9) 

RKKKHLCW (10) 

 

Per questo lavoro sono state svolte le seguenti operazioni:  

1) Sintesi dei peptidi; 

2) Purificazione dei peptidi (Cromatografia a media pressione e HPLC preparativa); 

3) Caratterizzazione dei composti (spettro di massa, HPLC); 

4) Test d’inibizione dell’attività proteasica NS2B-NS3 per i peptidi retro-inversi; 

5) Studi conformazionali dei derivati di P29 (dicroismo circolare).  
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3. PARTE SPERIMENTALE  

3.1.  Materiali e metodi  

3.1.1. Reagenti e solventi 

 

Sigma Aldrich: acido trifluoroacetico; sodio dodecil solfato; 

dimetilformammide; diclorometano; etere dietilico; etanolo, kit 

di soluzioni per il Kaiser test, acido palmitico; anidride acetica.  

VWR chemicals: metanolo; acetonitrile; acetone 

Iris biotech GMDH:  ossima; piperidina; DIC; Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Leu-

OH; Fmoc-L-Trp-OH; Fmoc-Aib-OH; Fmoc-L-Cys(Trt)-OH; 

Fmoc-His(Trt)-OH; Fmoc-Arg(Pbf)-OH; Fmoc-L-Gly-OH; 

Fmoc-L-Glu(tBu)-OH; Fmoc-L-Ile-OH; Fmoc-L-Ser(tBu)-

OH; Fmoc-D-Lys(Boc)-OH; Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH; Fmoc-D-

Lys(Boc)-OH. 

 

3.1.2. Strumentazione e metodi 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) per la purificazione dei peptidi 

I gradienti utilizzati per la purificazione dei peptidi sintetizzati sono stati scelti caso per 

caso in base alla natura dei peptidi, come l’idrofilicità e l’idrofobicità, al fine di avere 

un’ottimale separazione dei picchi cromatografici. La separazione dei peptidi è stata 

ottenuta utilizzando un gradiente lineare con un sistema di solventi binario.  

• HPLC preparativa. Agilent 1260 infinity 2 con rivelatore UV a 216 nm, colonna 

C18 (LUNA 10 µm C18(2) 100Å, LC Column 250x21.2 mm AXIA Packed), loop 

da 2 mL e flusso 12 mL/min. Eluenti utilizzati:  

A (eluente acquoso): H2O + 0,1% TFA  

B (eluente organico): CH3CN + 0,1% TFA 

• HPLC a media pressione. Isolera Prime Biotage con rivelatore UV a 216 nm e 

280 nm. Colonna SNAP Ultra C18 12 g (HP-Sphere, dimensioni delle particelle 

25 μm) operante a un flusso di 12 mL/min. Eluenti utilizzati:  

A (eluente acquoso): H2O + 0,05% TFA 



21 
 

B (eluente organico): CH3CN/H2O [9:1 (v/v)] + 0,05% TFA 

HPLC–MS. Agilent Technologies Infinity II 1260 accoppiato ad uno spettrometro di 

massa a singolo quadrupolo con ionizzazione elettrospray (ESI). Colonna a fase inversa 

Phenomenex Kinetex C18 con una portata di 1,0 mL/min. Eluenti utilizzati:  

A (eluente acquoso): H2O + 0,1% TFA 

B (eluente organico): CH3CN + 0,1% TFA 

 

HPLC per l’analisi dei peptidi. HITACHI chromaster con rivelatore UV a 214 nm e 280 

nm, colonna C18 (LUNA 5 µm C18(2) 250x4,60 mm) e loop da 100 µL. Eluenti utilizzati:  

A (eluente acquoso): H2O: CH3CN (9:1) + 0,05% TFA 

B (eluente organico): CH3CN: H2O (9:1) + 0,05% TFA 

 

Sintetizzatore automatico. Biotage Initiator + Alstra. Lo strumento è dotato di 32 

posizioni per Falcon (ciascuna Falcon può contenere un reagente sciolto in DMF) e tre 

bottiglie per gli eluenti (DMF e piperidina al 20% in DMF. 

 

Dicroismo circolare. Jasco J-1500 CD Spectrometer. Gli spettri sono stati ottenuti 

utilizzando celle in quarzo con cammino ottico di 0,02 cm. 

I valori sono espressi in ellitticità molare (gradi x cm2 x dmol-1): 

[Θ]T = (PM∙Θ)/(l∙c) = 3298∙Δε = 3298∙(εL - εR) 

Dove: 

➢ Θ = ellitticità osservata;  

➢ PM = peso molecolare totale del peptide;  

➢ l = lunghezza del cammino ottico in cm;  

➢ c = concentrazione in g/l;  

➢ Δε = εL - εR = differenza tra i coefficienti di estinzione della luce polarizzata 

levogira e destrogira. 

L’elaborazione degli spettri è stata eseguita con il programma JASCO (Spectra Manager).  
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3.2.  Sintesi e caratterizzazione 

Sintesi e caratterizzazione dei peptidi riportati in Tabella 2.  

Analoghi del peptide LL-37 

Ac-RKSKEKIG-NH2 (1) 

Pal-RKSKEKIG-NH2 (2) 

Ac-RKUKEKIG-NH2 (3) 

Pal-RKUKEKIG-NH2 (4) 

Peptidi retro-inversi 
Ald-rkk-NH2 (5) 

Ald-rkk-(D)Phg-NH2 (6) 

Derivati di P29 

RKKRHLCW-NH2 (7) 

RKRKHLCW-NH2 (8) 

RRKKHLCW-NH2 (9) 

RKKKHLCW-NH2 (10) 

Tabella 2 Si riportano tutti i peptidi sintetizzati, divisi per tipologia. 

La resina utilizzata per la sintesi dei peptidi è la Rink Amide, con loading (numero di 

siti attivi per grammo di resina) di 0,5 mmol/g.  

I peptidi 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 10 sono stati sintetizzati mediante sintetizzatore automatico, 

mentre i peptidi 5 e 6 tramite sintesi manuale.  

La sintesi peptidica ha seguito il seguente schema generale:  

1) Rigonfiamento della resina 

2) Sblocco del gruppo protettore 

3) Lavaggio 

4) Reazione di accoppiamento (coupling) 

5) Lavaggio 

6) Sblocco del gruppo protettore 

7) Distacco dalla resina (cleavage). 

I punti 1 e 2 sono stati eseguiti all’inizio delle sintesi, mentre il punto 6 è stato svolto 

dopo l’aggiunta dell’ultimo amminoacido della sequenza peptidica.  

Per ciascun peptide, la prima operazione svolta è stata il rigonfiamento della resina: in 

entrambe le metodologie sintetiche (automatica e manuale), la resina è stata posta in una 

siringa dotata di setto poroso, seguita dall’aggiunta di dimetilformammide (DMF). La 
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sospensione è stata lasciata agitare per tempi diversi a seconda del metodo: 30 minuti 

nella sintesi manuale e circa 20 minuti a 70°C nella sintesi automatica. Successivamente, 

la DMF è stata rimossa.  

Per lo sblocco del gruppo protettore Fmoc è stata utilizzata una soluzione di piperidina al 

20% in DMF. La deprotezione è stata condotta eseguendo due lavaggi successivi con la 

soluzione basica: il primo della durata di 5 minuti e il secondo di 15 minuti, entrambi 

eseguiti sotto agitazione. Al termine di questi due passaggi, sono stati effettuati ripetuti 

lavaggi con DMF.  

Tutti i lavaggi sono stati eseguiti con DMF lasciata sotto flusso d’azoto per almeno 30 

minuti prima di ogni utilizzo, in modo da rimuovere le ammine libere che potrebbero 

formarsi al suo interno e che causerebbero la rimozione precoce del gruppo protettore 

Fmoc.  

Per ciascun coupling, la resina è stata trattata con una soluzione contenente 

l’amminoacido e gli attivatori per 60 minuti, sotto agitazione. Nella sintesi con il 

sintetizzatore automatico sono stati impiegati 10 minuti a 75° per ciascun coupling. In 

tutte le sintesi è stata utilizzata la coppia di attivatori DIC/ossima. La soluzione è stata 

preparata utilizzando 3 equivalenti di amminoacido e 3 equivalenti di attivatore, sciolti 

nella minima quantità di DMF. Prima dell’aggiunta della soluzione alla resina, sono stati 

attesi 2 minuti per la pre-attivazione dell’amminoacido. Trascorso il tempo di reazione, 

la soluzione è stata filtrata e la resina è stata lavata con DMF. Al termine dell’ultimo 

coupling, la resina è stata lavata con diclorometano (DCM).  

Per gli amminoacidi Aib, arginina, istidina e leucina è stato necessario effettuare un 

doppio coupling. Dopo un’ora di agitazione con la soluzione di amminoacido, 

quest’ultima è stata rimossa e la resina è stata posta a contatto con una soluzione fresca 

di amminoacido ed attivatori per un’altra ora. Al termine del secondo coupling è stato 

eseguito lo sblocco del gruppo protettore. 

Dopo i passaggi di coupling critici, è stato eseguito il Kaiser test. Per eseguire questo 

saggio sono state utilizzate 3 soluzioni reagenti: una soluzione 1 mmol L-1 di cianuro di 

potassio in piridina, una soluzione di fenolo all’80% in peso in etanolo e una soluzione di 

ninidrina al 5% in peso in etanolo. Il test è stato eseguito su pochi milligrammi di resina, 

aggiungendo 20 µL di ciascuna soluzione e scaldando con una pistola termica per qualche 
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minuto. La comparsa di colorazione indica che la reazione non è andata a completezza ed 

è quindi necessario ripeterla.   

L’attacco del gruppo acetile nei peptidi 1 e 3 è stato effettuato tramite capping con 

anidride acetica. Per questa procedura è stata preparata una soluzione da 10 mL composta 

da 475 μL di anidride acetica e 225 μL di DIPEA, portata a volume con DMF. La catena, 

con l’N-terminale deprotetto, è stata messa in contatto con circa 2 mL della soluzione e 

mantenuta sotto agitazione per 45 minuti.  Trascorso questo tempo, la soluzione è stata 

rimossa e sostituita con un’aliquota fresca, ripetendo il trattamento per ulteriori 45 minuti.  

Per i peptidi 2 e 4, l’attacco dell’acido palmitico all’estremità N-terminale è avvenuto 

mediante doppio coupling, utilizzando il sintetizzatore automatico. La reazione è stata 

condotta impiegando 4 equivalenti di acido palmitico rispetto alle moli di resina 

utilizzata.  

Al termine della sintesi peptidica, una piccola quantità di resina con il peptide è stata 

prelevata per effettuare uno “sblocco in piccolo”.  La resina è stata posta in una siringa 

da 1 mL dotata di setto poroso e trattata con la soluzione di sblocco per 1,5 ore, sotto 

agitazione. 

La composizione della miscela di sblocco varia a seconda del peptide: 

• Per i peptidi 1, 2, 3, 4, 5, 6 la miscela di sblocco è composta da 95% di TFA, 2,5% 

di H2O e 2,5% di TIS.  

• Per i peptidi 7, 8, 9, 10, contenenti cisteine, la miscela di sblocco è composta da 

94% di TFA, 2,5% di H2O, 2,5% di TIS e 1% DODT.  

Trascorsa il tempo di reazione di 1,5 ore, la soluzione contenente il peptide è stata filtrata 

attraverso il setto poroso e raccolta in una provetta Falcon. Il TFA è stato poi rimosso per 

evaporazione sotto flusso di azoto, successivamente il peptide è stato precipitato in etere 

dietilico freddo. Il volume di etere utilizzato è stato circa 10 volte il volume della 

soluzione di sblocco dopo rimozione del TFA. Dopo centrifugazione, il surnatante è stato 

rimosso e il peptide precipitato è stato sciolto in un solvente appropriato per essere 

analizzato tramite spettrometria di massa.  

L’analisi mediante spettrometria di massa consente di verificare se la massa dello ione 

molecolare corrisponde a quella attesa per il peptide. Se i due coincidono, si è proceduto 

con lo sblocco totale del peptide dalla resina rimanente.  
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La procedura per lo sblocco totale è analoga a quella dello sblocco in piccolo, con alcune 

differenze. Il contatto tra resina e miscela di sblocco è stato mantenuto per 3 ore, sotto 

agitazione.   

Dopo la precipitazione in etere freddo del peptide e successiva centrifugazione, il peptide 

è stato lavato altre 4 volte con etere etilico. Dopo ogni centrifugazione, il surnatante è 

stato rimosso e sostituito con nuovo etere freddo, per ottenere una maggiore purezza del 

peptide. 

Dopo lo sblocco dei peptidi 5 e 6, è stata eseguita l’ossidazione con NaIO4 della serina 

per ottenere la funzionalità aldeidica all’N-terminale. Inizialmente la reazione è stata 

condotta per 3 ore utilizzando una soluzione di 3 equivalenti di NaIO4 rispetto alle moli 

di peptide, in acqua ultrapura (MilliQ). Dopo ottimizzazione, l’ossidazione è stata 

condotta per 2 ore utilizzando un rapporto stechiometrico di 1:1 moli di peptide: moli di 

NaIO4.  

I peptidi grezzi sono stati purificati tramite cromatografia a media pressione o HPLC 

preparativa. 

Le frazioni contenenti il peptide purificato sono state poi riunite in un pallone, e il 

solvente è stato rimosso. Il residuo è stato poi sciolto in una soluzione di HCl 10-2 M e 

liofilizzato. Quest’ultima operazione è stata eseguita in generale per un totale di 3 volte.  

 

3.2.1. Sintesi degli analoghi di LL-37 

Il peptide precursore dei peptidi 1, 2, 3, e 4, ossia senza catena acilica all’N-terminale, è 

stato sintetizzato mediante sintetizzatore automatico, utilizzando soluzioni 0,3 M di 

ciascun reagente. Siccome ogni reagente ha una Falcon corrispondente, le pesate iniziali 

sono state effettuate considerando l’intera sintesi e il numero di cicli di coupling previsti 

per quel reagente.  

➢ Sintesi dei peptidi 1, 2 

Per la sintesi sono stati utilizzati 250 mg di resina. Si riporta di seguito la sequenza 

peptidica: 

RKSKEKIG-NH2 
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In tabella 3 sono riportate le quantità dei reagenti utilizzate.  

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g)  

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF  

± 0,001 (mL) 

Lys (K) 468,5 0,5410 0,3 / 3,409 

Gly (G) 297,3 0,1200 0,3 / 1,255 

Arg (R) 648,8 0,2630 0,3 / 1,132 

Glu (E) 425,5 0,1720 0,3 / 1,211 

Ile (I) 353,4 0,1430 0,3 / 1,236 

Ser (S) 383,4 0,1550 0,3 / 1,225 

DIC 126,2 / 0,3 469 9,631 

Ossima 142,1 0,4310 0,3 / 10,100 

Tabella 3 Reagenti utilizzati per la sintesi automatica del peptide RKSKEKIG. 

Al termine della sintesi è stato effettuato uno sblocco in piccolo. La resina è stata poi 

divisa in due parti uguali per le reazioni di capping all’N-terminale: su una metà della 

resina è stato aggiunto l’acido palmitico, sull’altra metà il gruppo acetile. In Figura 11 

sono rappresentati i due peptidi risultanti.  

 

a) 

 

b) 

 

Figura 11 Struttura dei peptidi 1 e 2. 
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Si riportano in Tabella 4 le quantità utilizzate per l’addizione di acido palmitico all’N-

terminale di RKSKEKIG-NH2.  

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g) 

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF  

± 0,001(mL) 

Pal 256,4 0,1040 0,3 / 1,270 

Ossima 142,1 0,2660 / / 6,250 

DIC 126,2 / / 290 5,960 

Tabella 4 Reagenti utilizzati per l’aggiunta di acido palmitico all’N-terminale di RKSKEKIG. 

Infine, i peptidi sono stati purificati e caratterizzati. 

• Ac-RKSKEKIG (1) 

Purificazione: 10-50% B in 40 minuti 

Purezza: 97% 

Resa: 19% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=7,0 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 986,5 g/mol; [M+2H]2+= 493,9 g/mol 

• Pal-RKSKEKIG (2) 

Purificazione: 20-60% B in 40 minuti 

Purezza: 99%  

Resa: 12% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=17,3 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 1182,7 g/mol; [M+2H]2+= 592,0 g/mol 

 

➢ Sintesi dei peptidi 3, 4  

Il peptide di partenza è stato sintetizzato mediante sintetizzatore automatico, partendo da 

250 mg di resina. Si riporta di seguito la sequenza peptidica: 
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RKUKEKIG-NH2 

In tabella 5 sono riportate le quantità di reagenti utilizzate.  

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g) 

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF  

± 0,001(mL) 

Lys (K) 468,5 0,5410 0,3 / 3,409 

Gly (G) 297,3 0,1200 0,3 / 1,255 

Arg (R) 648,8 0,2630 0,3 / 1,132 

Glu (E) 425,5 0,1720 0,3 / 1,211 

Ile (I) 353,4 0,1430 0,3 / 1,236 

Aib (U) 325,4 0,2540 0,3 / 2,399 

DIC 126,2 / 0,3 527 10,823 

Ossima 142,1 0,4840 0,3 / 11,350 

Tabella 5 Reagenti utilizzati per la sintesi automatica del peptide RKUKEKIG. 

Terminata la sintesi di RKUKEKIG è stato svolto uno sblocco in piccolo. 

Successivamente la resina è stata divisa in due parti uguali per eseguire il capping sull’N-

terminale: su una metà è stato attaccato l’acido palmitico, sull’altra il gruppo acetile 

(Figura 12). 

a) 

 

b) 

 

Figura 12 Struttura dei peptidi 3 e 4. 
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Le quantità di reagenti utilizzati per l’addizione di acido palmitico a RKUKEKIG sono 

riportate in Tabella 6.   

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g) 

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF 

± 0,001 (mL) 

Pal 256,42 0,1040 0,3 / 1,270 

Ossima 142,1 0,2660 / / 6,250 

DIC 126,2 / / 290 5,960 

Tabella 6 Reagenti utilizzati per l’aggiunta di acido palmitico all’N-terminale di RKUKEKIG. 

Successivamente i peptidi sono stati purificati e caratterizzati.  

• Ac-RKUKEKIG (3) 

Purificazione: 10-50% B in 40 minuti 

Purezza: 98% 

Resa: 29% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=8,1 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 984,5 g/mol; [M+2H]2+= 492,9 g/mol 

• Pal-RKUKEKIG (4) 

Purificazione: 30-75% B in 45 minuti 

Purezza: 96 % 

Resa: 30% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=17,8 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 1180,7 g/mol; [M+2H]2+= 591,0 g/mol 

 

3.2.2. Sintesi dei peptidi retro-inversi 

La sintesi dei peptidi retro-inversi è avvenuta mediante sintesi manuale. 

• Sintesi del peptide 5 
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La sintesi è stata condotta partendo da 313,7 mg di resina. Si riporta la sequenza peptidica 

di seguito: 

Srkk–NH2 

Nella sintesi manuale, gli amminoacidi e gli attivatori sono stati aggiunti in successione 

per ogni reazione di coupling. In Tabella 7 sono riportate le quantità di reagente utilizzate 

in ciascuna reazione di coupling.  

Coupling AA Massa pesata AA  

± 0,1(mg) 

Massa pesata ossima  

± 0,1 (mg) 

(D)Lys (k) 213,7 66,6 

(D)Lys (k) 219,7 66,8 

(D)Arg (r) 292,2 68,7 

Ser (S) 174,0 64,2 

Tabella 7 Reagenti utilizzati per ogni ciclo di coupling nella sintesi del peptide 5. 

Per ciascuna reazione di coupling sono stati utilizzati 450 µL di DIC.  

Dopo lo sblocco dalla resina, il peptide grezzo è stato sottoposto ad ossidazione con 

NaIO4 per la conversione della serina in aldeide (Figura 13).  

 

Figura 13 Reazione di ossidazione della serina nel peptide 5 per l'introduzione della funzionalità aldeidica. Solvente 

H2O. 

L’ossidazione non è stata eseguita direttamente su tutta la quantità di peptide, ma su 

piccole porzioni alla volta. Nelle prime reazioni è stato utilizzato un rapporto 

stechiometrico di 1:3 (moli di peptide: moli di NaIO4) con tempo di reazione 3 ore, 

mantenendo sotto agitazione. Successivamente le condizioni di reazione sono state 

ottimizzate, riducendo il rapporto stechiometrico a 1:1 (moli di peptide: moli di NaIO4) e 

il tempo di reazione a 2 ore, sotto agitazione. 
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Si riportano in Tabella 8 le quantità di reagenti utilizzate e le condizioni di reazione 

utilizzate per ciascuna ossidazione.  

Reazione Condizioni m peptide  

± 0,1 (mg) 

m NaIO4  

± 0,1 (mg) 

V MilliQ  

± 0,1 (mL) 

A 1:3 in 3 ore 30,8 38,3 3,0 

B 1:3 in 3 ore 48,4 61,3 5,0 

C 1:1 in 2 ore 16,3 6,8 1,6 

Tabella 8 Ossidazione del peptide 5 in tre diverse condizioni, A, B e C. 

Il peptide è stato poi purificato e caratterizzato. La purificazione è stata fatta mediante 

HPLC preparativa, utilizzando il gradiente 0-2% B in 30 minuti.  

Purezza: 99% 

Resa: 34% 

HPLC (0-2% B in 30 minuti): tR=1,2 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 486,3 g/mol; [M+H]+
diolo= 504,3 g/mol 

➢ Sintesi del peptide 6 

La procedura per l’ottenimento del peptide 6 è analoga a quella del peptide 5, partendo 

da 308,7 mg di resina. Si riporta di seguito la sequenza peptidica: 

Srkk-(D)Phg- NH2 

In Tabella 9 si riportano le quantità di reagenti utilizzati: 

Coupling AA Massa pesata AA  

± 0,1(mg) 

Massa pesata ossima 

± 0,1(mg) 

(D)Phg  167,7 64,4 

(D)Lys (k) 210,7 64,0 

(D)Lys (k) 214,7 64,1 

(D)Arg (r) 292,6 64,9 

Ser (S) 172,5 64,7 

Tabella 9 Reagenti utilizzati per ogni ciclo di coupling nella sintesi del peptide 6. 

Per ciascuna reazione di coupling sono stati utilizzati 450 µL di DIC.  

Si riporta in Figura 14 la reazione di ossidazione della serina: 
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Figura 14 Reazione di ossidazione della serina nel peptide 6 per l'introduzione della funzionalità aldeidica. Solvente 

H2O. 

L’ossidazione è stata eseguita lavorando sempre con rapporto stechiometrico 1:1 (moli di 

peptide: moli di NaIO4) e tempo di reazione è stato pari a 2 ore, sotto agitazione.  

Si riportano in Tabella 10 le quantità di reagenti e le condizioni di reazione utilizzate per 

ciascuna ossidazione.  

m peptide  

± 0,1 (mg) 

m NaIO4  

± 0,1 (mg) 

V MilliQ  

± 0,1 (mL) 

26,5 8,9 2,5 

121,5 40,2 6,0 

Tabella 10 Ossidazione del peptide 6. 

Il peptide è stato successivamente purificato e caratterizzato. La purificazione è stata 

effettuata mediante HPLC preparativa, utilizzando il gradiente 0-10% B in 30 minuti.  

Purezza: 97% 

Resa: 22% 

HPLC (0-2% B in 30 minuti): tR=25,3 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 619,3 g/mol; [M+H]+
diolo= 637,3 g/mol 

 

3.2.3. Sintesi dei derivati di P29  

I peptidi 7, 8, 9, 10 sono stati sintetizzati tramite sintetizzatore automatico, partendo ogni 

volta da 250 mg di resina. 

• Sintesi dei peptidi 7, 8, 9 

Si riportano di seguito le sequenze dei tre peptidi: 
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RKKRHLCW-NH2 (7) 

RKRKHLCW-NH2 (8) 

RRKKHLCW-NH2 (9) 

Come si osserva dalle sequenze, i tre peptidi condividono gli stessi amminoacidi, anche 

se disposti in ordine diverso all’interno della sequenza. Le quantità di reagenti utilizzate, 

dunque, sono le stesse per ciascuna sintesi. In Tabella 11 sono riportate le quantità 

utilizzate per la sintesi di un singolo peptide, rappresentativo per tutti e tre.   

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g) 

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF  

± 0,001 (mL) 

Cys (C) 585,7 0,2370 0,3 / 1,154 

His (H) 619,7 0,4830 0,3 / 2,200 

Arg (R) 648,8 0,9930 0,3 / 4,278 

Leu (L) 353,4 0,2760 0,3 / 2,380 

Trp (W) 526,6 0,2130 0,3 / 1,175 

Lys (K) 468,5 0,1900 0,3 / 1,195 

DIC 126,2 / 0,3 871 17,879 

Ossima 142,1 0,7990 0,3 / 18,750 

Tabella 11 Reagenti utilizzati per la sintesi automatica del peptide RRKKHLCW. 

I peptidi sono stati purificati mediante HPLC preparativa (gradiente 0-40% B in 40 

minuti) e, successivamente, caratterizzati.  

• RKKRHLCW (7) 

Purezza: 80% 

Resa: 6,2% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=10,4 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 1125,6 g/mol; [M+2H]2+= 563,3 g/mol 

• RKRKHLCW (8) 

Purezza: 94%  

Resa: 9,7% 

HPLC (5-95% B in 30 minuti): tR=10,4 min 
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Spettrometria di massa: [M+H]+= 1125,6 g/mol; [M+2H]2+= 563,3 g/mol 

• RRKKHLCW (9) 

Purezza: 99% 

Resa: 7,2%  

HPLC (0-40% B in 20 minuti): tR=15,0 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 1125,6 g/mol; [M+2H]2+= 563,3 g/mol 

➢ Sintesi del peptide 10 

Si riporta la sequenza peptidica:  

RKKKHLCW-NH2 

In Tabella 12 sono elencate le quantità di reagenti utilizzate.  

 MW 

(g/mol) 

Massa pesata 

± 0,0001 (g) 

Concentrazione 

(mol/L) 

Volume 

± 1 (μL) 

Volume di DMF  

± 0,001 (mL) 

Cys (C) 585,7 0,2370 0,3 / 1,154 

His (H) 619,7 0,4830 0,3 / 2,200 

Arg (R) 648,8 0,5060 0,3 / 2,181 

Leu (L) 353,4 0,2760 0,3 / 2,380 

Trp (W) 526,6 0,2130 0,3 / 1,175 

Lys (K) 468,5 0,5410 0,3 / 3,409 

DIC 126,2 / 0,3 871 17,879 

Ossima 142,1 0,7990 0,3 / 18,750 

Tabella 12 Reagenti utilizzati per la sintesi automatica del peptide RKKKHLCW. 

Il peptide è stato poi purificato mediante HPLC preparativa (gradiente 0-40% B in 40 

minuti) e caratterizzato.  

Purezza: 99% 

Resa: 18% 

HPLC (0-40% B in 20 minuti): tR=14,8 min 

Spettrometria di massa: [M+H]+= 1097,6 g/mol; [M+2H]2+= 549,3 g/mol  
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.1. Sintesi di peptidi 

4.1.1. Sintesi su fase solida 

La sintesi peptidica su fase solida (SPPS) è una metodologia in cui la catena peptidica 

viene fatta crescere su un supporto solido e poroso, generalmente una resina. Rispetto alla 

sintesi in soluzione, questa tecnica offre diversi vantaggi: 

• separazione del peptide dai reagenti e dai solventi tramite lavaggi e filtrazioni; 

• adattabilità delle operazioni all’automazione; 

• possibilità di lavorare con quantità di reagenti in eccesso e di portare a 

completezza le reazioni; 

• minori perdite fisiche di prodotto, in quanto il peptide rimane legato alla resina 

durante la sintesi. 

Dal momento che molti amminoacidi presentano gruppi reattivi nelle catene laterali, è 

necessario mascherarli temporaneamente con gruppi protettori, che rimangono legati 

durante tutta la sintesi della catena e vengono rimossi soltanto al termine della sintesi.  

Esistono due principali strategie di sintesi in fase solida, che si distinguono per il tipo di 

gruppo protettore utilizzato all’N-terminale:  

• il metodo Boc, in cui il gruppo protettore viene rimosso in ambiente acido; 

• il metodo Fmoc, che viene rimosso in ambiente basico.  

In questo lavoro di tesi è stato utilizzato il metodo Fmoc, basato su una strategia 

ortogonale in cui il gruppo temporaneo Fmoc viene rimosso in ambiente basico, mentre 

la rimozione dei gruppi protettori delle catene laterali e la rimozione del peptide dalla 

resina avvengono in condizioni acide.  

La sintesi procede dal C-terminale all’N-terminale della sequenza peptidica.  

Il primo amminoacido viene legato alla resina tramite un linker, che reagisce con l’acido 

carbossilico del residuo. Successivamente, il gruppo protettore Fmoc sull’N-terminale 

viene rimosso, lasciando libero il gruppo amminico per il legame con l’amminoacido 

successivo. Questa strategia garantisce una crescita controllata della catena. L’acido 

carbossilico è infatti bloccato dal legame con la resina, mentre l’N-terminale è libero per 

poter reagire con l’amminoacido in ingresso, il quale possiede, a sua volta, il gruppo 
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amminico protetto e il gruppo carbossilico libero e attivato. Avviene in questo modo la 

formazione del legame ammidico tra i residui.  

La soluzione di coupling contiene un eccesso di reagenti (3 equivalenti) rispetto ai siti 

attivi presenti sulla resina, in modo da favorire il completamento delle reazioni di 

coupling e da massimizzare l’occupazione dei siti di ancoraggio disponibili.  

Dopo la reazione di coupling, i reagenti in eccesso vengono rimossi tramite lavaggi con 

DMF, seguiti dalla rimozione del gruppo Fmoc. Si procede quindi con cicli ripetuti di 

coupling e deprotezione, fino all’ottenimento della sequenza desiderata, come mostrato 

in Figura 15.  

 

Figura 15 Schema generale della sintesi peptidica su fase solida. 

Per la rimozione del gruppo Fmoc viene utilizzata una soluzione di piperidina al 20% in 

DMF, in quanto questo gruppo è labile in condizioni basiche. Data la sensibilità 

all’ambiente basico, è necessario degasare la DMF sotto flusso d’azoto per eliminare le 

ammine libere in essa contenute, in quanto potrebbero causare una rimozione precoce del 

gruppo Fmoc e una conseguente perdita di controllo sulla crescita della catena.  
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In combinazione con il gruppo Fmoc, per la protezione delle catene laterali vengono 

utilizzati gruppi derivati dal terz-butile (tBu), i quali sono acido-labili. Questa 

caratteristica permette di mantenerli intatti durante tutta la sintesi e di rimuoverli nella 

fase di sblocco, tramite trattamento con TFA.  

Dopo la sintesi si procede con la rimozione del peptide dalla resina. La miscela di sblocco 

è composta da 95% v/v di TFA, 2,5% v/v di H2O e 2,5% v/v di TIS. L’ambiente acido 

fornito dal TFA permette contemporaneamente lo sblocco del peptide dalla resina e la 

rimozione dei gruppi protettori delle catene laterali. Il TIS e l’acqua vengono utilizzati 

come scavenger, ossia sostanze nucleofile che reagiscono con le specie cationiche 

altamente reattive formate durante la procedura di sblocco, impedendo la loro reazione 

con gli amminoacidi elettron-ricchi presenti nella sequenza.29 

 

4.1.2. Resina 

La sintesi peptidica su fase solida viene condotta su una resina in polistirene reticolato 

con l’1% di divinilbenzene, che la rende insolubile nei solventi organici. Siccome la 

cinetica della reazione di coupling è governata dalla diffusione delle specie attive 

all’interno della resina rigonfiata, la velocità di reazione è direttamente influenzata dal 

grado di reticolazione della resina. Un elevato numero di reticolazioni riduce il 

rigonfiamento della resina, limitando la diffusione delle specie reattive all’interno del 

polimero e rallentando la velocità di coupling. Un minor grado di reticolazione, invece, 

favorisce il rigonfiamento della resina ma compromette la sua stabilità meccanica allo 

stato rigonfiato.  

Le resine utilizzate sono funzionalizzate con dei linker, la cui funzione è quella di legare 

reversibilmente gli amminoacidi della catena peptidica al supporto bloccando il gruppo 

carbossilico del C-terminale durante l’espansione della catena. Inoltre, la scelta del linker 

determina la funzionalità del C-terminale nel prodotto finale. In seguito al trattamento 

con TFA, il peptide rilasciato presenta una funzionalità carbossilica oppure ammidica, a 

seconda del linker utilizzato. In questo lavoro di tesi è stata utilizzata la resina Fmoc-Rink 

Amide (Figura 16), che permette la sintesi di peptidi aventi la funzionalità ammidica al 

C-terminale.29 



38 
 

 

Figura 16 Resina Fmoc-Rink Amide. 

 

4.1.3. Gruppi protettori 

Per la sintesi dei peptidi è stato impiegato il gruppo protettore Fmoc (Figura 17) per la 

protezione temporanea dell’N-terminale, secondo la strategia ortogonale Fmoc/tBu.  

 

Figura 17 Struttura del gruppo protettore Fmoc. 

La rimozione del gruppo Fmoc dall’estremità N-terminale del peptide avviene per 

trattamento con un’ammina secondaria, come la piperidina, che viene utilizzata come 

soluzione al 20% in DMF, tramite un meccanismo in due step. Il meccanismo di 

deprotezione inizia con la rimozione del protone acido dell’anello fluorene del gruppo 

Fmoc, con conseguente generazione di un carbanione stabilizzato per risonanza. 

Questo subisce poi una rapida β-eliminazione, che porta alla formazione di anidride 

carbonica e di dibenzofulvene (DBF), altamente reattivo. Quest’ultimo viene 

intrappolato da una molecola di piperidina, formando un addotto stabile.30  Il 

meccanismo di reazione è riportato in Figura 18.  
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Figura 18 Meccanismo della rimozione del gruppo Fmoc in presenza di ammine secondarie.30 

 

I gruppi protettori delle catene laterali degli amminoacidi rimangono legati ai residui 

durante tutto il processo sintetico, venendo rimossi solamente durante il processo di 

cleavage in ambiente acido, tipicamente utilizzando il TFA.  

Nel metodo Fmoc/tBu possono essere utilizzati diversi gruppi protettori, come il terz-

butile (tBu), il Boc, il Trt, e il Pbf, scelti in base alla funzionalità della catena laterale da 

proteggere. Tutti questi gruppi sono accomunati dalle condizioni e dal meccanismo di 

rimozione in ambiente acido, riportato in Figura 19.  

La rimozione procede attraverso un meccanismo SN1, in cui la coppia elettronica 

presente sull’amminoacido protetto, più basica, accetta il protone acido del TFA. Questo 

porta all’eliminazione del gruppo protettore sotto forma di un carbocatione estremamente 

reattivo, il quale reagisce con gli scavenger presenti nel mezzo di reazione.31  

 

Figura 19 Meccanismo di rimozione del gruppo protettore tBu da un residuo di serina in presenza di TFA.  
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4.1.4. Attivazione degli amminoacidi 

La formazione del legame peptidico, anche se porta alla formazione di un prodotto 

estremamente stabile, non è cineticamente favorita a causa dell’elevata differenza di 

energia libera tra i reagenti e lo stato attivato. Per questo motivo è necessario ricorrere 

all’utilizzo di attivatori, come la coppia formata da diisopropilcarbodiimmide (DIC) e 

ossima, le cui strutture sono riportate rispettivamente in Figura 20 e in Figura 21.   

 

Figura 20 Struttura dell'attivatore DIC. 

 

Figura 21 Struttura dell'attivatore ossima. 

         

Lo scopo del processo di attivazione è modificare la densità elettronica attorno al gruppo 

carbonilico dell’amminoacido in ingresso, rendendolo più elettrofilo e favorendo così la 

reazione con il gruppo amminico N-terminale del residuo attaccato alla resina. La scelta 

della DIC come attivatore nella sintesi in fase solida è data dall’elevata solubilità, in DMF 

e DCM, della diisopropilurea che si forma durante la reazione, rendendo semplice la sua 

rimozione. L’ossima, essendo un nucleofilo, ha lo scopo di reagire con l’intermedio 

instabile (derivato dell’O-acilisourea) che si genera durante il processo, impedendo così 

reazioni secondarie e, soprattutto, la racemizzazione. 

Il meccanismo ha inizio con l’attacco nucleofilo del gruppo carbossilico 

dell’amminoacido in ingresso sul carbonio elettrofilo della DIC, con conseguente 

formazione di un derivato dell’O-acilisourea. Quest’ultimo subisce un attacco nucleofilo 

da parte dell’ossima, che porta alla formazione di un estere attivo, il quale reagisce con il 

gruppo amminico del residuo attaccato alla resina. Il meccanismo completo è mostrato in 

Figura 22.31 
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Figura 22 Meccanismo della reazione di attivazione con la coppia di attivatori DIC/ossima. Sono indicate con R1, R2, 

R3 catene laterali generiche. 

 

4.1.5. Kaiser test 

Il Kaiser test è un saggio colorimetrico utilizzato per monitorare l’esito delle reazioni di 

coupling e di deprotezione nella sintesi peptidica in fase solida, identificando la presenza 

di gruppi amminici liberi sulla resina. Questo saggio si basa infatti sulla reazione della 

ninidrina con i gruppi amminici, formando un complesso blu scuro con le ammine 

primarie e un complesso color brunastro con le ammine secondarie.  

Nel monitoraggio dei passaggi di coupling critici, la comparsa di colorazione indica 

quindi la presenza di gruppi amminici liberi e, di conseguenza, che la reazione non è 

andata a completezza ed è quindi necessario ripeterla.  Per eseguire il test sono necessarie 

tre soluzioni reagenti: una soluzione di cianuro di potassio in piridina, una soluzione di 

fenolo in etanolo e una soluzione di ninidrina in etanolo. Le tre soluzioni già pronte sono 

disponibili anche in un kit commerciale. Il test viene eseguito su pochi milligrammi di 
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resina, aggiungendo 20 µL di ciascuna soluzione e scaldando con una pistola termica per 

qualche minuto.  

Questo saggio, oltre ad essere pratico e veloce, presenta anche dei lati negativi. Infatti, in 

presenza di sequenze lunghe e tendenti all’aggregazione, il test può occasionalmente 

fornire dei falsi negativi. Inoltre, un riscaldamento prolungato può causare la 

degradazione del campione o la rimozione del gruppo Fmoc per reazione con la 

piridina.29,31  

 

4.1.6. Ossidazione della serina 

Il meccanismo d’inibizione dei peptidi retro-inversi sintetizzati (peptidi 5 e 6) si basa 

sull’interazione covalente con la Ser135 del sito attivo della proteasi NS2B-NS3. Si 

riportano le strutture dei peptidi retro-inversi:  

Ald-rkk-NH2 (5) 

Ald-rkk-(D)Phg-NH2 (6) 

 

Nello specifico, il legame tra l’enzima e il peptide inibitore avviene attraverso la 

formazione di un intermedio emiacetalico, formato in seguito dell’attacco nucleofilo 

dell’ossigeno ossidrilico della catena laterale della Ser135 sul carbonio elettrofilo del 

gruppo aldeidico (presente all’estremità N-terminale).32  

La formazione della funzionalità aldeidica nei peptidi 5 e 6 avviene tramite ossidazione 

della serina terminale con NaIO4. Il periodato di sodio è in grado di provocare 

selettivamente la scissione ossidativa dei residui di ammino-alcoli (serina o metionina) 

situati all’estremità N-terminale di un peptide, portando alla formazione di una 

gliossilammide (o α-osso-aldeide). Questa reazione avviene con un meccanismo analogo 

a quello della reazione di Malaprade, in cui avviene la scissione ossidativa di dioli 

vicinali.33–35 Lo ione periodato si coordina simultaneamente al gruppo amminico (in 

posizione α) e al gruppo idrossilico (in posizione β) della serina, formando un intermedio 

ciclico a 5 membri. In seguito alla scissione ossidativa del legame tra il Cα e il Cβ del 

residuo, il Cβ viene liberato come formaldeide e il periodato viene ridotto a iodato. 

Successivamente il residuo N-terminale viene convertito a gruppo gliossilammidico.36 Si 

riporta lo schema generale della reazione in Figura 23:  
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Figura 23 Schema di reazione generale dell’ossidazione della serina con NaIO4. 

Il prodotto ottenuto si presenta come una miscela all’equilibrio dell’aldeide e della sua 

forma idrata.33 In Figura 24 e in Figura 25 si rappresentano rispettivamente i peptidi 5 e 

6 all’equilibrio con i relativi dioli.   

 

Figura 24 Reazione di equilibrio del peptide 5 con il rispettivo diolo. 

 

Figura 25 Reazione di equilibrio del peptide 6 con il rispettivo diolo. 

Dopo l’ossidazione si è proceduto con la separazione del peptide dai sali.  La separazione 

è risultata difficoltosa a causa della natura estremamente idrofilica dei peptidi (costituiti 

da amminoacidi cationici) e della loro tendenza ad eluire insieme ai sali. Inizialmente, 

l’ossidazione della serina è stata condotta per 3 ore utilizzando un rapporto stechiometrico 

1:3 tra le moli di peptide e le moli di NaIO4. In queste condizioni, i sali presenti in largo 

eccesso, al momento della separazione in HPLC, uscivano dalla colonna presentando un 

picco molto largo e intenso, rendendo il picco del peptide poco visibile e complicando 

ulteriormente la purificazione. Per questo motivo le condizioni di reazione sono state 
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ottimizzate riducendo il tempo di reazione a 2 ore e il rapporto stechiometrico a 1:1, con 

monitoraggio finale mediante spettrometria di massa, con lo scopo di verificare che tutto 

il peptide fosse stato ossidato. Queste condizioni hanno permesso di effettuare 

l’ossidazione in tempi più brevi e con una minor quantità di sale, ma anche di ottenere 

picchi HPLC più separati, facilitando così la purificazione. Per entrambi i peptidi sono 

stati utilizzati dei gradienti fortemente polari, nel dettaglio 0-2% B in 30 minuti per il 

peptide 5 e 0-10% B per il peptide 6. I risultati sperimentali sono riportati in Tabella 13.  

Peptide Sequenza 
MW 

(g/mol) 
Resa Purezza 

tR 

(min) 

[M+H]+ 

(g/mol) 

5 Ald-rkk 485,6 34% 99% 1,2 486,3 

6 Ald-rkk-(D)Phg  618,7 22% 97% 25,3 619,3 

Tabella 13 Risultati sperimentali della sintesi e purificazione dei peptidi retro-inversi. Gradiente utilizzato 0-2% B in 

30 min.  

 

Figura 26 Profilo HPLC del peptide 5. Gradiente 0-3 % B in 30 min, λabs = 220 nm. 

 

Figura 27 Profilo HPLC del peptide 6. Gradiente 0-3 % B in 30 min, λabs = 220 nm. 

min 
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Si riportano in Figura 26 e 27, rispettivamente, i cromatogrammi dei peptidi 5 e 6. In 

entrambi i cromatogrammi il picco a tR= 26,8 min è un’impurezza presente all’interno 

della colonna. Il peptide 5 eluisce con tR= 1,2 min, mentre il peptide 6 con tR= 25,3 min. 

Si osserva che ciascun peptide è presente in un secondo picco, il peptide 5 a tR=25,3 min 

(Figura 26) e il peptide 6 a tR=15,0 min (Figura 27). La presenza dei peptidi e dei rispettivi 

dioli in due picchi cromatografici distinti può essere attribuita alla presenza di un 

equilibrio dinamico tra le due specie.  

 

Figura 28 Spettro di massa del peptide 5. 

 

Figura 29 Spettro di massa del peptide 6. 

m/z 

m/z 
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In Figura 28 e in Figura 29 sono riportati gli spettri di massa del peptide 5 e del peptide 

6, in cui [M+H]+
diolo= 504,3 g/mol e [M+H]+

diolo= 637,4 g/mol corrispondono alle masse 

dei relativi dioli.  

4.1.7. Derivati del P29 

Una delle principali problematiche nello sviluppo di farmaci contro il WNV e, più in 

generale, contro i Flavivirus, è rappresentata dal trasporto del farmaco nel sito di 

replicazione virale. Di conseguenza, affinché un composto antivirale risulti efficace, deve 

essere in grado di superare barriere fisiologiche, come la barriera emato-encefalica 

(BBB), per raggiungere il sito d’azione del virus, che per il WNV risiede nel sistema 

nervoso centrale.  La BBB è una barriera semi-permeabile che regola il movimento delle 

molecole dal sangue al cervello e svolge un ruolo cruciale nella protezione di quest’ultimo 

da sostanze potenzialmente pericolose. A causa di questa sua funzione protettiva, la BBB 

limita fortemente il passaggio della maggior parte delle piccole molecole, rendendo 

particolarmente difficile lo sviluppo di terapie efficaci contro i flavivirus neurotropi.37  

In questo contesto si inserisce la seconda classe di peptidi antivirali derivati da P29. 

Questa classe è  stata sviluppata partendo dal peptide P29, un inibitore per la proteasi 

NS2B-NS3 del virus Dengue noto in letteratura, identificato tramite studi 

computazionali38 e precedentemente sintetizzato all’interno del gruppo di ricerca.  

Si riporta di seguito la struttura del peptide P29:  

RRRRHLCW 

Dai risultati sperimentali il P29 ha mostrato una promettente capacità di attraversare la 

barriera emato-encefalica (BBB) e una significativa attività inibitoria in vitro; tuttavia, la 

citotossicità osservata e l’assenza di attività antivirale in saggi cellulari ne limitano il 

potenziale terapeutico, rendendo necessaria un’ulteriore ottimizzazione.39  Per questo 

motivo sono stati condotti studi computazionali in collaborazione con l’Università di 

Lisbona, con l’obiettivo di identificare modifiche della sequenza in grado di aumentare 

l’attività e ridurre la citotossicità del peptide. Nello studio condotto è stato mantenuto 

invariato il numero di residui e l’estremità -HLCW, mentre sono state modificate la 

disposizione e il numero di lisine e arginine nelle prime quattro posizioni. L’effetto delle 

variazioni è stato valutato sulla base del parametro “attraversamento BBB” ottenuto, 

indice della capacità dei peptidi di attraversare la barriera emato-encefalica.  
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I risultati dello studio computazionale effettuato dall’Università di Lisbona sono riportati 

in Tabella 14.  

Sequenza 
Peso molecolare 

 (g.mol-1) 

Coefficiente 

di estinzione 

(M-1 x cm-1) 

Punto 

isoelettrico 

Carica netta 

(pH 7,4) 

Stabilità  

(min) 

Attraversamento 

BBB  

RRRRHLCW 1181,44 5810 12,97 5,04 5,189 0,9848 

KRRRHLCW 1153,43 5810 12,81 5,04 5,189 0,8272 

RKRRHLCW 1153,43 5810 12,81 5,04 5,189 0,9875 

RRKRHLCW 1153,43 5810 12,81 5,04 5,189 0,9864 

RRRKHLCW 1153,43 5810 12,81 5,04 5,189 0,9819 

KKRRHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,7435 

KRKRHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,7863 

KRRKHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,7743 

RKKRHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,9844 

RKRKHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,9845 

RRKKHLCW 1125,41 5810 12,52 5,04 5,189 0,9764 

KKKRHLCW 1097,4 5810 11,84 5,04 5,189 0,6842 

KKRKHLCW 1097,4 5810 11,84 5,04 5,189 0,6708 

KRKKHLCW 1097,4 5810 11,84 5,04 5,189 0,6976 

RKKKHLCW 1097,4 5810 11,84 5,04 5,189 0,9687 

KKKKHLCW 1069,39 5810 11,07 5,04 5,189 0,5006 

Tabella 14 Risultati degli studi computazionali eseguiti all'Università di Lisbona. 

Tra le diverse strutture identificate, è stato scelto di sintetizzare e caratterizzare le seguenti 

sequenze, evidenziate in grigio nella Tabella 14 insieme al peptide P29 di partenza (in 

cima):  

RKKRHLCW (7) 

RKRKHLCW (8) 

RRKKHLCW (9) 

RKKKHLCW (10) 

 

Per la scelta delle sequenze sono stati presi in considerazione diversi parametri, spiegati 

di seguito. Dal momento che l’enzima NS2B-NS3pro presenta una sequenza di 

riconoscimento costituita da due residui basici (P1: Arg, P2: Lys),28,40 per mantenere 

l’interazione cationica con la proteasi sono state scelte sequenze contenenti arginina in 

posizione 1 e lisina in posizione 2. Quest’ultimo requisito non è stato rispettato per il 

peptide 9, che presenta un’altra arginina in posizione 2, al fine di avere un confronto con 

gli altri peptidi scelti e per valutare se questa sostituzione influisce sull’attività del 

peptide.  
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Inoltre, sono state scelte sequenze con un maggior numero di lisine per due motivi 

principali:  

• Peptidi con una maggiore quantità di lisine presentano generalmente una 

citotossicità minore rispetto ai peptidi contenenti arginine,28,41 

• Il coupling dei residui di lisina è più semplice rispetto a quello dell’arginina. Ciò 

è dovuto al maggiore ingombro sterico della catena laterale dell’arginina rispetto 

a quella della lisina, effetto che viene amplificato dalla presenza di gruppi 

protettori ingombranti sulla catena laterale dell’arginina.  

I risultati sperimentali della sintesi dei peptidi 7, 8, 9 e 10 sono riportati in Tabella 15.  

Peptide Sequenza 
MW 

(g/mol) 
Resa Purezza 

tR 

(min) 

[M+H]+ 

(g/mol) 

7 RKKRHLCW 1125,41 6,2% 80% 10,4 1125,6 

8 RKRKHLCW 1125,41 9,7% 94% 10,4 1125,6 

9 RRKKHLCW 1125,41 7,2% 99% 15,0 1125,6 

10 RKKKHLCW 1097,40 18% 99% 14,8 1097,6 

Tabella 15 Risultati sperimentali della sintesi dei peptidi derivati di P29. Per i tR utilizzando i gradienti: peptide 7 5-

95% B in in 30 minuti, peptide 8 5-95%B in 30 minuti, peptide 9 0-40%B in 20 minuti, peptide 10 0-40%B in 20 minuti.  

Dai risultati sperimentali emerge che il peptide 7, nonostante sia stato purificato mediante 

HPLC preparativa, presenta una purezza dell’80%, molto inferiore rispetto agli altri 

peptidi.  

Questo perché, oltre al prodotto desiderato, si è formato un peptide a cui manca una 

leucina. È probabile che la causa della formazione della sequenza errata sia dovuta 

all'ingombro sterico della leucina e del triptofano, che dovrebbero legarsi, e alla loro 

vicinanza al linker della resina.  
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Figura 30 Struttura e peso molecolare del peptide 7 (RKKRHLCW). 

 

Figura 31 Struttura e peso molecolare del peptide RKKRHCW 

Alla fine della sintesi, dunque, si è ottenuta una miscela composta dal peptide desiderato, 

RKKRHLCW (Figura 30), e dall’analogo senza leucina, RKKRHCW (Figura 31), come 

evidenziato dagli spettri di massa, rispettivamente in Figura 32 e in Figura 33. 

 

Figura 32 Spettro di massa del peptide 7. [M+H]+= 1125,6 g/mol; [M+2H]2+= 563,3 g/mol. 

m/z 
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Figura 33 Spettro di massa del peptide RKKRHCW. [M+H]+= 1012,4 g/mol; [M+2H]2+= 506,9 g/mol. 

Siccome i due peptidi hanno la lunghezza, la composizione e l’idrofobicità estremamente 

simili, presentano anche tempi di ritenzione molto vicini. Per questo motivo non è stato 

possibile separarli maggiormente, come mostrato dal cromatogramma in Figura 34. Il 

peptide 7 eluisce con tR= 10,4 min, il picco a tR= 1,0 min è il picco d’iniezione, mentre 

nei picchi minori è presente il peptide RKKRHCW. Il peptide 7 si osserva anche in un 

secondo picco a tR=9,0 min. La presenza del peptide 7 in due picchi cromatografici distinti 

può essere attribuita alla formazione di coppie ioniche tra i residui basici (lisina, arginina 

e istidina) con il TFA presente nella fase mobile, in condizioni di sovraccarico della 

colonna cromatografica.  

 

Figura 34 Cromatogramma del peptide 7 con tracce del peptide RKKRHCW. Gradiente 5-95% B in 30 minuti.  

 

m/z 

min 
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4.2. Indagini conformazionali  

4.2.1. Dicroismo circolare 

Il dicroismo circolare è una tecnica spettroscopica utilizzata per ricavare informazioni 

sulla struttura secondaria dei peptidi e delle proteine in soluzione.  È stata dunque 

adoperata questa tecnica per lo studio della struttura secondaria adottata in soluzione dai 

peptidi 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 10.   

Le analisi sono state condotte a temperatura ambiente e utilizzando soluzioni a 

concentrazione 5x10-4 M, nei seguenti solventi:  

• Per i peptidi 1, 2, 3, 4 sono stati scelti TFE e SDS 10 mM in acqua;  

• Per i peptidi 7, 8, 9, 10 sono stati utilizzati TFE e acqua.  

L’SDS è stato scelto per mimare l’ambiente di membrana, mentre il TFE induce la 

conformazione ad elica nei peptidi.  

La spettroscopia CD, impiegata nell'analisi conformazionale di proteine e peptidi, si basa 

sulle transizioni elettroniche dei cromofori ammidici della catena principale.42 Sebbene i 

cromofori ammidici siano planari e intrinsecamente achirali (e quindi otticamente 

inattivi), essi acquisiscono attività ottica indotta sia dai centri stereogenici dei residui 

amminoacidici, sia dall'organizzazione spaziale della struttura secondaria.43 

La zona spettrale di interesse è compresa tra 190 nm e 260 nm, in cui cadono le transizioni 

più significative del gruppo ammidico: la transizione della componente parallela di π→π∗, 

che avviene a 190 nm; la transizione n→π∗, a circa 208 nm; e la componente 

perpendicolare della transizione π→π∗, a 222 nm.43  

Dall’analisi della forma delle curve ottenute e dalla posizione delle bande è possibile 

ricavare informazioni sul tipo di struttura secondaria che il peptide assume in soluzione. 

Si utilizzano come riferimento gli spettri delle conformazioni “pure” (come l’α-elica, il 

β-foglietto e l’elica 310), caratterizzati da profili definiti e bande dicroiche distintive. 

Lo spettro del β-foglietto è caratterizzato da un massimo negativo a circa 217 nm e da un 

massimo positivo a 198 nm.  

La struttura a α-elica presenta due bande negative di intensità circa uguale, una a 222 nm 

e l’altra a 208 nm, e una banda positiva molto intensa a 190 nm.  
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L’elica 310 ha un profilo simile a quello dell’ α-elica, mostrando una banda positiva poco 

intensa a 195 nm e bande negative spostate a lunghezze d’onda leggermente inferiori, con 

la banda a circa 222 nm di intensità molto minore rispetto alla banda a 208 nm.44  

Data questa caratteristica, per distinguere le due strutture ad elica è possibile usare il 

rapporto R = [Θ]₂₂₂/[Θ]₂₀₈, dove [Θ]₂₂₂ è l’ellitticità molare della banda a 222 nm e [Θ]₂₀8 

è l’ellitticità molare della banda a 208 nm. I valori di R non sono assoluti e vengono 

influenzati dall’ambiente, tuttavia si considera generalmente R=1 nella struttura ad α-

elica, e circa R = 0,4 per l’elica 310.
42  

➢ Peptidi 1 e 3 

Si considerano gli spettri dicroici dei peptidi 1 (Ac-RKSKEKIG) e 3 (Ac-RKUKEKIG), 

che presentano entrambi il gruppo acetile all’N-terminale, ma differiscono per la 

sostituzione dell’amminoacido serina in posizione 3 con l’amminoacido Aib, noto per la 

sua capacità di stabilizzare strutture elicoidali. Gli spettri sono stati registrati in TFE 

(Figura 35), che favorisce conformazioni elicoidali, e SDS 10 mM (Figura 36), utilizzato 

come mimetico dell’ambiente di membrana.  

 

Figura 35 Spettri CD dei peptidi 1 (Ac-RKSKEKIG) e 3 

(Ac-RKUKEKIG) in TFE. Concentrazione peptidica 

5x10-4 M, cammino ottico 0,02 cm. 

 

Figura 36 Spettri CD dei peptidi 1 (Ac-RKSKEKIG) e 

3 (Ac-RKUKEKIG) in SDS 10 mM. Concentrazione 

peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 0,02 cm. 
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Solvente Peptide 
Tx10-3 

(deg x cm2 x dmol-1) 

Tx10-3 

(deg x cm2 x dmol-1) 
R 

TFE 
1 -8,2 (202 nm) -3,0 (222,2 nm) 0,36 

3 -8,4 (204,4 nm) -3,8 (222,6 nm) 0,46 

SDS 
1 -9,3 (201,6 nm) -2,2 (223,8 nm) 0,24 

3 -9,3 (205 nm) -4,6 (223,2 nm) 0,49 

Tabella 16 Valori delle ellitticità molari (deg × cm2 × dmol-1) e rapporto R= [Θ]222/[Θ]208 per i peptidi 1 e 3, alle 

lunghezze d'onda corrispondenti ai due massimi negativi delle curve dicroiche in TFE e SDS 10 mM, concentrazione 

peptidica di 5x10-4 M.  

Il peptide 1 presenta in entrambi i solventi un massimo poco intenso a 190 nm e due 

massimi negativi di diversa intensità. Nonostante questo profilo suggerisce una tendenza 

verso una struttura elicoidale, la posizione della prima banda negativa ricade a circa 200 

nm, un valore più vicino al valore tipico di un random coil (198 nm) rispetto all’α-elica. 

Si conclude quindi che in soluzione il peptide assume una conformazione disordinata ma 

con una tendenza all’elica 310. 

Per il peptide 3, gli spettri CD mostrano che in entrambi i solventi il profilo presenta un 

massimo intenso a 190 nm e due massimi negativi di diversa intensità, il primo più intenso 

a circa 205 nm e il secondo a circa 223 nm, caratteristici dell’elica 310. Inoltre, i valori di 

R, riportati in Tabella 16, sono compresi tra 0,4 e 0,6, coerenti con una conformazione 

elicoidale mista con contributo maggioritario dell’elica 310. A conferma di ciò, la 

posizione del primo massimo negativo a circa 205 nm è compatibile con l’elica 310, in cui 

i minimi sono spostati a lunghezze d’onda inferiori rispetto all’α-elica. 

Da questi risultati si conclude quindi che la sostituzione dell’amminoacido Serina con 

l’amminoacido Aib ha indotto un maggior ordine nella struttura secondaria del peptide in 

soluzione, anche nell’ambiente membranomimetico SDS.  

 

➢ Peptidi 2 e 4 

Si considerano gli spettri del peptide 2 (Pal-RKSKEKIG) e del peptide 4 (Pal-

RKUKEKIG), i quali hanno entrambi l’acido palmitico all’N-terminale e si differenziano 

solo per l’amminoacido in posizione 3: serina nel peptide 2 e Aib nel peptide 4.  
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Figura 37 Spettri CD dei peptidi 2 (Pal-RKSKEKIG) e 4 

(Pal-RKUKEKIG) in TFE. Concentrazione peptidica 

5x10-4 M, cammino ottico 0,02 cm. 

 

Figura 38 Spettri CD dei peptidi 2 (Pal-RKSKEKIG) e 

4 (Pal-RKUKEKIG) in SDS 10 mM. Concentrazione 

peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 0,02 cm. 

 

Solvente Peptide 
Tx10-3 

(deg x cm2 x dmol-1) 

Tx10-3 

(deg x cm2 x dmol-1) 
R 

TFE 
2 -7,1 (202,2 nm) -2,3 (222,4 nm) 0,33 

4 -8,7 (204,4 nm) -4,0 (223,6 nm) 0,46 

SDS 
2 -8,1 (203,3 nm) -3,0 (222,6 nm) 0,37 

4 -11,5 (205,8 nm) -6,0 (223,4 nm) 0,52 

Tabella 17 Valori delle ellitticità molari (deg × cm2 × dmol-1) e rapporto R= [Θ]222/[Θ]208 per i peptidi 2 e 4, alle 

lunghezze d'onda corrispondenti ai due massimi negativi delle curve dicroiche in TFE e SDS 10 mM, concentrazione 

peptidica di 5x10-4 M. 

I profili delle curve ottenute sono analoghi a quelli dei corrispondenti peptidi con il 

gruppo acetile all’N-terminale.  Il peptide 2 mostra in entrambi i solventi un massimo 

poco intenso a 190 nm, una banda negativa a circa 202 nm e una seconda banda negativa 

poco pronunciata a circa 222 nm. La posizione della banda, prossima al valore tipico del 

random coil, indica che il peptide assume una conformazione mista che comprende 

contributi di strutture disordinate e di eliche presumibilmente di tipo 310.  

Il peptide 4, invece, presenta un profilo compatibile con una conformazione elicoidale 

mista con prevalente contributo dell’elica 310, presentando un massimo molto intenso a 

190 nm e due minimi di diversa intensità a circa 205 nm e 222 nm, tipici della struttura 

ad elica 310. L’analisi è coerente con i valori di R calcolati (Tabella 17), entrambi compresi 

tra 0,4 e 0,6.  Le diverse conformazioni assunte dai peptidi 2 e 4 in TFE (Figura 37) e in 
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SDS 10 mM (Figura 38) sono confermate sia dalla posizione del primo massimo negativo, 

più vicino al valore del random coil nel peptide 2 e coerente con l’elica 310 nel peptide 4, 

sia dalla diversa intensità delle bande. Infatti, il peptide 4 presenta delle bande di intensità 

maggiore rispetto al peptide 2, indice di un maggiore contributo elicoidale nella struttura. 

Si può dunque concludere che, anche in questo caso, la sostituzione della serina con 

l’amminoacido Aib ha promosso un maggiore ordine strutturale del peptide in soluzione.   

➢ Peptide 7, 8, 9, 10 

Si considerano gli spettri dicroici dei peptidi 7 (RKKRHLCW, Figura 39), 8 

(RKRKHLCW, Figura 40), 9 (RRKKHLCW, Figura 41) e 10 (RKKKHLCW, Figura 42), 

registrati in acqua e TFE.  

 

Figura 39 Spettri CD del peptide 7 (RKKRHLCW) in TFE e 

acqua. Concentrazione peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 0,02 

cm. 

 

Figura 40 Spettri CD del peptide 8 (RKRKHLCW) in TFE e 

acqua. Concentrazione peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 

0,02 cm. 

 

Figura 41 Spettri CD del peptide 9 (RRKKHLCW) in TFE e 

acqua. Concentrazione peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 0,02 

cm. 

 

Figura 42 Spettri CD del peptide 10 (RKKKHLCW) in TFE e 

acqua. Concentrazione peptidica 5x10-4 M, cammino ottico 

0,02 cm. 
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In acqua, tutti i peptidi presentano un massimo negativo a circa 198 nm, di diversa 

intensità, e una debole banda positiva a circa 220 nm.  Questi due segnali sono 

riconducibili a un profilo random coil, dunque a una conformazione prevalentemente 

disordinata. Inoltre, negli spettri del peptide 7 e del peptide 9, nel medesimo solvente, è 

presente un massimo poco intenso a 223 nm. Questo segnale può essere attribuito alla 

transizione 𝜋 → 𝜋∗ dell’anello indolico del residuo di triptofano.  

La variazione dell’intensità della banda e l’assenza di questa negli altri spettri possono 

essere giustificate dal diverso intorno chimico, come la variazione della sequenza, che 

influenza la libertà conformazionale dell’anello indolico.45  

Gli spettri registrati in TFE, oltre al massimo negativo a 198 nm, presentano una risalita 

verso valori positivi di ellitticità molare, senza però superare lo zero. Questo 

comportamento potrebbe essere attribuito al TFE, che, pur essendo un solvente 

strutturante, modifica la struttura disordinata, ma non riesce a indurre strutture note 

prevalenti in soluzione. Si conclude quindi che tutti i derivati di P29 assumono una 

struttura disordinata in tutti i solventi considerati.  

 

4.3. Test biologici 

4.3.1. Disk diffusion test 

L’attività antibatterica dei peptidi 1, 2, 3 e 4 è stata valutata mediante il metodo di 

diffusione su disco di Kirby-Bauer (disk diffusion test).  

Il metodo si basa sul contatto tra una quantità standardizzata di microrganismo e una 

concentrazione nota del composto antimicrobico. Dopo l’incubazione in condizioni 

controllate, l’attività inibitoria viene valutata misurando il diametro dell’alone di 

inibizione, ossia l’area priva di crescita microbica che si forma attorno al campione.  

I peptidi, precedentemente sciolti in DMSO, sono stati adsorbiti su dischi di carta del 

diametro di 6 mm, ciascuno caricato con 100 µg di campione. L'inoculo batterico di 0,5 

McFarland (corrispondente a 1–2 x 10⁸ UFC/mL) è stato seminato su terreno di coltura 

Mueller–Hinton a pH 7,2–7,4 con incubazione a 37°C per 20 ore. Al termine, l’attività 

del peptide è stata determinata misurando i diametri (in millimetri) degli aloni di 

inibizione attorno ai dischi di carta.  
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Il test è stato eseguito su diversi ceppi batterici Gram-positivi (Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19-15, Bacillus subtilis ATCC –33, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Vancomycin-resistant enterococci ATCC 51299 e un 

clinico isolato Streptococcus pyogenes) e Gram-negativi (Salmonella enterica ATCC 

1307-, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Acinetobacter baumannii ATCC 19-0-, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Proteus 

mirabilis ATCC 25933, Enterobacter aerogenes ATCC 13048).   

I diametri dell’alone di inibizione misurati in mm sono riportati in Tabella 18; i batteri 

Gram-positivi sono evidenziati in azzurro, mentre i Gram-negativi sono evidenziati in 

arancione. 

Ceppi batterici 
Peptide 1 

±1 (mm) 

Peptide 2 

±1 (mm) 

Peptide 3 

±1 (mm) 

Peptide 4 

±1 (mm) 
Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 - 7 - 8 
Streptococcus pyogenes 

ATCC 19-15 - 11 - 8 
Streptococcus pyogenes 

Clinical isolate - 10 - 8 
Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 - 8 - 8 
Vancomycin-resistant enterococci 

ATCC 51299 - 8 9 8 
E. coli 

ATCC 25922 - - - - 
Enterobacter aerogenes 

ATCC 13048 - - - - 
Salmonella enterica 

ATCC 1307 - - - 8 
Proteus mirabilis 

ATCC 25933 - - - 7 
Klebsiella pneumoniae 

ATCC 13883 - 7 - 7 
Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 - 7 - 7 
Acinetobacter. baumannii 

ATCC 19-0- - 9 - 7 
Bacillus subtilis 

ATCC --33 - - - 7 

Tabella 18 Attività antimicrobica dei peptidi 1, 2, 3, 4 rispetto a ceppi batterici Gram-positivi (evidenziati in azzurro) 

e Gram-negativi (evidenziati in arancione) dopo 20 ore di incubazione a 37°C. I diametri degli aloni di inibizione 

sono stati misurati in mm. 

Questo test è stato utilizzato per valutare l’attività antibatterica e studiare l’effetto delle 

modifiche strutturali (l’utilizzo di due diverse catene aciliche all’N-terminale e la 

sostituzione della serina in posizione 3 con l’Aib) sulla capacità inibitoria dei peptidi 

sintetizzati.  

Dai risultati sperimentali emerge che i peptidi 1 (Ac-RKSKEKIG) e 3 (Ac-RKUKEKIG), 

aventi entrambi il gruppo acetile all’N-terminale, mostrano una capacità inibitoria 

pressoché nulla. In particolare, il peptide 1 è risultato completamente inattivo su tutti i 
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ceppi testati, mentre il peptide 3 ha mostrato un’attività inibitoria limitata al solo ceppo 

Vancomycin-resistant enterococci ATCC 51299.   

Il peptide 2 (Pal-RKSKEKIG) presenta una discreta attività inibitoria, risultando più 

attivo nei confronti dei batteri Gram-positivi rispetto ai Gram-negativi.  

Il peptide 4 (Pal-RKUKEKIG) è risultato il più attivo tra tutti i peptidi testati in termini 

di spettro d’azione, inibendo la crescita nella maggior parte dei ceppi batterici considerati. 

Si osserva però che i diametri degli aloni di inibizione osservati per il peptide 4 sono 

tendenzialmente inferiori o uguali rispetto a quelli misurati per gli altri peptidi attivi sullo 

stesso ceppo. Dunque, il peptide 4 presenta uno spettro d’azione più ampio ma una 

capacità inibitoria generalmente minore o uguale.  

Si conclude quindi che gli analoghi aventi l’acido palmitico all’N-terminale sono 

significativamente più attivi rispetto agli analoghi con l’acetile. Si può ipotizzare che la 

presenza dell’acido palmitico aumenti notevolmente il carattere idrofobico del peptide, 

rafforzando in genere le interazioni con la membrana batterica. L’acido palmitico, infatti, 

è in grado di formare delle interazioni con le code apolari dei fosfolipidi di membrana, 

fungendo da “ancora” e favorendo l’inserzione del peptide nel doppio strato lipidico. 

Questo effetto non si osserva invece in presenza del gruppo acetile, la cui catena risulta 

troppo corta per formare interazioni di questo tipo.46   

Inoltre, la sostituzione dell’amminoacido serina in posizione 3 con l’Aib, ha causato una 

riduzione dell’attività inibitoria dei peptidi per alcuni batteri ma ha aumentato lo spettro 

d’ azione verso un maggior numero di ceppi batterici. Questo dato può essere attribuito 

all’aumento dell’ordine conformazionale dei peptidi aventi Aib nella sequenza, come 

confermato dagli studi di dicroismo circolare, che porta a maggiori interazioni con la 

membrana batterica.  

 

4.3.2. Saggio di inibizione dell’attività proteasica di NS2B-NS3 

L’attività inibitoria del peptide 5 (Ald-rkk) e del peptide 6 (Ald-rkk-(D)Phg) nei confronti 

della proteasi NS2B-NS3 è stata valutata mediante un saggio fluorimetrico condotto in 

piastra.  

Per il saggio è stato utilizzato un enzima chimerico, in cui la porzione di NS2B è stata 

fusa al dominio proteasico di NS3 mediante un linker contenente residui di glicina.  Come 
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substrato è stato utilizzato il tripeptide Gly-Lys-Arg, sequenza riconosciuta dalla proteasi, 

coniugato alla 7-aminocumarin-4-metil-3-acetato (ACMA, un derivato della cumarina), 

avente la funzione di fluoroforo.  

La scissione proteolitica del substrato fluorogenico provoca il rilascio del fluoroforo, con 

conseguente generazione del segnale di fluorescenza direttamente proporzionale 

all’attività enzimatica. Il saggio è stato eseguito in piastre nere da 96 pozzetti 

(OptiPlates™,PerkinElmer), utilizzando come tampone di reazione Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 50 mM e Brij 35 0,008% a pH 8,0. Le concentrazioni finali utilizzate nel saggio 

sono state pari a 0,5 µM per l’enzima e 1 µM per il substrato e la temperatura di lavoro è 

stata mantenuta a 37°C. Prima della misurazione dell’attività enzimatica, i peptidi testati 

sono stati preincubati con l’enzima per 30 minuti a temperatura ambiente.  

Le letture fluorimetriche sono state effettuate con un lettore multimodale di piastre 

(VICTOR® Nivo™ Multimode Plate Reader, PerkinElmer), utilizzando un filtro di 

eccitazione a 355 nm e un filtro di emissione a 480 nm, con larghezza di banda del filtro 

rispettivamente di 40 e 30 nm. La fluorescenza è stata misurata ogni 5 minuti, per una 

durata complessiva di 30 minuti. Prima di ciascuna lettura, la piastra è stata sottoposta ad 

agitazione orbitale per 5 secondi, per garantire l’omogeneizzazione del contenuto dei 

pozzetti. Il segnale di fondo è stato determinato misurando la fluorescenza del substrato 

fluorogenico in assenza dell’enzima, mentre come riferimento per la massima attività 

enzimatica è stata utilizzata la condizione contenente l’enzima e il substrato in assenza 

del peptide inibitore.  

I dati ottenuti sono stati elaborati confrontando i segnali registrati in presenza dei peptidi 

con il segnale di massima attività enzimatica, il quale corrisponde al 100% dell’attività 

enzimatica. Tale confronto ha permesso di determinare la riduzione dell’attività 

proteasica associata alla presenza degli inibitori.  
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Figura 43 Risultati del test d'inibizione dell'attività enzimatica di NS2B-NS3. In blu sono rappresentati i risultati 

relativi al peptide 6 (Ald-rkk-(D)Phg) e in nero sono riportati i risultati riferiti al peptide 5 (Ald-rkk). I test sono stati 

condotti su diverse concentrazioni peptidiche (1, 10, 100 µM) a 37°C, dopo 30 minuti di pre-incubazione del peptide 

con l’enzima.  

I risultati del test d’inibizione della proteasi NS2B-NS3 sono riportati in Figura 43, con 

le bande nere che rappresentano l’inibizione provocata dal peptide 5 e quelle in blu che 

rappresentano l’inibizione provocata dal peptide 6.  

Il peptide 5 non ha provocato variazioni significative dell’attività proteasica fino alla 

concentrazione peptidica di 10 µM, mostrando una minima diminuzione dell’attività a 

100 µM, la massima concentrazione testata.  

 Il peptide 6 inizia a mostrare una debole capacità inibitoria a 10 µM. Alla massima 

concentrazione peptidica analizzata (100 µM), l’attività enzimatica si riduce a circa il 75-

80%, equivalente ad un’inibizione di circa il 20-25 % della proteasi NS2B-NS3 da parte 

del peptide.  

Dunque, il peptide 6, avente una struttura simile al peptide di riferimento riportato in 

letteratura (Fenilacetil-KKR-Ald), presenta un’attività inibitoria superiore rispetto al 

peptide 5, che differisce per l’assenza dell’amminoacido fenilglicina. La presenza del 

gruppo idrofobico ingombrato determina quindi una migliore interazione con la proteasi 

enzimatica,47 con conseguente aumento dell’attività inibitoria, in accordo con i risultati 

sperimentali. Tuttavia, pur essendo il più attivo tra i due peptidi testati, la diminuzione 

del segnale rimane contenuta anche ad alte concentrazioni, indicando una capacità 

d’inibizione ridotta
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5. CONCLUSIONI 

Nel presente lavoro di tesi sono state seguite due linee di ricerca differenti, la prima 

riguardante la sintesi e caratterizzazione di peptidi antibatterici (analoghi della 

cathelicidina LL-37), la seconda di peptidi antivirali (peptidi retro-inversi e derivati di 

P29). Tutti i peptidi sono stati sintetizzati con successo tramite la strategia di sintesi 

peptidica su fase solida.  

Gli analoghi della cathelicidina LL-37 presentano una sequenza più corta rispetto al 

peptide originario, caratterizzati dalla sostituzione dell’amminoacido Serina con l’Aib e 

dalla presenza di diversi gruppi acilici all’N-terminale. L’indagine conformazionale 

effettuata tramite dicroismo circolare dei peptidi 1, 2, 3 e 4 ha evidenziato che gli analoghi 

contenenti il residuo Aib nella catena (peptidi 2 e 4) presentano delle strutture secondarie 

più ordinate rispetto a quelli con la serina (peptidi 1 e 3), assumendo conformazioni ad 

elica. Le proprietà antibatteriche dei peptidi sono state testate su ceppi batterici Gram-

positivi e Gram-negativi mediante il disk diffusion test. I risultati sperimentali hanno 

dimostrato che la presenza dell’acido palmitico all’N-terminale comporta un aumento 

dell’attività antibatterica rispetto al gruppo acetile. Inoltre, la presenza di Aib ha ampliato 

lo spettro d’azione dei peptidi verso un maggior numero di ceppi batterici, anche se ha 

dimostrato una tendenza a ridurre l’attività antibatterica rispetto ad altri peptidi risultati 

attivi sullo stesso ceppo.  

Le due classi di peptidi antivirali sintetizzate sono state studiate per inibire il complesso 

enzimatico NS2B-NS3 del West Nile Virus, coinvolto nella replicazione del genoma e nel 

processamento della poliproteina virale.  

La prima classe è costituita dai peptidi retro-inversi, formata dai peptidi 5 (Ald-rkk) e 6 

(Ald-rkk-(D)Phg). La funzionalità aldeidica ha la funzione di legarsi covalentemente al 

residuo catalitico Ser135 della proteasi NS2B-NS3 ed è stata ottenuta tramite ossidazione 

del peptide con NaIO4. Il saggio di inibizione dell’attività proteasica di NS2B-NS3 ha 

mostrato un’attività inibitoria maggiore per il peptide 6 rispetto al peptide 5, suggerendo 

che la presenza di un gruppo idrofobico all’estremità favorisca l’inibizione. 

Complessivamente, però, è stata osservata una scarsa capacità inibitoria.  

La seconda classe di peptidi antivirali è stata sintetizzata partendo dal peptide P29, un 

inibitore della proteasi NS2B-NS3 del virus Dengue riportato in letteratura e già 
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sintetizzato all’interno del gruppo di ricerca. In collaborazione con l’Università di 

Lisbona, l’obiettivo è stato di identificare dei composti aventi un’attività maggiore e una 

citotossicità inferiore rispetto al peptide P29, mantenendo la capacità di attraversare la 

barriera emato-encefalica al fine di raggiungere il sistema nervoso centrale, sito d’azione 

del WNV. Tra i peptidi identificati sono stati scelti e sintetizzati i peptidi 7 

(RKKRHLCW), 8 (RKRKHLCW), 9 (RRKKHLCW) e 10 (RKKKHLCW). Gli studi 

conformazionali eseguiti tramite dicroismo circolare hanno dimostrato che tutti i peptidi 

di questa classe assumono una conformazione disordinata in soluzione.  

Si prospetta che, in futuro, lo studio e ulteriori modifiche della cathelicidina LL-37 

potranno contribuire allo sviluppo di nuovi farmaci contro disturbi dermatologici, 

malattie autoimmuni e cancro.48  

La mancanza di vaccini o terapie antivirali approvate per il WNV rende fondamentale la 

ricerca di nuovi composti in grado di inibire questo virus. A tal proposito, lo studio 

condotto in questo lavoro di tesi pone le basi per l’ottimizzazione degli inibitori peptidici 

retro-inversi e per ulteriori approfondimenti sulla famiglia dei peptidi P29, di cui sarà 

necessario studiare l’attività, la citotossicità e la capacità di attraversare la membrana 

emato-encefalica.  
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6. INFORMAZIONI SUPPLEMENTARI 

6.1. Spettri degli analoghi di LL-37 

➢ Peptide 1 (Ac-RKSKEKIG) 

 

Figura 44 Profilo HPLC del peptide 1. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 44, il picco a tR= 1,0 min è il picco di iniezione, mentre 

il peptide 1 eluisce con tR= 7,0 min.  

 

Figura 45 Spettro di massa del peptide 1. 

 

 

min 

m/z 
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➢ Peptide 2 (Palm-RKSKEKIG)  

 

Figura 46 Profilo HPLC del peptide 2. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 46 il picco a tR=1,0 min è il picco d’iniezione, il picco a 

tR= 21,0 min corrisponde ad un’impurezza presente in colonna. Il peptide 2 eluisce con 

tR= 17,3 min. 

 

Figura 47 Spettro di massa del peptide2. 

 

 

 

 

min 
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➢ Peptide 3 (Ac-RKUKEKIG) 

 

Figura 48 Profilo HPLC del peptide 3. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

 

 

Figura 49 Spettro di massa del peptide 3. 

 

 

 

 

 

min 
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➢ Peptide 4 (Pal-RKUKEKIG) 

 

Figura 50 Profilo HPLC del peptide 4. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 50 il picco a tR= 21,0 min corrisponde ad un’impurezza 

presente in colonna. Il peptide 4 eluisce con tR= 17,8 min.  

 

 

Figura 51 Spettro di massa del peptide 4. 

 

 

 

min 

m/z 



67 
 

6.2.  Spettri dei peptidi retro-inversi 

➢ Peptide 5 (Ald-rkk) 

 

Figura 52 Profilo HPLC del peptide 5. Gradiente 0-3% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 52, il picco a tR= 26,8 min corrisponde ad un’impurezza 

presente in colonna. Il peptide 5 eluisce con tR= 1,2 min, ma il peptide si osserva anche 

in un secondo picco a tR=25,3 min. La presenza del peptide e del suo diolo in due picchi 

cromatografici distinti può essere attribuita alla presenza di un equilibrio dinamico tra le 

due specie. 

 

 

Figura 53 Spettro di massa del peptide 5. 

m/z 
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➢ Peptide 6 (Ald-rkk-(D)Phg) 

 

Figura 54 Profilo HPLC del peptide 6. Gradiente 0-3% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 54, il picco a tR= 26,8 min corrisponde ad un’impurezza 

presente in colonna. Il peptide 6 eluisce con tR= 25,3 min, ma il peptide si osserva anche 

in un secondo picco a tR=15,0 min. La presenza del peptide e del suo diolo in due picchi 

cromatografici distinti può essere attribuita alla presenza di un equilibrio dinamico tra le 

due specie. 

 

Figura 55 Spettro di massa del peptide 6. 

 

 

 

min 

m/z 
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6.3.  Spettri dei derivati di P29 

➢ Peptide 7 (RKKRHLCW) 

 

Figura 56 Profilo HPLC del peptide 7. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 56 il picco a tR= 1,0 min è il picco di iniezione, il peptide 

7 eluisce con tR= 10,4 min. Il peptide 7 si osserva anche in un secondo picco a tR=9,0 min. 

La presenza del peptide in due picchi cromatografici distinti può essere attribuita alla 

formazione di coppie ioniche tra i residui basici (lisina, arginina e istidina) con il TFA 

presente nella fase mobile, in condizioni di sovraccarico della colonna cromatografica. 

 

Figura 57 Spettro di massa del peptide 7. 

 

min 

m/z 
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➢ Peptide 8 (RKRKHLCW) 

 

Figura 58 Profilo HPLC del peptide 8. Gradiente 5-95% B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 58, il picco a tR= 1,0 min è il picco d’iniezione, il peptide 

8 eluisce con tR= 10,4 min.  

 

 

Figura 59 Spettro di massa del peptide 8. 

 

 

 

min 

m/z 
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➢ Peptide 9 (RRKKHLCW) 

 

Figura 60 Profilo HPLC del peptide 9. Gradiente 0-40% B in 20 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 60, il picco a tR= 1,0 min è il picco d’iniezione, il peptide 

9 eluisce con tR= 15,0 min. Il peptide 9 si osserva anche in un secondo picco a tR=13,5 

min. La presenza del peptide in due picchi cromatografici distinti può essere attribuita 

alla formazione di coppie ioniche tra i residui basici (lisina, arginina e istidina) con il TFA 

presente nella fase mobile, in condizioni di sovraccarico della colonna cromatografica. 

 

 

Figura 61 Spettro di massa del peptide 9. 

 

 

min 

m/z 



72 
 

➢ Peptide 10 

 

Figura 62 Profilo HPLC del peptide 10. Gradiente 0-40 % B in 30 min, λabs = 220 nm. 

Nel cromatogramma in Figura 62, il picco a tR= 1,0 min è il picco d’iniezione, il peptide 

10 eluisce con tR= 14,8 min. Il peptide 10 si osserva anche in un secondo picco a tR=13,2 

min. La presenza del peptide in due picchi cromatografici distinti può essere attribuita 

alla formazione di coppie ioniche tra i residui basici (lisina, arginina e istidina) con il TFA 

presente nella fase mobile, in condizioni di sovraccarico della colonna cromatografica. 

 

 

Figura 63 Spettro di massa del peptide 10. 

min 

m/z 
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