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PROGETTO DI RICERCA



La ricerca su molecole bioattive in soluzione, autal durante il Dottorato, si &
sviluppata lungo tre direzioni principali.

TENSIOATTIVI CATIONICI PER GENE DELIVERY

La parte piu ampia delle ricerche ha riguardatodiatterizzazione chimico-fisica e
biologica di nuovi tensioattivi cationici di potaale impiego come vettori non-virali in
terapia genica.

La terapia genica € una modalita terapeutica clexeple un intervento diretto
sull’'origine della malattia genetica attraversaldlivery nella cellulae la conseguente
espressione di DNA esogeno che codifica per il pitoddel gene mancante o difettoso.
La terapia genica viene indicata come una prontettealternativa alle terapie
convenzionali per patologie come cancro, fibrosstica, disordini neurologici e
cardiovascolari.

Il delivery cellulare di DNA é principalmente effeato con I'uso di veicoli. Questi
sono classificabili in due categorie: i vettorialire non-virali.

| vettori virali sono stati utilizzati per primi maccanto ad un’alta efficienza di
trasfezione, presentano risvolti tossici legat albtevole risposta immune e al rischio
di mutagenesi e carcinogenesi. Per questo motuao Idi vettori non-virali, nato una
ventina d’anni fa, ma sviluppatosi intensamente s@gli ultimi dieci anni, € diventato
un approccio fondamentale in terapia genica. Essvepe I'utilizzo di polimeri
cationici o, come nell’oggetto della nostra ricerdalipidi cationici. Entrambe queste
classi di agenti compattanti servono a condengdd®A carico negativamente in un
complesso (poliplesso o lipoplesso) con caricaangedisitiva, necessaria per consentire
al materiale genico l'ingresso attraverso le membraellulari, dotate di carica
negativa.

Per realizzare lipidi cationici sempre piu effidierspecifici e sicuri, € necessario
contribuire a chiarire il piu possibile le relazidma la struttura e le caratteristiche
chimico-fisiche di queste molecole, oltre a tentdrgroporre un modello (basato su
saggi di trasfezione transiente e su osservazieniigbplessi con microscopia a forza
atomica) del processo trasfettivo che correli lafoomazione che questi tensioattivi
assumono in soluzione con la loro efficienza dsfeaione. Entrambi questi obiettivi

hanno ispirato le ricerche condotte.



Il progetto, che si avvale per la parte sinteticallad collaborazione con |l
Dipartimento di Chimica Generale ed Organica Amihcdell'Universita di Torino, ha
riguardato lo studio di due classi principali digeattivi:

1) tensioattivi glucocationici monomerici di nuowntesi, recanti uno zucchero
legato covalentemente alla testa polare costilatain gruppo ammonio quaternario,
nella prospettiva di ottenere tensioattivi adalttiaageting cellulare, in grado di essere
riconosciuti dalle cellule dotate di recettori jeezucchero.

2) tensioattivi gemini (composti da due unita moeaighe) con teste polari di tipo

piridinio e catene lipofile sature a 12 o 16 ataintarbonio, anch’essi di nuova sintesi.

Dei tensioattivi glucocationici é stata variatddaghezza della catena alchilica ed e
stata presa in considerazione la presenza o memo gliuppo acetilico sugli ossidrili. |
tensioattivi gemini sono stati modulati per lungtezdella catena alchilica, per
lunghezza dello spaziatore e per tipo di contraidPeeste modifiche sono state fatte
per poter valutare l'effetto di ciascuno dei paraisille proprieta chimico-fisiche e

strutturali e sulla capacita trasfettiva.

Lo studio si € articolato prendendo in considenaioseguenti aspetti:

a) Studio della termodinamica dei sistemi binamsteattivo-acqua e del processo di
micellizazione delle classi di tensioattivi soprigneati. Sono state determinate le
entalpie, le energie libere, i volumi e le compitafita adiabatiche tutti in funzione
della concentrazione e, applicando opportuni moaglimico fisici (e. g. modello di
transizione di pseudo-fase), la variazione di quegsandezze nel corso del processo di
formazione delle micelle. Inoltre, sono state dateate le curve di tensione
superficiale per ottenere, attraverso l'isotermadorbimento di Gibbs, informazioni
specifiche sull'area superficiale occupata per nuddee sul grado di associazione dei
controioni.

b) Studio dell'interazione DNA-tensioattivo attrea@ metodologie di elettroforesi
(Electrophoresis Mobility Shift Assay, EMSA).

c) Studio strutturale dell'interazione DNA-tensibait mediante I'impiego di
microscopia a forza atomica (AFM) per la visualzpae dei lipoplessi.

d) Valutazione dell'efficacia trasfettiva attraversaggi di trasfezione transiente
misurando l'espressione di EGFP (Green FluoresPeatein) tramite microscopio a

fluorescenza.



e) Studio dell'interazione dei composti in esame oembrane modello, mimetiche
delle membrane cellulari, principalmente tramitogeetria differenziale a scansione
(DSC).

Attraverso le determinazioni termodinamiche detxritl punto a) é stato studiato
anche il comportamento in soluzione del dodeatgtietiiammonio bromuro
(DEDAB).

Lo studio di questo tensioattivo € stato utile cdaerenine di confronto per valutare il
contributo del gruppo-D-glucopiranosil etilico (acetilato e disacetilatajei
tensioattivi glucocationici sulle grandezze ternrmaginiche e volumetriche. E servito
anche per estendere ai tensioattivi gemini, ed artignlare al loro spaziatore, le
considerazioni sull’effetto del gruppo —&Haggiunto alla testa polare anziché alla coda

alchilica del tensioattivo (cio che avviene nelgzagio da DTAB a DEDAB).

PROCESSI DI IDRATAZIONE IDROFOBICA

Parlando di tensioattivi non si pu0 prescinderelodatudio dell'idratazione
idrofobica, chiamata in causa riguardo alla migelzione di queste sostanze. La
seconda parte delle ricerche e stata quindi rivaltapprofondimento dello studio dei
processi di idratazione idrofobica mediante il mimdermodinamico-statistico messo a
punto dal gruppo di ricerca dove ho svolto il Dadto.

Utilizzando dati presenti in letteratura e dativ@oienti da misure di conducibilita
(da noi condotte sulla formazione di micelle in @@qda parte di DeTAB, DTAB,
TTAB, CTAB) sono stati analizzati diversi processiofobici (e. g. la dissoluzione in
acqua di gas non polari, la denaturazione di pretda formazione di micelle in acqua,
ecc.), raggruppabili in due classi (classe A e Beeonda che il processo portasse alla
creazione di una cavita per ospitare il solutdasciasse molecole d’acqua (numero di
molecole d’acqua 4»0) oppure, nel caso opposto, che si riempissealate e si
condensassero molecole d’acqua<@®. Il parametro @ che si & dimostrato avere
significato fisico in quanto correlato con le disemi delle molecole, potrebbe

costituire un utile indicatore chimico-fisico daertire nelle relazioni struttura-attivita.



INIBITORI DI HIV-1 INTEGRASI

La terza parte delle ricerche ha riguardato loistail molecole di uso terapeutico
per la cura dell’AIDS.

Negli ultimi anni il trattamento di questa patolagha visto nell’enzima HIV-1
integrasi— I'enzima responsabile dell'integrazione del genovirale all’interno dei
cromosomi umant- un target promettente, anche a causa di una palerselettivita
verso il virus, suggerita dall’assenza di una agrdrte umana di questo enzima.

Come conseguenza della scoperta di questo nuayet siré avuto lo sviluppo di una
classe di inibitori dell'integrasi,8-dicheto acidi.

Poiché a livello fisiologico Il'inibizione dell’HIVL integrasi avviene attraverso la
coordinazione dep-dicheto acido con uno ione metallico divalenterggemilmente
Mg®"), & stata studiata, attraverso titolazioni potemstriche, la distribuzione in
soluzione dei complessi formati tra dixelicheto acidi (sintetizzati presso I'Universita
di Sassari) e gli ioni GAe Mrf* (lo ione Md* era gia stato considerato in uno studio
precedente) al fine di caratterizzare meglio li&bildi complessazione di queste

molecole.
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LA TERAPIA GENICA

La terapia genica é ritenuta da molti ricercataridrapia del futuro poiché si pone
come obiettivo I'intervento sulla causa della m#agenetica piuttosto che sui sintomi.
Per raggiungere questo scopo la terapia genictiasttuelivery nel nucleo cellulare di
una copia normale e funzionante del gene mutatceiesdoi elementi regolatori
accessori [1-3]. Tuttavia, I'inserimento efficiergd’espressione a livello fisiologico dei
geni nelle cellule dell'organismo (la cosiddettasfezione) sono risultati abbastanza
difficili da ottenere.

Sia i geni, formati da DNA, che le superfici cefillsono carichi negativamente: di
conseguenza, l'ingresso spontaneo del DNA nellelleshon € un processo efficiente.
L’iniezione di DNA nudo nei tessuti € infatti un todo trasfettivo che ha scarsa
efficienza. Altri metodi di trasfezione di tipo ifi® consentono si l'ingresso del DNA
nudo nella cellula, ma facendo variare la perméabdella membrana plasmatica.

Anche questi metodi, descritti a p. 13-15, presemfzero notevoli limitazioni pratiche.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials '\:?}'v'

Adenovirus 24.9% (n=347)
Retrovirus 21.7% (n=320)
MNaked/Plasmid DNA 18.3% (n=270)
Vaccinia virus 8.2% (n=120)
Lipotection 7.1% (n=105)

Poxvirus 6.1% (n=20)
Adeno-associated virus 4.1% (n=60)
Herpes simplex virus 3.2% (n=47)
RNA transfer 1.4% (n=21)

Other categories 4.1% (n=60)
Unknown 3.3% (n=41)

00000 OODOO®

The Journal of Gene Medicine, © 2008 lohn Wiley and Sons Lid wrwew wiley.co_uk/genmed,clinical

Fig. 1. Vettori per la terapia genica usati nei clinitéls nel 2008 [4].

Si e reso pertanto necessario lo sviluppo di medodene delivery che abbiano una
possibile applicazione clinica e che nel contempna il piu efficienti e sicuri
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possibile: sono nati i vettori di trasfezione, dt@nno suscitato un interesse crescente
negli ultimi dieci anni (Fig. 1).

Attualmente, i vettori di trasfezione possono essgassificati in due grandi classi:
virali e non-virali.

| virus sono i veicoli infettanti per eccellenzanel corso dell’evoluzione hanno
sviluppato meccanismi per inserire il loro materigenetico nelle cellule dell'ospite. |
virus sono stati quindi utilizzati come vettori farapia genica rimpiazzando i geni
essenziali alla fase replicativa virale con i gdniinteresse terapeutico. La maggior
parte dei clinical trials che impiegano virus sdrasati solo su sei tipi di virus: a p. 16-
18 saranno descritti i principali. Benché i vettarali siano efficienti nel trasfettare le
nostre cellule, essi sono potenzialmente in gradgetherare, attraverso ricombinazione
genica con il genoma dell'ospite, virus in gradoreplicarsi; indurre risposte avverse
inflammatorie e immunogeniche; produrre mutagenasserzionale attraverso
un’integrazione casuale nel genoma dell'ospite.e&dmpio, il primo caso mortale in
terapia genica con vettori virali € stato attribuaid una reazione inflammatoria causata
da un vettore adenovirale [5]. E anche stato diratistche l'integrazione cromosomiale
ectopica del DNA oltre ad inattivare I'espressiain@n gene oncosoppressore, attiva un
oncogene [6, 7], portando alla trasformazione malidelle cellule [8]. Recentemente e
stato riportato che l'inserzione di un vettore oeirale vicino al promotore del proto-
oncogene LMO2 in due pazienti umani affetti da S&IDé in grado di innescare la
proliferazione sregolata di cellule pre-maligne agma frequenza inattesa [9]. Tutti
guesti problemi relativi alla sicurezza dei vettarali richiedono una riflessione sulla
loro applicabilita clinica [10].

Al contrario, i vettori non-virali, principalment@ppresentati da polimeri cationici
(descritti a p. 19-23) e lipidi cationici (di cuigarlera piu diffusamente in tutto il resto
della tesi), possiedono molti piu vantaggi sot&spetto della sicurezza. In particolare, i
liposomi cationici, aggregati ordinati di lipidi tt@nici, sono significativamente molto
meno immunogenici dei vettori virali.

La produzione di vettori virali su larga scala enieamente impegnativa, con costi di
preparazione molto alti, mentre la produzione pidii cationici, usati per preparare i
liposomi, & piu facilmente realizzabile. A diffe@ndei virus, i liposomi cationici non
hanno restrizioni relativamente alle dimensioni DBIA che possono ospitare: possono
alloggiare materiale genetico di dimensioni illiaté, addirittura cromosomi artificiali.

Si pud esercitare un elevato grado di controllolastruttura lipidica a livello



molecolare e i prodotti possono essere altamentédati. L'uso dei lipidi cationici
non richiede capacita particolari nelle tecniche pdbduzione e manipolazione. |
liposomi cationici si possono coniugare con ligaretiettore-specifici per ottenere un
gene delivery mirato a cellule o tessuti precisie§la grande quantita di caratteristiche
favorevoli sta contribuendo al ruolo di sempre maggpicco dei vettori non-virali in
terapia genica, anche se la vera svolta nelluseeateori non-virali sarebbe un aumento
significativo dell’efficienza di trasfezione, purppo ancora troppo bassa rispetto a
quella dei vettori virali. Il basso livello trasfeo e di solito attribuito alla scarsa
efficienza nel superamento delle barriere sisteaifthiscusse nella sezione “Aspetti
farmacocinetici” a p. 65-69) e cellulari (si vedasezione “L’interazione con la cellula
e la trasfezione” a p. 38-44). Una volta che ecitosa raggiungere la cellula target, il
vettore deve superare parecchi ostacoli prima dgiwagere il nucleo. Il primo é
I'ingresso nella membrana plasmatica, superataiddeql vettore viene intrappolato in
un endosoma, da cui deve fuggire prima che I'enaia@ssi fonda con il lisosoma, ricco
di enzimi digestivi. Nel citoplasma, il vettore @eliberare il DNA, che puo infine
raggiungere l'ultima barriera, la membrana nucle@en I'arrivo del DNA nel nucleo
puo avere luogo I'espressione genica.

In questa Introduzione verranno passati in rassegaa metodi di trasfezione, sia
vettoriali che non-vettoriali. Saranno poi discussmodo approfondito i lipidi cationici
ed i loro aggregati: verranno descritti gli aspethimico-fisici relativi alla loro
formazione, il trafficking intracellulare, le relani struttura-attivita, la biodistribuzione

e la biodisponibilita, la tossicita e le applicazditerapeutiche.
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METODI DI TRASFEZIONE

La prima grande suddivisione dei principali metalitrasfezione € quella tra i
metodi che non utilizzano un vettore e i metodi iclvece lo usano.

All'interno dei metodi non-vettoriali si distinguonla semplice iniezione di DNA
nudo e l'uso di trattamenti fisici (gene gun, elgibrazione, ultrasuoni, gene delivery
idrodinamico).

| vettori si suddividono in virali (verranno degtriretrovirus, adenovirus, virus
adeno-associati e il virus dell’herpes simplex)oa wirali, questi ultimi rappresentati
principalmente da polimeri cationici e lipidi catioi.

E opportuno ricordare che il metodo di trasfezipadetto per ora non esiste: tutte le
tecniche presentano indicazioni e svantaggi, @rstiche che rendono ciascuna di esse

piu adatta a certi scopi e meno ad altri.

METODI NON-VETTORIALI

INIEZIONE DI DNA NUDO

La semplice iniezione di DNA plasmidico direttameim un tessuto senza ulteriori
aiuti né di agenti chimici, né di forze fisiche,ir grado di trasfettare le cellule.
L’iniezione locale di DNA plasmidico in muscolo [flifegato [12-14], pelle [15], o
l'instillazione nei polmoni [16], porta a bassiéii di espressione genica. | recettori
specifici 0 non-specifici sulla superficie cellldache legano e internalizzano il DNA
sono stati chiamati in causa nel meccanismo d’&ziora i dettagli sono ancora carenti.
Come nell’uso dei carrier (si veda a p. 38-44hanin questo caso il DNA subisce
l'internalizzazione nelle cellule attraverso endosi [17].

A livello pratico, sono due le aree che verosimitee beneficeranno del
trasferimento genico attraverso DNA nudo, a patie alteriori miglioramenti siano
fatti nell’efficienza di delivery e nella durata Idespressione transgenica: il gene
delivery nelle vie aeree e l'iniezione intramusceldi DNA nudo, per il trattamento di
malattie acute, e 'immunizzazione a base di DNAdpplicazione sistemica del DNA
nudo per la terapia genica non e concepibile inntua DNA, essendo di grandi
dimensioni e molto idrofilo, & efficientemente témuduori dalle cellule dell'intero
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organismo da diverse barriere fisiche. Queste durio I'endotelio vascolare, le matrici
interstiziali, lo strato di muco e le tight junat® specializzate delle cellule epiteliali, e
la membrana plasmatica di tutte le cellule. Inglteedegradazione del DNA da parte
delle nucleasi intra- ed extracellulari riduce utiBnente la possibilita che il DNA che
entra nel nucleo sia intatto e funzionale.

La strategia attuale per migliorare il trasferineerggenico con DNA nudo e di
coniugare il DNA nudo con ligandi per specifici eori presenti sulla superficie
cellulare [18]. Il ligando pu0 essere attaccatoatemtemente o al DNA [19-22] o ad
una DNA-binding protein [23-27]. L'efficacia di gs& tecnica dipende, tra laltro,
dalla stabilitd del complesso DNA-ligando, dallsstdbuzione dei recettori sulla
superficie cellulare, dal loro numero e dall’aftanidi legame tra il recettore e |l
complesso DNA-ligando. Il fegato e stato il targencipale del gene delivery mediato
da recettore, sfruttando i recettori degli epatquétr I'asialoglicoproteina [28-30] e |l
galattosio [31]. Altri esempi riguardano macrofagiveolari e cellule epiteliali
dell’'apparato respiratorio attraverso i recett@t p mannosio [32] ed il lattosio [33],
cellule di carcinoma squamoso attraverso il recettper il fattore di crescita
dell’epidermide (EGF) [34, 35] e cellule di neuraftoma attraverso i recettori tirosin-
chinasici [36]. Anche la coniugazione con trasfeariha dimostrato di aumentare la
trasfezione in vitro [37].

Un’altra strategia consiste nell’includere nelltugamne di DNA sostanze in grado di
aumentare l'efficienza di internalizzazione del DNfa parte delle cellule target.
L’addizione di solventi non miscibili con acqua [389], polimeri non-ionici [40],
tensioattivi [41], o I'uso di soluzioni ipotonicHd2] ha elevato il trasferimento genico
attraverso le membrane cellulari. Inoltre, moltbitori delle nucleasi hanno aumentato
il trasferimento genico di DNA nudo in colture eddlri [43], muscolo [44] e polmoni
[45].
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METODI FISICI
| trattamenti fisici sono stati esplorati per gferimento genico sia in vitro che in
vivo. Gli approcci fisici inducono nella membranellalare danni o difetti transienti,

cosicché il DNA possa entrare nelle cellule pefudibne.

Gene gun

I bombardamento di particelle con una gene gunnémetodo ideale per il
trasferimento genico ad un’area confinata di peieicosa o tessuti chirurgicamente
esposti [46]. Il DNA e depositato sulla superfidigparticelle d’oro o di tungsteno, che
vengono poi accelerate per mezzo di un gas pregstwi (in genere elio) ed espulse
sulle cellule o su un tessuto. Le particelle hammodiametro di 1-5um e sono
sufficientemente piccole per attraversare la mendmiellulare senza creare un danno
misurabile e possono portare da 0.5 jag5di DNA per mg d’oro. L'impulso consente
alle particelle d’oro di penetrare pochi millimeitniprofondita nel tessuto e di rilasciare
il DNA nelle cellule lungo il loro cammino.

Il gene gun e stato applicato soprattutto neldraénto del cancro [47, 48], inserendo
geni codificanti per citochine vicino al sito deintore per aumentare la risposta
immune dell’organismo [49-55].

Alcuni miglioramenti potrebbero includere modificbleimiche della superficie delle
particelle d’oro per consentire una piu alta cajgaed una migliore consistenza per la
copertura con DNA e un controllo migliore dellaZardi espulsione per gestire con piu

precisione la deposizione del DNA nelle cellulerali tessuti [56].

Elettroporazione

L’elettroporazione € un metodo versatile che eostahpiamente studiato in molti
tipi di tessuti in vivo [57, 58], soprattutto pekkemuscoli, benché questo sistema possa
funzionare in qualsiasi tessuto in cui si possarins una coppia di elettrodi. Consiste
nell'applicazione di un campo elettrico per induwea riorganizzazione strutturale
transiente di una parte localizzata della membraslulare [59] che consente
I'introduzione del DNA [60-62].

Hasson ha dimostrato che I'elettroporazione aumeetssibilmente |'espressione
transgenica nel polmone isolato in un sistema e&® ¥63] e Dean ha mostrato che
guesto approccio funziona anche in animali in @mncsstati posti due elettrodi nel

torace [64]. Il livello dell’'espressione del gereporter € stato di due o tre ordini di
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grandezza piu alto di quello del DNA da solo. UnMdi 100 kb e stato efficacemente
inserito in cellule muscolari [65] ed € stata ogatx un’espressione genica a lungo
termine dopo un anno da una singola elettroporaZi6@).

L’elettroporazione € stata sperimentata con suoc@sanimali da esperimento per il
trattamento di tumori (glioma, colon, mammella),[68-70].

Questa tecnica ha mostrato una minore variabilita dpecie diverse rispetto
all'iniezione diretta del DNA. Parametri importasgmbrano anche essere la quantita di
DNA usato e la sua distribuzione nel tessuto pudeielettroporazione.

Il trattamento del muscolo con ialuronidasi primell’'thiezione di DNA per
disgregare la matrice cellulare ha aumentato Eer#gone, probabilmente favorendo la
distribuzione di DNA al tessuto [71, 72].

La somministrazione di DNA plasmidico attraverso vana porta, seguita da
elettroporazione, ha dato una trasfezione deglioggadel lobo trattato, ma non dei
lobi circostanti [73]. Questo risultato aumentaplassibilita di trasfezione fornendo il
DNA con il sistema circolatorio ed applicando peldttroporazione ad un’area ristretta
per ottenere un trasferimento genico localizzato.

Questa tecnica presenta molti limiti per la sualia@pione in vivo. Primo, ha un
range efficace di circa 1 cm tra gli elettrodi, zake rende difficile trasfettare cellule in
zone estese di tessuto. Secondo, e richiesta wtadara chirurgica per inserire gli
elettrodi in profondita negli organi interni. Terzgli alti voltaggi applicati possono
causare un danno tissutale irreversibile in segaitoiscaldamento [74], oltre ad
influenzare la stabilita del DNA. Quarto, I'influssli C&* dovuto alla distruzione della
membrana cellulare potrebbe indurre un’attivazidekke proteasi mediata da €acon
conseguente danno tissutale [75]. E quindi indubbiste necessaria un’ottimizzazione

di questa tecnica.

Ultrasuoni

A differenza dell’elettroporazione, che sposta NAIlungo un campo elettrico, gli
ultrasuoni creano pori nella membrana e facilithi@asferimento genico intracellulare
con la diffusione passiva di DNA attraverso quegxiri [76, 77]. Si sono ottenute
espressioni di geni reporter superiori di 10-20tevalspetto a quelle del DNA nudo.
L’efficienza di questo sistema e determinata da#iguenza degli ultrasuoni, dalla forza
di output, dalla durata del trattamento, dalla qiare dalle dimensioni del DNA

plasmidico [78]. Sforzi per ridurre le dimensioml dNA hanno portato ad un aumento
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di trasfezione. Poiché gli ultrasuoni possono pametin tessuti molli ed essere
applicati ad un’area specifica, sono indicati pertrasfezione negli organi interni. A

tutt’oggi, il limite principale di questa tecnicda&bassa efficienza di delivery.

Gene delivery idrodinamico

Il gene delivery idrodinamico € un metodo sempjiee introdurre DNA plasmidico
nudo nelle cellule di organi altamente perfusi,ratiptto il fegato. La sua efficienza di
trasfezione e molto alta [79, 80] ed & determinaliéa struttura anatomica dell’organo,
dal volume e dalla velocita di iniezione. In un ratbol murino, & stato iniettato un
volume di soluzione di DNA pari all'8-9% del pesellthnimale. L’iniezione e stata
fatta nella vena cava, per una durata di 5 secthti. tale iniezione causa un overflow
transiente della soluzione verso la vena cavaioreiche eccede I'output cardiaco. Ne
consegue che l'iniezione induce un flusso retrogmella soluzione di DNA nel fegato,
un rapido innalzamento della pressione intraepaticéespansione del fegato e una
disgregazione reversibile delfenestraeepatiche. Difetti transienti nella membrana
degli epatociti osservati con microscopia elettranisubito dopo il trattamento
idrodinamico potrebbero spiegare il meccanismondrasso del DNA negli epatociti
[81].

Questo metodo e stato usato nel topo e nel ratteeg@imere proteine di valore
terapeutico come fattori emofilici [82, 83], anpiine [84-86], citochine [87], fattori di
crescita epatici [88] ed eritropoietina [89].

La vera sfida di questa tecnica é riuscire ad appé all'uomo: usare un volume
pari all'8-9% del peso dell'uomo porterebbe alkmione di 7.5 | di soluzione ad alta

velocita, un volume di molte volte superiore a tpuehe una persona puo tollerare.
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METODI VETTORIALI

VETTORI VIRALI PRINCIPALI

Retrovirus

| retrovirus sono virus a RNA che infettano animaluomo [90]. Il genoma dei
retrovirus comprende un singolo filamento di RNAmpreso tra 7 e 10 kb, contenente
I geni gag pol e envche codificano per le proteine coinvolte nellalicgzione e nel
packaging del virione. L’ingresso nelle cellule éteputo attraverso [I'attacco
dell’envelope virale a proteine specifiche nellanmbeana della cellula ospite [90-92],
seguito dalla fusione con la membrana e dall'ingpesel citoplasma. Una volta
allinterno della cellula ospite, I'envelope viraliene perso, esponendo il core
nucleocapsidico che contiene il genoma virale.rhadrittasi inversa, codificata gal,
converte il genoma virale in DNA a doppio filamenta divisione cellulare, che
coinvolge la rottura della membrana nucleare, eeresale per permettere al
nucleocapside di accedere al nucleo e, aiutatardedirasi e dai siti nei long terminal
repeats (LTR) del genoma virale, il DNA virale siggra in un sito casuale del genoma
dell'ospite. Poiché il sito di integrazione non éfidito, puo avvenire una mutagenesi
inserzionale [93].

La maggior parte dei vettori retrovirali sono basail genoma del virus della
leucemia del topo Moloney (MMLV). MMLV inserisce oomgeni o promotori
oncogenici nel genoma dell'ospite ma, se si rimmavo geni che codificano per le
proteine coinvolte nella proliferazione viralepdtenziale oncogeno e ridotto e il virus
reso incapace di replicarsi, in grado solo di ueaone iniziale nella cellula ospite e di
integrarsi nel suo genoma. Per questo motivo, lkileeinfettate devono fornire le
proteine strutturali per il packaging virale [94]inserzione del vettore nel genoma é
stabile e pud quindi essere trasmessa alle cdililie attraverso la mitosi, facilitando
I'espansione clonale del gene terapeutico che putame all’espressione a lungo
termine del prodotto genico [95].

Un limite dei vettori retrovirali € la necessitalldemitosi per l'integrazione nel
genoma dell'ospite, il che implica che solo le allin divisione possono essere
trasfettate. Solo un sottogruppo dei retrovirudentivirus — possono infettare le cellule

che non sono in divisione. Il virus HIV appartiealegruppo dei lentivirus e, poiché
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possiede un tropismo naturale per le cellule enwatiphe, si potrebbe applicare per
malattie come I'AIDS, patologie delle cellule T &cro [96].

Adenovirus

L’adenovirus € un virus a doppio filamento lineahe infetta molti tessuti [97, 98] e
puo causare infezioni nei tratti gastroentericespiratorio superiore [99]. A differenza
dei retrovirus, gli adenovirus infettano sia ceadluin divisione che non. Per la
propagazione non hanno bisogno di integrarsi nebigpa dell’ospite. Nel loro genoma
di 35 kb sono presenti i geni E1, E2, E3, E4 chigaino I'espressione genica virale, la
replicazione e la propagazione. La loro rimozioerega un virus incapace di replicarsi,
in cui si possono inserire 35 kb di DNA [100-102hche in questo caso le cellule
infettate devono fornire le proteine strutturalr pgpackaging virale [103, 104].

Un grande svantaggio dei vettori adenovirali, stipti® nelle applicazioni in vivo, e
un’intensa risposta immune indirizzata contro let@ine adenovirali strutturali. Questa
risposta € sia umorale che cellulo-mediata e lduleelinfette sono rapidamente
eliminate, abolendo cosi l'effetto terapeutico dealttore entro le due settimane
successive all'infezione [105].

Generalmente il genoma dei vettori adenovirali énterauto a livello episomiale
(extracromosomiale) ed e piu adatto ad un’espresgienica transiente piuttosto che a
lungo termine [106, 107].

La maggior parte dei protocolli per I'uso cliniceidsettori adenovirali riguarda il
trattamento della fibrosi cistica, ma si stannoh&nsperimentando per il cancro [108-
110] e per il morbo di Parkinson [111].

Virus adeno-associati

Il virus adeno-associato (AAV) € un virus a DNA dhéetta le cellule eucariotiche
anche non in divisione [112] e che richiede la @nes di un virus helper come
'adenovirus [113, 114] o il virus dell’herpes silap [115] per diventare infettivo.
Senza il virus helper, 'AAV si integra nel genowiell'ospite e rimane dormiente come
provirus. L'integrazione é sito-specifica, propaietnica del’AAV, e non € associata a
nessuna patologia.

I genoma dellAAV e una molecola di DNA a singditamento di circa 4.7 kb
contenente i gemep e cap che codificano rispettivamente per 4 proteine siatturali

e 3 del capside [116], fiancheggiati da invertednieal repeats (ITR) [117]. Le
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proteine codificate darep sono responsabili del legame al DNA [118, 119] e
dell'integrazione sito- e filamento-specifica [1191]. Rimuovendo i geniep e cap,
ma lasciando intatti gli ITR per I'integrazioneaerkplicazione virali [122], si ottiene un
vettore ricombinante in grado di alloggiare 4.5%kP3]. In assenza dei prodotti del gene
rep, l'integrazione nel genoma dell'ospite diventa uzds [124], aumentando la
probabilita di mutagenesi e di mantenimento epistenilel DNA virale in certi tipi di
cellule [125].

Gli AAV sono stati usati per infettare muscolo, \aglo, fegato, polmone e cellule
ematopoietiche [126-131]. Possono anche effettsasdtuzione genica, terapia in cui i
geni sono indirizzati in sequenze omologhe del asema dell'ospite per correggere

una mutazione [132-134]: in questo caso le cethaledotte sono circa I'1%.

Virus dell’herpes simplex

Il virus dell’herpes simplex (HSV) e un virus a DN¥&doppio filamento che, a causa
della sua capacita di attaccarsi all'eparan solfatssente sulla superficie cellulare di
molte cellule, e in grado di infettare vari tipi dellule [135, 136]. Il suo naturale
tropismo per il tessuto nervoso, nel quale pud peere in modo latente, lo fa essere un
candidato per la terapia genica di malattie negiote [137, 138]. E stato anche usato
per cellule di melanoma [139], muscolo [140] editdasti sinoviali [141].

Il genoma dellHSV e di 152 kb e alloggia 84 gespeessi sequenzialmente nei
differenti momenti dell'infezione. | prodotti gemidel primo stadio dell'infezione
preparano la cellula per I'espressione delle pneteirali, la replicazione del DNA e la
produzione del virione. La rimozione di questi geende il virus incapace di
replicazione e quindi adatto a ricevere un DNAgeso di 10-100 kb [139, 142, 143].

L’infezione da HSV puo essere litica o latente.nfézione litica e adatta per la
terapia del cancro, in cui la tossicita cellulacvata all’espressione delle proteine di
HSV e all’alterata sintesi proteica della cellutpite [144] puo avere vantaggiosi effetti
antitumorali [145, 146]. Tuttavia, ad eccezione dettamento del cancro, la
citotossicita rimane I'ostacolo principale che lianf'uso in vivo di questi vettori, ed &
stato dimostrato che essa ha come conseguennitiamento dell’espressione genica
entro due settimane dall’infezione [147]. Al conipa I'infezione latente permette

un’espressione genica che persiste nellSNC pedipli8 mesi [137, 148].
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VETTORI NON-VIRALI

Polimeri cationici

Come i lipidi cationici, anche i polimeri con grugpotonati a pH fisiologico sono
stati impiegati come vettori genici. Anche nel cadei polimeri le attrazioni
elettrostatiche tra la carica cationica del polimerquella negativa del DNA portano
alla formazione di un complesso. Questo complesdoamato poliplesso e rappresenta
I'unita trasfettante.

Oltre al limite della bassa capacita transfettivesistemi polimerici hanno dei
problemi nel controllo delle distribuzioni del peswlecolare, nella dispersione dei
poliplessi, ed in altri risvolti del controllo diuglita. Alcuni polimeri hanno insite
potenti proprieta farmacologiche (come I'ipocoleskemia indotta dai chitosani) che i

rendono poco indicati per 'uso umano.

Polilisina
Il primo policatione usato per il gene deliverytats la poli-L-lisina (PLL) (Fig. 2)

coniugata con asialoorosomucoide per il gene taxgepatocellulare [149].
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Fig. 2. Polilisina

La coniugazione con un ligando € necessaria intquancaso contrario, per questo
polimero la trasfezione sarebbe inefficace [15@nhdstati sintetizzati copolimeri della
polilisina che incorporano altri amminoacidi (eistidina, triptofano) [151, 152], con
migliori esiti di trasfezione. La PLL & biodegradab caratteristica che renderebbe

guesto polimero indicato per I'uso in vivo se neesse un’alta tossicita, che puo essere
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in parte limitata con la coniugazione al polietdgkoole (PEG) (si veda p. 68). La PEG-
PLL presenta una buona efficienza trasfettiva irojiLl53, 154].

Polietilenimina

La polietilenimina (PEI) (Fig. 3) e il polimero pgiudiato in terapia genica e si puo
ottenere sia in forma lineare che ramificata. Bénth PEI protegga il DNA dalla
degradazione delle DNAsi [155], i suoi svantaggn@pali sono la sua mancanza di
biodegradabilita e I'alta tossicita [156-159], qudtma correlata al peso molecolare
(la PEI di 25 kDa ¢ la piu tossica, quella di 10akB meno tossica) [160]. Per ovviare a
guesto problema si sono usate PEI a piu bassorpezolare, tenute insieme con un
cross-linking [160]. Anche la PEI é stata coniugalt# EG [161], il che ha portato ad
una diminuzione di tossicita e di interazioni n@egafiche, con conseguente emivita
piu lunga [162-164] (si veda p. 68). Altre modifigani chimiche, come la N-acilazione
degli atomi di azoto [165], hanno migliorato I'efienza di trasfezione, sebbene la PEI
somministrata per via intravenosa riesca in geaeaalaggiungere le cellule solo se

coniugata a ligandi che ne facilitino il target.
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Fig. 3. Polietilenimina ramificata

Per la PEI ed in suoi derivati, ed in generaleigalimeri cationici, € stato proposto
un meccanismo di “spugna protonica” per spiegatadferimento genico. La maggior
parte dei gruppi amminici della PEI non sono congmteente protonati al di sotto del
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pH fisiologico. Tuttavia, essi si possono protongwando il pH nel’endosoma scende
sotto 6.0 (si veda p. 40-42), tamponando il pH epduale. L’ingresso dei protoni
richiama nell’endosoma anche gli ioni cloruro, ilmaado la pressione osmotica e
causando il rigonfiamento e la successiva rottutpudste vescicole [166, 167].
Dendrimeri

| dendrimeri (Fig. 4) sono polimeri altamente ragafi molto solubili in soluzione
acquosa. Nonostante abbiano una struttura moltdicata, si ritiene che la formazione
dei dendriplessi (complessi DNA/dendrimero) siaat@sulle sole interazioni di carica
[168, 169]. | dendrimeri piu efficienti e megliollerati dalle cellule sono quelli derivati
dalla poliamidoamina [170, 171]. L'attacco covatemiel peptide anfipatico GALA e
risultato in un’aumento di trasfezione [172], caime la presenza di composti
addizionali come DEAE e tensioattivi [173]. E staécentemente postulato che il gene
delivery da parte dei dendrimeri operi attraverso meccanismo dipendente dal

colesterolo [174].
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Fig. 4. Dendrimero
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Altri Polimeri

Il poli[2-(dimetilammino) etil metacrilato] (Fig.5)ed i suoi copolimeri, che
condensano il DNA in piccole particelle in gradotidisfettare vari tipi cellulari, sono
risultati piu efficaci della PEI ramificata e defd.L [175].

Anche i biodegradabili polg-ammino esteri) (Fig. 6) con un gruppo imidazolao

due ammine vicine si sono comportati in modo sifiil&s].
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Fig. 5. Poli[2-(dimetilammino) etil metacrilato]
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Fig. 6. Poli(3-ammino esteri)

Le molecole di chitosano (Fig. 7) condensano il DiNAarticelle di forma allungata

o toroidale [177], ma sono molto immunogeniche [1&&anno un notevole effetto
ipocolesterolemizzante.
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Fig. 7. Chitosano

Lipidi Cationici

| lipidi cationici sono molecole anfifiliche che,ugndo si trovano in ambiente
acquoso, formano spontaneamente, sopra una certeertcazione, i liposomi,
aggregati vescicolari che circondano un internauasq. | liposomi sono visti da molto
tempo come sistemi promettenti di delivery di facma causa della loro somiglianza
con le membrane cellulari. Le loro dimensioni imge variano da 50 nm a 300 nm
circa, ma in certe condizioni di preparazione sb @nche arrivare al micron di
grandezza. All'interno della vescicola, i lipidiremdisposti in doppi strati catena contro
catena, con il gruppo idrofilo polare che si affacall’esterno, proteggendo il dominio
idrofobo dalla soluzione acquosa. A seconda dedlaca totale portata dalla testa
polare, i liposomi possono essere anionici, catipawitterionici, non-ionici. A causa
della carica opposta, i liposomi cationici posséoronare un complesso dotato di carica
totale positiva con le molecole di DNA cariche naganente. Questo complesso,
chiamato lipoplesso, non € limitato, a differenzal dMNA nudo, da barriere
elettrostatiche nel suo ingresso nella cellula léenelocitosi da parte della membrana
plasmatica.

| liposomi cationici sono preparati a partire dadi cationici che contengono una o
piu funzionalita cariche positivamente nella loegta polare. | liposomi cationici sono
Spesso formulati in combinazione con lipidi helper, come
dioleoilfosfatidiletanolammina (DOPE) o colesterol&e preparati in condizioni
appropriate, i lipoplessi conservano una caricaléopositiva, che consente loro di
legarsi efficientemente alla membrana cellulareicaamegativamente e di subire
endocitosi per entrare nelle cellule. Inoltre, anplessazione con liposomi cationici

protegge il DNA dalle nucleasi del siero o del pissma.
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Struttura Modulare dei Lipidi Cationici

Un lipide cationico & una molecola anfifila caripasitivamente, che contiene al
massimo cinque domini strutturali [179-181]. Inuiig 8 € riportato, come esempio, il
DOTMA. Si puo vedere come i domini strutturali isplensabili siano i primi tre

descritti di seguito.

1. Una testa idrofila carica positivamente, diteofper la presenza di uno (lipide
monovalente) o piu (lipide multivalente) gruppi amii protonati. Si possono
utilizzare anche gruppi di tipo ammonio quaternaaimidinio, guanidinio, o eterociclici
come l'imidazolico e il piridinico, come nei tenaitivi gemini dipiridinici, il cui studio
e descritto in questa tesi. In genere, una tes@eonultivalente é piu efficace nella

compattazione del DNA.

2. Una porzione idrofobica costituita da uno stedil piu diffuso é il colesterolo) o
da una o piu (fino a quattro) catene alchilicheisab insature [182]. | lipidi a doppia
la piu frequente tra le insature, mentre tra leirgate piu diffuse hanno 14, 16 o 18

atomi di carbonio.

o

|
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Hydrophobic anchor Linker

Fig. 8. | tre domini strutturali indispensabili nei lipidationici. L'esempio del DOTMA.

3. Un linker (che connette la testa cationica @pdrzione idrofobica) la cui natura
e lunghezza influenzano la stabilita, la biodegbdda e I'emivita del vettore. Il linker

e importante nell’assicurare il contatto ottimakelt testa polare cationica e i fosfati del
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DNA carichi negativamente. | linker piu comuni, coaratteristiche diverse riguardo
alla loro stabilita chimica e biodegradabilita, limono eteri, esteri, carbammati, amidi,
carbonati, fosfonati, disolfuri. Nel caso dei gendipiridinici, il linker & sostituito da

uno spacer metilenico a lunghezza variabile cheete le due teste piridiniche.

4. Uno scaffold (o backbone), una porzione detkpcationico sul quale sono legati
sia il gruppo idrofobico che la testa idrofila.glicerolo € stato lo scaffold piu testato,
benché molto spesso sia riportato il legame dirddle catene alchiliche alla testa

polare.

5. Un ligando specifico attaccato alla testa potdre aumenti il targeting cellula-
specifico o la stabilita nel siero [183]. Come figa sono stati usati PEG, folato,
aloperidolo, carboidrati, come nei tensioattivi gfaationici da noi studiati, in cui un
gruppo glucopiranosil etilico € connesso all’azgtmternario per sfruttare il legame

con specifici recettori cellulari per i carboidrati
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| LIPIDI CATIONICI ED | LORO
AGGREGATI: LIPOSOMI E LIPOPLESSI

ASPETTI CHIMICO-FISICI

CONSIDERAZIONI GENERALI SULLA FORMAZIONE DEL LIPOPL ESSO
L'organizzazione del lipoplesso é stata studia@nds metodi chimici, fisici e
biochimici. Il lipoplesso e caratterizzato da ramdjenensionale, carica superficiale,
organizzazione del DNA e del lipide, accessibiligl DNA e stabilita colloidale. |
lipoplessi sono stati studiati con dynamic lighdtsering, microscopia elettronica [184],
sonde enzimatiche [185], elettroforesi [186], déugazione [187], risonanza
magnetica nucleare [188], diffrazione di raggi »89] e microscopia a forza atomica,
tecniche che forniscono una maggiore comprensi@fie thterazioni lipide cationico-
DNA. Il ruolo primario di tutti i vettori o carriedi DNA & di compattare il DNA e di
proteggerlo durante il relativo transito dall'anmtes extracellulare al citoplasma.
Quando i lipidi cationici sono mescolati con DNAa 4 lipide che il DNA subiscono
rispettivamente riarrangiamenti in organizzazione stuttura, che portano alla
formazione di particelle colloidali (lipoplessi).aLformazione del lipoplesso € un
processo spontaneo, determinato soprattutto ddabeazioni elettrostatiche ed idrofobe
fra il lipide cationico e il DNA anionico (per i gppi fosfato) [190-193]. La formazione
del complesso € un processo endotermico, con mefokdal assorbita per mole di
lipide o carica di DNA e guidato principalmente ldalvariazioni di entropia. La
variazione di entalpia é stata attribuita alla tsjpme reciproca DNA-DNA all'interno
del complesso lamellare. | cambiamenti di entroyiba formazione del lipoplesso sono
in gran parte dovuti al rilascio dei controioni@arambe le specie interagenti e, in certa
misura, alla deidratazione del DNA e dei liposorhicontributi entropici delle
interazioni elettrostatiche sono stati confermtatdsndo il legame tra il DNA e il lipide
a forze ioniche e temperature differenti [190-1¥R)Jrante la formazione del lipoplesso,

la riorganizzazione strutturale si presenta sinmgiéanente nel liposoma e nel DNA.
| risultati sono spiegati nei termini del semplic®dello di carica che riflette la
compensazione fra I'entropia del controione e fulgone interna al DNA e al bilayer
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[194]. Alle forze ioniche fisiologiche, la forza d#itgame di un singolo nucleotide e
molto debole; tuttavia, l'interazione simultanea wh gran numero di cariche del
polimero di DNA con i lipidi conduce ad un'assoagz molto forte. Le singole
molecole del lipide non possono dissociarsi dal glesso poiché sono trattenute nel
bilayer dalle forti interazioni idrofobe che forn@mmna matrice continua a cui si puo
legare il DNA.

Diversamente dai cationi semplici, che non possieda capacita di compattare il
DNA, gli anfifili cationici lo condensano efficieetente a causa dell'organizzazione
delle code idrofobe nelle lamelle. Come previstoghezze maggiori nella catena degli
anfifili aumentano le forze di legame. L'organizicae del lipoplesso all'equilibrio &
governata dalla densita di carica superficiale leeaoprieta elastiche dei costituenti
del lipoplesso. Il DNA & una molecola rigida ed onp limitazioni alle geometrie
possibili del lipoplesso [190].

La cinetica della formazione del lipoplesso, benchgida, richiede tempi molto
lunghi per raggiungere la stabilita. Le misure ldiofescenza hanno indicato che la
stabilizzazione richiede almeno 5 ore di incubagienl'efficienza di trasfezione del
lipoplesso dipende dal tempo di incubazione e s#m@amente delle dimensioni del
lipoplesso [195, 196].

Le indagini biochimiche sui lipoplessi sono normeahte eseguite misurando
I'accessibilita del DNA alle nucleasi e/o alle noale che legano il DNA [184, 197].
L'accessibilita del DNA a questi agenti diminuigwegressivamente allaumentare del
contenuto di lipide dei complessi. La condensazidee DNA € una conseguenza
incontestata del legame col lipide; tuttavia, il ANdurante la formazione del
lipoplesso, subisce anche mutamenti strutturaloseari [185, 198]. Gli studi di
dicroismo circolare hanno indicato che il DNA camld sua conformazione da B- a C-
parziale [199]. Usando un saggio per valutare lapetenza trascrizionale, Prasad ha
indicato che in seguito all'interazione con DNA lipidi cationici determinano il
disavvolgimento parziale del DNA con conseguentenento della velocita di

trascrizione a rapporti di carica inferiori ad B%].
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GEOMETRIA DEI LIPIDI CATIONICI E STRUTTURA DEI LIPO  PLESSI

Un’importante proprieta degli anfifili cationici,he si ripercuote nell’applicazione
come vettori, € la loro geometria. Come ogni alefifiquando vengono sospesi in
ambiente acquoso, i lipidi cationici possono adettaarie fasi strutturali, incluse la fase
micellare, lamellare, cubica ed esagonale invédr$igo di struttura pud essere predetto
da un fattore noto come parametro d’'impaccament@Questo parametro, P = aé
definito come il rapporto tra il volume dell'idradauro, v, e il prodotto dell’area
effettiva della testa polare, a, e la lunghezz#ceridella catena lipidicac [200]. In
breve, questo parametro sottolinea I'importanzardpporto dell’area occupata dalla
sezione trasversale della porzione idrofobica ttspee quella idrofila [201].

La maggior parte dei lipidi adotta la struttura &lare L, che deriva da una forma

cilindrica del lipide, in cui il rapporto tra le e delle sezioni trasversali delle porzioni
idrofobica e idrofila e %2<P<1 (Fig. 9).

W ners
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)

Fig. 9. Rappresentazione schematica della struttura igelsdma in funzione del parametro di
impaccamento P del lipide. Per P<1/2 il monomefmrma di cono si assembla in strutture con cumaatu
positiva corrispondenti ad una fase micellare (itéceferiche, cilindriche o fasi esagonali Hon
inverse). Per P compreso tra 1/2 e 1 la curvatatdigbsoma é vicina a 0 e genera una fase laneellar

Ly (bilayers). Per P>1 la struttura ha una curvategativa che porta a fasi inverse (micelle inverézso
esagonali inverse |pi [202].
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La struttura lamellare Jrende ragione della maggiore diffusione, a lungggi@
della struttura multilamellare dei lipoplessi: laustura multilamellare (Fig. 10 C) si
trova piu frequentemente nei lipoplessi perché #gygior parte dei lipidi possiede una
struttura lamellare L La struttura a lungo raggio multilamellare, ristdt essere la piu
stabile da un modello di calcolo per 'autoasseidpia lipidico, vede il DNA disposto
a sandwich tra i doppi strati del lipide cation[@®3, 204]. Altre due strutture a lungo
raggio rinvenute nei lipoplessi sono: una strutiaraui i lipoplessi stanno come sfere
sul filamento del DNA [203] (Fig. 10 A); una struta tubulare a forma di spaghetti o
una combinazione di una struttura a spaghetti aogatballs” multilamellari [206] (Fig.
10 B).

(A)

(B)

(©)

Fig. 10 Le tre strutture principali di assemblaggio dpbplessi. (A) Struttura a sfere. (B) Struttura

tubulare. (C) Struttura multilamellare [207].

| lipidi cationici con una testa polare relativarteerpiccola e catene insature
alchiliche o aciliche che occupano un’area estasad la tendenza ad adottare una fase
esagonale inversa H Una struttura simile, a forma di cono, viene erigh dal
fosfolipide DOPE P>1).
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Al contrario, le strutture micellari (non inverfitsono quelle preferite dai lipidi con
una testa che occupa un’area superficiale relagwenampia se confrontata con l'area
della sezione trasversale occupata dalle cateéoliiche P<%2), come per esempio

nel caso dei lisofosfolipidi.

PREPARAZIONE DEI LIPOPLESSI

| lipoplessi sono di solito preparati semplicementescolando una soluzione di
DNA plasmidico che codifica per i geni di interessa i liposomi cationici [208].

Le dimensioni e la stabilita colloidale dipendored chpporto di carica lipide/DNA
[209]. Sulla base delle dimensioni e della carigaesficiale, la struttura e la stabilita dei
lipoplessi possono essere di tre tipi, a secondailatapporto di carica lipide/DNA sia
1, minore di 1 o maggiore di 1 [210]. A rapportiaghrica minori di 1, si formano
complessi anionici stabili, con il DNA che condessaliposomi. Quando il rapporto di
carica lipide/DNA e 1, i complessi sono neutri, coonseguenti aggregati molto
instabili. A rapporti di carica maggiori di 1, ilNDA € completamente isolato dal
solvente, con la formazione di lipoplessi catiosieibili.

Usando quindi un eccesso di lipidi cationici [21ilL§istema di particelle risultante di
solito porta una carica superficiale positiva [21Bgcessaria per avere un’efficace
interazione con le membrane cellulari. Le dimensidelle particelle generalmente
cadono nellintervallo delle dimensioni colloidgi50, 208], con un diametro medio
compreso tra i 100 e i 450 nm [203, 213-215]. hptessi di questo tipo hanno una
distribuzione dimensionale omogenea e sono in gdhdmmpattare completamente il
DNA, conferendogli un’elevata resistenza alle DNJRSi6].

Gli studi sull'influenza della variazione di sali,pH e di concentrazione di DNA
sulla formazione del lipoplesso indicano che |dipalte con rapporti di carica identici
ma diverse composizioni generano differenti stibidolloidali, suggerendo che oltre al
rapporto di carica, altri parametri giocano un oudmportante nella stabilita del
lipoplesso [217].

E ben noto che il mescolamento rapido dei comporddtorigine a lipoplessi
piccoli, mentre un mescolamento molto lento causzipitazione [218]: di questo si

deve tener conto nella preparazione dei lipoplessi.
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ASSEMBLAGGIO DEL LIPOPLESSO

| lipoplessi sono nanosistemi auto-assemblanti éota formazione richiede un
meccanismo multistep, rivelato da studi dettaglthe usano monolayer e microscopie
a forza atomica e crio-elettronica [219-221]. Inmaiflisecondo avviene il primo passo
delle interazioni elettrostatiche tra il fosfatol d@NA e le teste polari amminiche
cariche positivamente del lipide cationico. L'irdeione della superficie DNA-liposoma
presumibilmente da origine a forze di impaccamergbbilayer e i difetti innescano
interazioni estensive tra i bilayer adiacenti [ZZ2], che portano ad un mescolamento
lipidico estensivo e ad una rottura della struttardinata della membrana [219-221,
223]. La rottura presumibilmente causa I'esposigidielle estremita idrofobiche che
possono servire come siti di nucleazione per IFem@ne con strutture similari
adiacenti. Si arriva ad una successiva fusioneainbrana, un mescolamento lipidico e
ad una crescita degli aggregati.

Si € anche proposto, in base a recenti esperirdiemticroscopia a forza atomica, che
la crescita delle dimensioni dei lipoplessi siaesrata dalla parziale esposizione del
plasmide (risultato delle imperfezioni nel procedstia formazione del complesso), che
puo agire da sito di nucleazione per il clustermagsivo dei lipoplessi [220].

Alla fine, i lipidi cationici sono interamente avtiantorno ai plasmidi e le superfici
del complesso assemblato appaiono lisce, cosandi@iun corretto impaccamento del
DNA. A questo punto, cessa la tendenza dei comphadiacenti a subire un altro
mescolamento lipidico estensivo [219-220], in qoanpotenziali siti di interazione
sono bloccati.

Il rilascio del controione dal lipide cationico ealdDNA, una concomitante

diminuzione nell'idratazione e il risultante aumemlell’entropia sono la driving force
nell’assemblaggio dei lipoplessi [221, 224].
Come verra detto anche a p. 33, una forza ionioc@eatata ridurra I'entita del rilascio
del controione dal DNA e dal lipide cationico, eeqto influenza I'intima interazione
DNA/lipide cationico, che diminuisce [221, 225]. WGiimento della forza ionica avra
quindi un effetto pronunciato sulla morfologia deagjgregati.

Durante l'interazione elettrostatica tra le veslgcoariche positivamente e i gruppi
fosfato carichi negativamente, avviene il collagetla struttura del DNA, conosciuto
come condensazione o0 compattazione, che si veiificamodo tale che il DNA sia

effettivamente schermato dai lipidi.
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Oltre alle proprieta chimico-fisiche dell'anfifiloci sono altri parametri che
determinano l'esito del processo di assemblaggiteimini di struttura e stabilita del
lipoplesso, che ovviamente si ripercuote sulla ca@atrasfettiva: la natura della
preparazione liposomiale iniziale e le dimensioei glasmide modulano i difetti di
instabilita del lipoplesso [226] e le dimensionl tipoplesso [223, 227] e determinano
I'efficienza generale di trasfezione. Anche l'inslone del lipide helper nel vettore
cationico e importante. Il DOPE, che da solo pisterla fase esagonale inversa, non é
richiesto per I'assemblaggio del lipoplesso, mastueolipide puo facilitare questo
processo [228], aumentando la plasticita del lipidefavorendo ulteriormente
I'avvolgimento del DNA.

La velocita di assemblaggio del complesso e inftagn dall’'ordine di addizione del
complesso e del DNA. La cinetica di formazione demplesso puo portare alla
coesistenza di strutture di diverse dimensionipabiimente in relazione alla diversa
stabilita della particella che, a sua volta, pdlettere le diverse fasi strutturali. Varie
fasi strutturali coesistenti si possono originanehee quando i lipidi cationici e i lipidi
helper si mescolano male, cosa che provoca un atsggio di complessi poco stabili
[221, 229] o di complessi in cui il DNA sia impateanefficientemente nel guscio del
lipide cationico, causando una protrusione di féatn che influenza negativamente
I'interazione dei lipoplessi con la membrana celtal[230] e la successiva trasfezione,
come é dimostrato dalle immagini di microscopiacazd atomica e dai saggi di
trasfezione transiente nel caso dei nostri gempiridinici con spaziatore diverso da
guello a quattro atomi di carbonio (si vedano lE®@& “Risultati” e “Discussione”).

CARICA SUPERFICIALE E POTENZIALE ZETA DEI LIPOLESSI
| lipoplessi sono colloidi la cui stabilita dipendeticamente dalla carica superficiale

delle particelle [231]. Nelle strutture in cui larica € neutra, la stabilita della particella
cade bruscamente con conseguente aggregazionecipitpmone. In situazioni di
eccesso di lipide, il lipoplesso possiede la capgsitiva che non solo aumenta la sua
stabilita colloidale, ma lo aiuta anche nell’ is®ione con la membrana cellulare.
Quindi, la carica superficiale, misurata come poie zeta, € critica per la stabilita ed
il legame alle cellule. Il potenziale zeta, defintome la differenza nel potenziale fra lo
strato immobile legato alla superficie della fasgpdrsa ed il mezzo di dispersione,

dovrebbe essere alto (superiore ai 30 mV) per mangela stabilita colloidale. Valori
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piu bassi di potenziale zeta riducono la stabilgalipoplessi durante lo stoccaggio o in
presenza di siero.

Parecchie ricerche hanno riguardato la misura teénaiale zeta dei lipoplessi per
correlarlo all’efficienza di trasfezione [186, 23Benché complessi positivi si siano
rivelati necessari per la trasfezione, i lipoplessn potenziale zeta positivo non
garantiscono la trasfezione. Uno studio recentsatoasu formulazioni con una densita
di carica variabile sulla membrana, propone laceamedia per unita di superficie della
membrana come parametro universale che goverrii€aka di trasfezione [217].
Questa conclusione €& basata su risultati in cuiliyédi con cariche cationiche singole o
multiple hanno prodotto un’identica efficienza digfezione se messi in grafico contro
la carica superficiale. Nelle varie fasi delle natgoni del lipoplesso con le componenti
cellulari, la carica superficiale assume piu imaora della fase del lipide. Infatti, in
presenza delle proteine sieriche il potenziale setabbassa, portando ad una scarsa
associazione dei lipoplessi con la cellula [233].

FORZA IONICA DEL MEZZO DI REAZIONE

Studi calorimetrici sull’effetto del buffer e delfarza ionica sull’entalpia di legame
tra il DNA e i lipidi cationici indicano che un awnmto della forza ionica ha come
risultato una progressiva diminuzione del caloréedame ed un aumento del rapporto
di carica lipide/DNA al quale avviene l'aggregazonll processo di interazione
lipide/DNA e guidato dall'entropia e il contributtell’entalpia € positivo o negativo a
seconda del lipide helper usato (colesterolo o DIJR&4]. | lipoplessi sono di solito
preparati a bassa forza ionica per diminuire l&ipr@azione. A basse forze ioniche, le
forze attrattive elettrostatiche coinvolte nellanfi@zione del lipoplesso aumentano,
portando cosi ad una piu veloce ed intensa intemazilel DNA e i liposomi cationici,
che sembra prevenire I'aggregazione e la sedimen&zei complessi.

RUOLO DI DOPE E COLESTEROLO

Il DOPE (dioleoilfosfatidiletanolammina) (Fig. 1&)spesso incluso nelle miscele dei
lipidi cationici come cosiddetto “lipide helperfh guanto, in quasi tutti i sistemi formati
da lipidi cationici, I'inclusione del DOPE ha dimcsto di aumentare I'efficienza di

trasfezione in vitro.

33



Il lipide neutro DOPE a pH circa 9.0 & carico naegahente e adotta una fase
lamellare ma, a pH vicino alla neutralita o a pHdac[235], che si genera nella
maturazione delllendosoma, il lipide diventa unoit®xione e va incontro ad una
transizione da fase lamellare a fase esagonalesa\{aon lamellare) H Questa fase,
in sostanza, & una struttura che destabilizzdayéi. L'’adozione di questa fase sembra
un passaggio importante nel meccanismo con cui aterale genetico, dopo
I'internalizzazione del lipoplesso, esce dalle vade endocitiche e passa nel citosol
[236, 237] (si veda p. 41-43)
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Fig. 11 Struttura di DOPE e colesterolo.

| lipidi cationici come il DOTAP (Fig. 159) p. 46) e SAINT-2 preferiscono
un’organizzazione a doppio strato, tuttavia, memwdli con una quantita equimolare
di DOPE si ottiene un cambiamento nel loro parammdtimpaccamento e, quando il P
medio additivo diventa sufficientemente grande (#H1gistema si converte ad una fase
esagonale inversa [238-240], come osservato anehé POTMA (Fig. 14 (@) p. 45)
[241]. Allinterno della fase esagonale inversa teata dai lipoplessi, i filamenti di
DNA rivestiti dai lipidi si organizzano su un lai#i esagonale, al contrario
dell'organizzazione a sandwiclira i doppi strati lipidici dei lipoplessi con
organizzazione lamellare [238] (Fig. 12). Non édealudere che in questa fase ci sia un
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legame meno stretto del lipide cationico al DNAceafrontato con i complessi privi di
DOPE, come si vede dallintercalazione dell’etidbvomuro nei complessi che
contengono DOPE [229]. Il legame diretto del DOPBISA pud essere importante in
questo senso [242], con i gruppi amminici del DOEPEE interagiscono con i gruppi

fosfato del DNA e indeboliscono le interazioniittgidi cationici e il DNA [236].
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Fig. 12 Transizione da una struttura lamellare ad unasag inversa (il DNA ¢ il filamento blu) [238].

L’efficienza con cui il DOPE promuove questa traimie puo dipendere da diverse
condizioni. Per il lipide cationico SAINT-2, che @iganizza in fase lamellare a pH 7.4
in acqua, I'addizione di DOPE facilita la converssoa H e lo fa ulteriormente quando
il sistema e sospeso in una soluzione fisiologiczall [240]. Eliminare la repulsione tra
le teste polari attraverso una schematura dell&chmara forza ionica fisiologica,
aumentera il parametro di impaccamento P, promuwtivda spostamento osservato
verso la fase esagonale.

Inoltre, diminuire il rapporto molare del DOPE d@® & 20 mol% porta alla
formazione nel lipide di una fase cubica piu cuavg43], indicando che il DOPE e
funzionale nel promuovere la transizione verscakefesagonale del lipoplesso, con la

fase cubica come fase di transizione tra la fasellare e quella esagonalg [244].
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Tutte queste considerazioni ci hanno spinto a aeduil comportamento del DOPE
come colipide nel lipoplessi formati dai tensioattia noi studiati. Per una trattazione

dettagliata si rimanda alle sezioni “Risultati’@iScussione”.

Anche il colesterolo (Fig. 11) e stato utilizzatore colipide per i liposomi cationici,
producendo complessi piu stabili ma meno efficiemi vitro. In seguito a
somministrazione in vivo, invece, i complessi coetgti colesterolo si sono dimostrati
molto attivi [211, 245-249], probabilmente a caudia un ridotto legame con i
componenti del sangue che prolunga I'emivita depiessi [250] (si veda la sezione
“Aspetti farmacocinetici” a p. 65-69). Inoltre,tlusione del colesterolo nel liposoma
permette I'uso di maggiori concentrazioni di lipiddDNA senza influenzare la stabilita
del lipoplesso. Sembra che il meccanismo d’azioslecdlesterolo come colipide, al
pari del DOPE, sia quello di promuovere la tramsiei del lipoplesso verso una
struttura non lamellare [251].

INFLUENZA DELLE DIMENSIONI DEL LIPOPLESSO SULLA
TRASFEZIONE

Indipendentemente dalla natura chimica del lipiderapporto fra efficienza di
trasfezione e dimensioni del lipoplesso e descdétaina curva a campana, in cui in un
particolare intervallo di dimensioni si ha il mamss di trasfezione [252]. Parecchi
autori hanno studiato I'effetto delle dimensioni bigoplesso sulla trasfezione [233].
Lipoplessi di dimensioni definite sono stati otténa variando le dimensioni del
liposoma, o aggiungendo molecole addizionali didipcationico per ottenere una
dimensione uniforme, oppure attraverso la sepanazier centrifugazione di lipoplessi
con densita differenti [253, 254]. | lipoplessirwati da piccole vescicole unilamellari di
lipidi cationici hanno condotto ad una trasfezigne bassa se confrontata con quelli
formati da grandi vescicole unilamellari [255]. ¢ellule CHO (cellule di ovaio di
hamster cinese), l'efficienza di trasfezione, dagxione delle cellule e l'uptake dei
lipoplessi aumentano allaumentare delle dimengi@hiipoplesso [256].

Tentativi di comprendere la dipendenza della trasfee dalle dimensioni si sono
rivelati infruttuosi poiché é difficile ottenereipoplessi di dimensioni diverse ma con
altre proprieta fisiche simili. DOTAP (Fig. 1®)(p.46) € uno dei lipidi cationici piu
ampiamente usati sia per le applicazioni in vive thvitro. Uno studio dettagliato sulla
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caratterizzazione dimensionale di lipoplessi a oh$¥OTAP (che variano da 50 nm a 2
pum) e sulla loro efficienza di  trasfezione in clludi CHO ha mostrato una
correlazione positiva eccellente. Tuttavia, podbdshanno segnalato la mancanza di
correlazione o una correlazione negativa fra leettisioni e I'efficienza di trasfezione.

Le dimensioni del lipoplesso sono influenzate dphasenza di siero [257, 258]. In
presenza delle proteine sieriche le dimensioniligeplesso aumentano ed il relativo
potenziale zeta diventa piu negativo, portandoraal scarsa associazione dei lipoplessi

con la cellula [233].

CONSERVAZIONE

Lo sviluppo e la produzione di carriers per il geledivery in vivo deve rispettare un
certo numero di requisiti, inclusa la possibilitdecsiano conservati senza che venga
persa la loro stabilita biologica. Sono stati fa#ri studi su questo problema, che hanno
portato alle seguenti conclusioni.

L’attivita biologica dei lipoplessi € sensibilmemntdotta in seguito ad agitazione e il
congelamento lento e piu dannoso di quello rapi@®9]. Si sono potuti ottenere
lipoplessi biologicamente ancora attivi dopo un gelamento superiore ad un anno
aggiungendo sorbitolo al 5% [260].

La liofilizzazione deve essere fatta con un liopttmtre: a questo scopo i disaccaridi
sono piu adatti dei monosaccaridi [261].

La temperatura di conservazione influenza fortemdigfficienza trasfettiva. La
conservazione dei lipoplessi a 25 o a 4°C per omgi fa perdere il 70% dell’attivita
trasfettiva (probabilmente per la precipitazione lg®oplessi) [262, 263], mentre la
conservazione a —20°C, indipendentemente dal tedhponservazione, determina una
diminuzione del 50% [238, 242]. | migliori risultasi sono ottenuti con una
conservazione a —80°C fino a 20 giorni, che nondhto una diminuzione della

trasfezione [264].
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L'INTERAZIONE CON LA CELLULA E LA TRASFEZIONE

Gli eventi principali del processo trasfettivo sotiendocitosi dei lipoplessi, la loro
uscita dall’'endosoma, la liberazione del materigdmetico nel citoplasma e la sua
migrazione verso il nucleo, il suo ingresso nellea® la sua espressione. La figura 13

illustra queste diverse fasi.
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Fig. 13 | momenti principali della trasfezione.

ENDOCITOSI DEI LIPOPLESSI

L’evento iniziale del processo trasfettivo e lirgeione tra lipoplesso e superficie
cellulare. Questo processo € guidato da interazédgitrostatiche, a meno che il
lipoplesso non contenga ligandi per un target $jgeciriconosciuti specificamente da

un recettore sulla superficie cellulare. Si posspremdere precauzioni per eliminare le
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interazioni non-specifiche sulla superficie cellfelacome ad esempio la coniugazione
con PEG (polietilenglicole), descritta a p. 67, atmnferisce proprieta “stealth” al
complesso [254, 265-269]. Nell'interazione corpolplessi sono state chiamate in causa
glicoproteine anioniche [270]: le linee cellularriye di glicoproteine mostrano
un’efficienza di trasfezione 80 volte piu bassaleletellule normali [271]. La
distribuzione variabile delle glicoproteine puo esjare la trasfezione variabile tra
diversi tipi di cellule [272].

La fase dei lipoplessi non e rilevante per l'intizzazione, in quanto lipoplessi
lamellari sono internalizzati con la stessa effiei di quelli che adottano una fasg H
[228]. Anzi, la struttura lamellare favorisce laf@zione del DNA ed &, da questo punto
di vista, vantaggiosa.

La quantita dei lipoplessi associati alle celluenre correlata con l'efficienza di
trasfezione.

Come rivelato dalle microscopie elettronica e arbiscenza, dopo incubazione con
cellule in coltura, il lipoplesso pud essere rik@van vescicole intracellulari
immediatamente al di sotto della membrana cellul@#3, 274], suggerendo che il
lipoplesso entri nelle cellule attraverso I'endosit Le cellule eucariotiche possiedono
vari meccanismi endocitici e questo processo puvotgere I'endocitosi mediata dalla
clatrina che genera cavita rivestite o l'internzdizione endocitica indipendente dalla
clatrina, che include la fagocitosi, la macropinosi e I'endocitosi mediata dalle
caveole [275-277]. 1l contributo relativo di ogniingolo meccanismo
nell'internalizzazione del lipoplesso & stato aacqroco definito [278-280]. Ad
eccezione dell’'uptake in cellule specializzate (eamacrofagi, monociti e neutrofili), la
fagocitosi si puo verosimilmente escludere pergfesso del lipoplesso nelle cellule
normali. Recentemente, e stato descritto ['uptake lidosomi modificati con
octaarginina via macropinocitosi [281], ma si ca®®ncora poco dellimportanza
relativa di questo meccanismo.

L’endocitosi clatrina-dipendente e stata dimostrp& diversi sistemi di lipidi
cationici e per vari tipi di cellule. Un’inibiziondella trasfezione e stata infatti vista in
seguito a trattamento delle cellule con inibitgresifici del meccanismo mediato dalla
clatrina come la clorpromazina [282, 283], ma unav@ piu convincente € stata la
sotto-espressione, in cellule mutanti, di Epsl5a yroteina necessaria per la
formazione delle cavita rivestite, che ha portatd ana inibizione effettiva

dell'internalizzazione del lipoplesso e quindi tficienza di trasfezione [282].
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Inoltre, la filippina 1ll, un inibitore specifico él’endocitosi mediata dalle caveole,
ha diminuito la trasfezione solo leggermente (1962(282], suggerendo che nel caso
specifico (trasfezione di cellule COS7 con lipopleSAINT-2/DOPE) I'ingresso via
caveole non era il meccanismo principale.

Un fattore importante nel determinare la natura wheccanismo endocitico di
ingresso e la dimensione dei lipoplessi. L'effattovari inibitori e della deplezione di
colesterolo sull'internalizzazione di particelleidrescenti di varie dimensioni da parte
di cellule B16 non fagocitiche si e visto dipendeadle dimensioni delle particelle
[284]. Le particelle di dimensioni fino a 250 nmnsointernalizzate preferibilmente e
quasi esclusivamente con un’endocitosi attraveesadvita rivestite dalla clatrina,
mentre le particelle di 500 nm sfruttano I'endositoia caveole. Tuttavia, mentre i
poliplessi di dimensioni superiori ai 500 nm possessere internalizzati con le caveole
[283], non ci sono dati sul fatto che questo meraa operi nel caso dei lipoplessi di
dimensioni analoghe.

Per rendere I'uptake endocitico dei lipoplessi aliula-specifico, si sono attaccati
al lipide cationico o al lipoplesso piccoli liganger la superficie cellulare [285]. La
presenza di ligandi specifici induce un’endocitogdiata dal recettore. Questa strategia
e perseguita per superare gli effetti limitantil'daldocitosi, ma anche per dare piu
specificita alla trasfezione. | nostri tensioattglucocationici sfruttano proprio questo
stratagemma: hanno legato un gruppo glucopiranasitelo scopo di interagire con

specifici recettori cellulari per i carboidrati.

INTERAZIONE DEI LIPOPLESSI CON LA MEMBRANA ENDOSOMI ALE E
RILASCIO DEL LIPOPLESSO NEL CITOPLASMA

Normalmente gli endosomi rimangono vescicole pdtatla loro esistenza. Le
vescicole nel percorso endosomiale maturano ngbdeim sotto-organelli con forme e
composizione superficiale diverse che portano a weaiti, come il riciclo sulla
superficie o la fusione con il reticolo endoplasmiz la fusione con i lisosomi che
degradano il carico endosomiale. Ciascuno di questsaggi € strettamente regolato e
le proprieta molecolari del carico determinanoakiino di queste vescicole [286]. Gli
endosomi che portano i lipoplessi dovrebbero ddstadrsi e rilasciare il lipoplesso
prima della fusione con i lisosomi. Diversi studanmo riportato efficienze di

trasfezione piu elevate in presenza di clorochinabafilomicina, agenti che
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neutralizzano il lisosoma [270, 287]. La necesditaover sfuggire alla degradazione
lisosomiale determina un tempo limite per la fugalgboplesso dall’endosoma verso il
citoplasma.

Un punto fondamentale della trasfezione e il rikastel DNA dal lipoplesso nel
citoplasma. Siccome la stabilita del lipoplessoagaba su interazioni elettrostatiche,
I'indebolimento di queste interazioni potrebbe sdare il DNA dal complesso. Szoka
ha ipotizzato che le interazioni elettrostatiche itdipidi cationici del lipoplesso e i
fosfolipidi anionici della membrana endosomiale gao® facilitare la dissociazione
simultanea del DNA dal lipoplesso e la distruziolela membrana endosomiale [288].
L’ interazione lipide-lipide potrebbe essere ulbemente aumentata dal flip-flop dei
lipidi, portando a una serie di effetti a cascdt88]. Questa proposta del gruppo di
Szoka e stata ampiamente investigata con varie doleigie [289-291]. Due prove
possono avallare questa tesi. In base a misuréualiebcenza, si € concluso che la
combinazione di appaiamento ionico e interaziorofabiche tra gli anfifili cationici ed
anionici € piu forte delle forze elettrostatichensolte nella complessazione tra lipide
cationico e DNA [292]. E stato inoltre dimostrata dsperimenti in vivo che i lipidi
cationici ed anionici, nonostante formino fasi l#lame da soli, quando combinati
insieme formano fasi esagonali inverse [196, 288]disgregano le membrane [294].

Dallo studio dei lipoplessi contenenti colipidi soemerse prove stringenti sulla
destabilizzazione degli endosomi e il rilascio /& Come gia anticipato a p. 34-37, il
ruolo del DOPE nell’aumentare la trasfezione etiegaincipalmente alla sua abilita di
formare aggregati ad alta curvatura negativa, b t4 [188, 289, 295]. Questa fasq H
formata dal DOPE conferisce instabilita colloidalee porta al rilascio del DNA [296].
Da studi di SAXS e fluorescenza & emerso che lditéadi rilascio del DNA &
di facilita di rilascio delle diverse fasi e: mitagk = cubica > esagonale > cubica a
bilayer > lamellare scomposta > lamellare ordiag6].

L’escape endosomiale € sufficiente per rilascialdidoplesso il DNA libero? Studi
in vitro sulla riorganizzazione del lipoplesso iregenza di liposomi anionici indicano
che, benché accessibile alla degradazione dagetéenucleasi, il DNA pud non essere
ancora completamente libero [297].

Poiché la maturazione endosomiale provoca una aawitpH interno a 5-5.5, sono
stati fatti tentativi per incorporare nei lipidit@nici gruppi che si protonassero a questo

pH, come ad esempio listidina [298-300], e chevpaoassero la rottura della membrana
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endosomiale. | gruppi istidinici alterano il bilamcosmotico causando l'influsso di
anioni all'interno delllendosoma [301, 302] e poocandone in tal modo la lisi
osmotica. Un’altra strategia prevede l'uso di ligidtionici la cui struttura sia instabile
a pH inferiore a 6.5 [303]. | legami sensibili alihbiente acido piu frequentemente

inseriti nei lipidi cationici sono stati il viniltere, il chetale e I'ortoestere.

STATUS CITOPLASMATICO DEL DNA PLASMIDICO

Appena dopo I'escape endosomiale, il DNA, che mseee o libero o ancora legato
al carrier, attraversa il citoplasma per raggiueggrnucleo, luogo dove avviene la
trasfezione. Si sono condotti esperimenti di mimezione nel nucleo rispettivamente
con DNA libero e complessato: quest’ultimo, a défeza del primo, non ha portato alla
trasfezione [197]. Se ancora non e dissociato utalcarrier, il DNA si deve dissociare
sia per la localizzazione nucleare che per la tidasoe. L'emivita del DNA libero nel
citoplasma e approssimativamente di 1 o 2 oreiadipendente dal numero di copie di
plasmide o dalla loro conformazione [304, 305]. émivita cosi breve del DNA nel
citoplasma puo contribuire significativamente adeasfficienze di trasfezione.

L’emivita del DNA complessato con liposomi catianicmolto piu lunga di quella
del DNA libero. Si & misurata la velocita di diffase del DNA libero nel citoplasma: e
risultata molto piu bassa di quelle delle parteellli destrano di dimensioni
corrispondenti. La diffusione piu lenta € probalaiite dovuta alle interazioni del DNA
con il contenuto citoplasmico [306]. Una diffusiopil veloce e una protezione dalle
deossiribonucleasi presenti nel citoplasma potnebloentribuire positivamente alla
trasfezione globale. Nel citoplasma sono infatiegenti numerose endonucleasi e
esonucleasi [307]. Studi condotti con DNA plasmida!'interno del citosol di cellule
HelLa indicano che la degradazione del DNA é dipetaléai cationi divalenti, dalla
temperatura ed e distinta per le DNasi | e |l [308]

Per aumentare la dissociazione del lipide catiod&loDNA nel citoplasma, €& stata
sfruttata la natura riduttiva del citoplasma stessgami disolfuro all’interno del lipide

cationico vengono ridotti, destabilizzando co$ipibplesso [309].
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INGRESSO NEL NUCLEO

Nella trasfezione con lipidi cationici, I'ultima byéera per I'espressione transgenica é
la membrana nucleare, visto che il DNA, per essegescritto, deve trovarsi
necessariamente nel nucleo.

I nuclear pore complex (NPC) sono proteine che &onun canale acquoso
attraverso la membrana nucleare e consentoncpdrto di piccole molecole (inferiori
a 40 kDa di massa molecolare) per diffusione pasgt0]. Molecole piu grandi sono
riconosciute da specifiche sequenze amminoacideheasportate attivamente dalle
importine attraverso I'NPC. L'ingresso nel nucleel dNA plasmidico non puo
avvenire per diffusione passiva in quanto le dinmmsdel DNA (generalmente del
peso di 2-10 MDa) sono superiori a quelle del pardeare. Il raggio del poro nucleare
e di 9 nm quando e impegnato nel trasporto passi@b nm quando € in atto la
traslocazione attiva [311, 312]. E stato chiaramestitbilito che il DNA plasmidico
iniettato nel citoplasma avrebbe un’efficienza spressione di 0.1-0.001%, mentre lo
stesso plasmide iniettato direttamente nel nuclestra il 100% di espressione [313,
314]. Gli oligonucleotidi inferiori a 100 bp entr@amel nucleo per diffusione passiva e il
loro ingresso € indipendente da concentrazionepeaestura e livelli di ATP. Non é
ancora chiaro in che quantita il DNA é associatbpadie quando raggiunge la regione
perinucleare o quando si localizza nel nucleo.

L'importanza della barriera nucleare nella tragiaei € stata ulteriormente
confermata quando l'efficienza di trasfezione svigta essere dipendente dal ciclo
cellulare [315, 316]. Le cellule trasfettate néldlae mitotica hanno dato trasfezioni piu
elevate rispetto a cellule in fase G o S. Inolinecellule differenziate come le cellule
nervose, la trasfezione mediata dai lipidi & balsaalipendenza dal ciclo cellulare della
trasfezione lipidica e stata confermata bloccar@@dllule con rimozione del siero,
trattamenti con adipicolina e osservazioni al nmscapio di popolazioni cellulari non
sincronizzate [270, 287]. Da questi esperimentingerso che la dissoluzione della
membrana nucleare dipendente dal ciclo cellulabai temporaneamente I'ostacolo,
pone il DNA plasmidico nel nucleo e favorisce agpressioni transgeniche.

Poiché l'ingresso nucleare del plasmide e medialthe dproteine e dipendente
dall’energia, sono state impiegate varie stratggee trarre vantaggio da queste
caratteristiche. La nuclear localization sequendéS(), un corto peptide ricco in
amminoacidi cationici, possiede I'abilita di traséme le molecole nel nucleo quando e

legato a qualsiasi macromolecola, sfruttando goato mediato dall'importina. Questo

43



e stato confermato dalla localizzazione nuclearecefiule permeabilizzate da un
detergente o dalla microiniezione di DNA nel citgpha [317]. L’associazione di NLS
con DNA plasmidico e stata ottenuta con I'assooiaial DNA di proteine nucleari o
attaccando gli NLS [318] al DNA plasmidico sia claraemente che non-
covalentemente [319]. Le formulazioni contenentiS\llattaccati sia ai lipidi che al
DNA, hanno aumentato la trasfezione.

Un’altra strategia interessante utilizza l'incorazione nel plasmide di sequenze di
DNA note come DNA targeting sequences (DTS). Adrgse, I'incorporazione di una
sequenza enhancer di 72 bp da SV40 [310] ha teglasmide nucleofilo. Questa
sequenza ha consentito al plasmide di legarsiidataori di trascrizione. Il legame del
plasmide ai fattori di trascrizione dotati delledoNLS ha facilitato I'ingresso nel
nucleo sia in cellule in divisione che non.

Benché le strategie che impiegano NLS siano pra@mitte ancora poco chiaro
come le sequenze NLS siano accessibili alle imp@rin quanto queste sequenze sono
caratterizzate da un eccesso di amminoacidi catiomhe possono legarsi

elettrostaticamente al DNA [320, 321].
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RELAZIONI STRUTTURA-ATTIVITA’

Tenendo come riferimento di base la descrizionde delodificazioni della testa
polare, la porzione del lipide cationico che sembvare l'impatto maggiore sulle
proprieta chimico-fisiche e sul comportamento kgato dei lipoplessi, saranno anche
trattate le modificazioni di linker e porzioni idabiche.

LIPIDI SALI DPAMMONIO QUATERNARIO

La piu vecchia e ampia classe di lipidi cationiciihaugurata da Felgner [322], che
introdusse il DOTMA. Coformulato col DOPE é stdtprimo sistema di gene delivery
non-virale (Lipofectin™). La struttura del DOTMA 1) comprende uno ione
trimetilammonio come testa polare e due catendilggoleoiliche) come porzione
idrofoba. Questa struttura, che e rimasta uno atandel campo, é stata implementata
dallo stesso gruppo [323] introducendo una porziorsiabile idrossialchilica
sullammina quaternaria, che puo formare leganodeno e interazioni elettrostatiche
con differenti regioni del DNA. Lo scopo finale esaa migliore compattazione del
DNA, che puo essere tradotta in un migliore profildrasfezione.

- f‘"ﬁN/,:H
RO | Br
R R
1 oleyl CH; DOTMA
2 oleyl HO(CH,); DORIE
3 oleyl HO(CH;); DORIE-HP
4 oleyl HO(CH;)y DMORIE-HB
5 oleyl HO(CH;); DORIE-HPe
6 myristyl HO(CH,); DMRIE
7 palmityl HO{CH;); DPRIE
8 stearyl HO(CHy): DSRIE

Fig. 14

45



| composti 2-5 sono stati sintetizzati con lunghezze diverse delitena della
porzione idrossialchilica. Il composto piu attivoigultato essere il DORIE), che reca
un gruppo idrossietilenico, che é stato successawsenmodificato al livello della coda
idrofoba per dare i lipid6-8. Studi di struttura attivita hanno mostrato cledficacia di
trasfezione (testati in vitro su cellule COS-7) ®@ta massima per il composto
dimiristoilico DMRIE (6) ed e diminuita per i derivati dioleoilico, dipahailico, e
distearilico2, 7 e 8.

Un limite associato all'uso di lipidi con funziontal eterea € la loro elevata
persistenza nell’organismo, che porta ad un acauniigsutale e ad un’elevata
citotossicita. Al fine di ottenere agenti biodegrhdi con ridotta tossicita in vivo,
Leventis e Silvius [324] hanno cambiato i linkegrei tra il backbone e le code idrofobe
con linker esterei, sintetizzando il DOTA®).(

Il loro approccio € stato esteso da altri gruppherando analoghi del DOTARQ-
13) [325] e congenerild-16[326].

O
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0

o m=1, R=CH;3(CH;);CH=CH(CH;)7-, X=Br DOTAP
10 m=1, R=CH;3(CH;);4-, X=CH;050y DSTAP
11 m=1, R=CH3(CH>)4- X=CH3;050; DPTAP
12 m=1, R=CH;(CH,);1- X=CH;050; DMTAP
13 m=1, R=CH1(CH,)¢-. X=CH;050,; DLTAP
14 m=2, R=CHy(CH;),CH=CH(CH,);- X=CH.0S0,

15 m=2, R=CHy(CHy);¢- X=CH3;080,

16 m=2, R=CH4(CHj);q- X=CH;0804

Fig. 15
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Recentemente, Bennett [327] ha condotto un altrdigtsulla SAR per una serie di
lipidi cationici diesterei. Due serie di compokfia-i e 18a-i sono stati sintetizzati per
testare l'effetto di diversi parametri della teptaare (ingombro sterico, idrofilicita) e
della struttura della coda sulle caratteristichenato-fisiche (soprattutto I'idratazione
della superficie lipidica) e il loro impatto sulitavita di trasfezione in vivo, determinata
dall'instillazione diretta intra-tracheale dei ljpessi in topi BALB/c. Lo studio ha
rivelato che i lipidi cationici che facilitano siadratazione del dominio polare e la
destabilizzazione del dominio idrofobo hanno mdsetidivelli di trasfezione piu alti.
Cosi, come regola generale, i derivati oleoili¢a-i, coformulati col DOPE in quantita
equimolari, sono risultati piu efficienti dei lommaloghi miristoilicil8a-i nelle stesse
condizioni.

Si é anche trovato che un ingombro sterico detatpolare 7-183 b, c, f, g) ha
aumentato l'idratazione della testa polare e dsegnenza la repulsione tra gli elementi

polari dell’anfifilo, con diminuzione degli effethiiologici.
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17 18
a R=R =CH,
b R=CH:, R'=CH.CH,4
¢ R=CH; R'=CH,CH;CH;
d R=CH,; R =CH;CH,OH
e R=CH,;, R'=CH,CH,0CH,
f R=CH»CH,. R'=CH,
g R=R'=CH,CH,
h R-CH,CH,0H, R'=CH,
i R=CH,CH,OCH;, R'=CH;

Fig. 16

Modificazioni sistematiche strutturali sono statendotte anche sulla porzione
idrofobica. Pinnaduwage [328] ha usato i tensigatttionici DTAB (19), TTAB (20),
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CTAB (21) (da noi usati per ottenere maggiori informazisul legame idrofobico) per

il trasferimento genico, ma questi anfifili cationa singola catena sono risultati tossici,
anche se la loro coformulazione col DOPE ha ridd#otossicita globale. Altri
detergenti cationici con diverse strutture sonti statetizzati e testati [329-331], ma la
loro efficienza di trasfezione é stata generalmeénfariore ai congeneri a doppia catena
[332].

| «
R
19 n=11 DTAR

20 n=12 TTAB
21 =15 CTAB

Fig. 17

Con un approccio correlato, il gruppo di ChaudyB81] ha investigato gli effetti
dell'introduzione di un gruppo idrossietilico suliasta polare di questa classe di lipidi
cationici usando i nuovi lipid22-26 Gli esperimenti di trasfezione condotti su célul
COS-1 hanno rivelato che il composto piu attivo drdHDEAB (22). Questo
composto, contenente due gruppi idrossietilenitagesta polare, € stato 2-3 volte piu
attivo di Lipofectamin&” quando coformulato col colesterolo in rapportoan®l1:1.

E degno di nota il fatto che HDEARSJ), che possiede solo una catena idrofobica, &
totalmente privo di attivitd biologica, a riproveeldfatto che sono necessarie sia
interazioni polari che non-polari per ottenere l&@bgita del lipoplesso e, di
conseguenza, alti profili di trasfezione [333]. tata testata anche linfluenza del
dominio idrofobico con la sintesi di DOMHAQR%a e DOHEMAB @64a) e di due serie
di analoghi 25b-f, 26b-f) [334]. | saggi di trasfezione, condotti su liredlulari COS-1
e NIH3T3 con colesterolo 1:1 hanno rivelato cheomposti 25d-f e 26d,e sono

totalmente privi di attivita.
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Questo conferma i risultati di altri studi, secormb € richiesta una catena idrofobica
di almeno 12-14 atomi per l'attivita trasfettivegpatto di cui abbiamo tenuto conto
nella scelta dei nostri tensioattivi. | migliorsultati sono stati ottenuti con il derivato
miristilico 25c e il miristoilico 26b, che hanno attivita trasfettiva superiore alla
Lipofectaminé™. Riguardo alla biodisponibilita, gli este2b sono stati trovati essere
meno citotossici rispetto al derivato dialchilizb, osservando anche che la citotossicita
aumenta bruscamente quando la porzione idrofobiaacercia a meno di 12 atomi di
carbonio. Questo e probabilmente causato dall'&ziibica di questi composti, simile a

quella dei detergenti [334].

Quando due tensioattivi cationici vengono legativallo della testa cationica per
mezzo di uno spacer, si ottiene una nuova classeotiicole anfifiliche: i tensioattivi
gemini, descritti piu in dettaglio a p. 82-85 e daali abbiamo studiato la tipologia con

due teste piridiniche.
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Due serie di compos#i7a-ce 28a-csono stati sintetizzati e testati sulle cellulekBH
Questi tensioattivi cationici erano generalmentegttivi senza DOPE. In tutti i casi, Si
e trovato che la presenza di siero riduceva sdmshie, se non addirittura
completamente, l'efficienza trasfettiva di questiagenti. Tra i derivati saturi, il
composto piu attivo e statd7c 27a e 27b sono 3-4 volte meno efficaci, anche al
variare dei rapporti lipide/DNA. L’attivita biologa dei derivati oleoilicR8 €& risultata
piu uniforme, con profili simili per28b e 28¢ mentre28a era leggermente meno
attivo[335, 336].

Una classe molto efficace di lipidi cationici wtiia una porzione idrofobica
colesterolica [332, 333, 337-339]. Usata per lanprivolta da Leventis e Silvius [324]
nella struttura dei lipidi biocompatibili ChoTRY) e ChoSC 30), questa caratteristica
diventata rapidamente uno standard dopo lintrashezidi DC-Chol 81) da parte del
gruppo di Huang [340]. L'ammina terziaria, protamnat pH fisiologico, da meno effetti
tossici rispetto ai composti di ammonio quaternaioausa di una ridotta interazione
con la protein chinasi C [341].

Un’altra importante caratteristica nella struttdiaquesto tipo di anfifili € la natura
del linker tra la testa cationica e la porzioneestdrolica. Al fine di testare I'impatto di
guesto linker, Ghosh [342] ha sintetizzato | contip82-34 recanti uno spacer estereo o
etereo e li ha testati, assieme al comp@&0q343] su linee cellulari COS-7: non si e

osservato nessun miglioramento sostituendo il grupgetanico con uno estereo. Al
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contrario, la sostituzione di un gruppo uretani@am aino etereo ha portato ad un
aumento di 6 volte della trasfezione, effetto sinailquello della Lipofectamifi® nelle
stesse condizioni.

Due parametri sono importanti nel considerare itgbuto del linker: l'effetto
elettronico del linker sulla testa polare e la sfabilita intrinseca. Un gruppo
fortemente elettronattrattore per effetto indutthadiverse conseguenze sull’efficienza
di trasfezione, a seconda della struttura delltatg®lare. Per i composti cationici
questo effetto diminuisce la densita elettronickasiesta polare aumentando la carica
netta positiva e quindi le interazioni DNA-lipidda stabilita del lipoplesso, e
I'efficienza di trafezione. Questo & confermato Wdsiltati sperimentali: i composti con
linker carbonato sono piu attivi di quelli con lerkesterei4{0>37, 41>38), in quanto il
gruppo carbonato ha un effetto elettronattrattoteiqtenso del gruppo estereo. Si ha
un’eccezione quando si confrontano linker eterezsdri.

Gli esteri dovrebbero agire meglio degli eteri swho questa teoria. Tuttavia, la
stabilita intrinseca dello spacer e l'opposto ebilancio totale €, come visto in
precedenza, a favore del gruppo etereo, che ceoéednche una maggiore stabilita in
presenza di siero. Inoltre, la biocompatibilita dae linker & diversa: quella esterea é
piu elevata. | compos86-47non hanno mostrato effetti citotossici collaterblh buon
compromesso pud essere l'uso di un linker amidiche ad un forte effetto
elettronattrattore unisce una buona stabilita edngpatibilita [337].

Per i composti pro-cationici (protonati a pH figigico) 35, 36, 39, 42-46 la minore
densita elettronica sull’atomo di azoto (dovutdeéitto induttivo elettronattrattore
dello spacer) abbassa la capacita della testagpdigorotonarsi: piu grande é l'effetto
elettronattrattore, piu bassa e l'attivita di tesbne. Infatti, i compostB6, 44 e 46
mostrano attivita di trasfezione molto basse, camapeento che pud essere collegato al
forte effetto elettron-accettore dei linker acetlio succinilico. L’abbassamento di
guesto effetto, usando un linker amidico al postond estereo, porta ad un aumento di
4 volte dell’efficienza di trasfeziond 342, 45>44).
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LIPOPOLIAMINE

Seguendo l'osservazione che le poliamine natucatiecla spermina e la spermidina
erano in grado di compattare efficacemente il DNAche il complesso aveva una
come una nuova classe di molecole che interagisconoil DNA. Attaccando una
porzione idrofobica alle molecole di spermina peszmao di uno spacer glicilico, ha
sintetizzato il DOGS 48), il primo vettore di trasfezione recante una e
poliaminica [345]. Questo lavoro iniziale é stawpgwito da altri sviluppi [332, 337,
339].

Le lipopoliamine sono composti pro-cationici in goadi compattare il DNA piu
efficientemente dei lipidi di ammonio quaternar882, 337, 339]. A causa della loro
struttura e del loro meccanismo d’azione, esse mamiedono un lipide helper, e
mostrano in tal modo bassi livelli di tossicita.

Seguendo lo stesso design usato per il DO&G}, (| gruppo di Behr ha espanso la
gamma di questi agenti trasfettivi, usando diveisste polari, spacers o catene
idrofobiche [330]. | compost#9-52 sono esempi rappresentativi. Recentemente, Byk
[346], usando una tecnica di sintesi su fase s¢8dd@], ha condotto uno studio di SAR
sistematico per definire I'impatto di ciascun elenee strutturale dei congeneri del
DOGS sull’efficienza di trasfezione. Il primo setabmposti53-56,ha rivelato che la
miglior configurazione della testa polare era lnreeauando testato sulle cellule Hela,
il 56 & stato 5-10 volte piu attivo dei composti condasimificate $3), globulari §4),

o a forma di T %5). L'influenza del linker & stata testata rimpiazda lo spacer
acetilico di 56 con uno butirrilico o inserendo un’altra unita cgica o
amminoesanoilica tra la porzione idrofobica ed iilkér acetilico. Non sono stati
osservati significativi miglioramenti nella trasieze, cosi che il composteb e stato
mantenuto come riferimento nel successivo studidirspatto dell'ancora lipidica
sull'attivita biologica. Sono state introdotte aaelipofile con un numero di atomi di
carbonio compreso tra 12 e 18, ottenendo i comp@shQ | saggi di trasfezione hanno
mostrato che, come atteso, la porzione idrofobiea um effetto fondamentale:
accorciando la catena alifatica da 18 a 12 atomtadbonio, si genera una brusca
diminuzione dell'attivita biologica parallelamergd un aumento di tossicita.
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L'uso della porzione colesterolica come ancora fabiwa nelle lipopoliamine é
iniziata con l'introduzione di DC-ChoBB() da parte del gruppo di Huang [340]. Con
guesta testa polare pro-cationica protonata a gibldigico e con il linker carbammico,
DC-Chol collega le due principali classi di agendisfettivi — lipidi di sali d’'ammonio
quaternario e lipopoliamine.

Sostituendo la porzione N,N-dimetiletilendiaminican la spermina, Lee [348] ha
ottenuto la poliamina colesteroli®&0 (lipide 67) a forma di T, risultata essere un
centinaio di volte piu efficiente dei lipidi catimnusati precedentemente quando testata

in vivo per il trasferimento del cDNA del CFTR defibrosi cistica.
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Piu recentemente, il gruppo di Miller ha sintetizzaettori DC-Chol di seconda
generazione [349]: le triamingla-f, le tetramine62a-f, le pentamineé3a-c Quando
coformulate col DOPE in rapporti 1:1 0 1&1e 62a e 63b hanno mostrato alti livelli
di trasfezione in vitro (fino a 4 volte di piu delstandard DC-Chol /DOPE) su linee
cellulari CFT.
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LIPIDI CATIONICI CON PORZIONI DI AMMONIO QUATERNARI O E
POLIAMINICHE

Le due principali classi di agenti trasfettivi pidi di sali d’'ammonio quaternario e
lipopoliamine — mostrano diversi profili di trasfeme a causa delle loro particolarita
strutturali, che forniscono approcci peculiari abarriere del delivery associate al
processo di trasfezione. Con la speranza di o#ener effetto sinergico, queste
caratteristiche strutturali sono state combinatkrr@ lipidi cationici di tipo misto [337,
339]. Il primo rappresentante di questa classa® $t DOSPA 64), coformulato col
DOPE nel sistema Lipofectamilfe[350]. Sebbene stabile e molto efficiente siaifrov
[351] che in vivo [352], il suo impiego clinico éaso ostacolato a causa di una tossicita
relativamente elevata. Di conseguenza, lo stesgopgrdi ricerca [353] ha testato un
altro approccio, basato sulla buona efficienzarasfezione ottenuta col DMRIEB)
Essi hanno rimpiazzato I'idrossile del DMRIE cormowemmminico, sperando che questo
avrebbe mantenuto o aumentato I'abilita del vetwiretabilire legami idrogeno col
DNA, aumentato la carica netta positiva del lipgdeonsentito interazioni bidentate tra
I'azoto quaternario, I'ammina primaria e le strogtyolianioniche dell’acido nucleico.
Il risultante BAE-DMRIE (65) ha esibito efficienze di trasfezione maggiori DMRIE
in varie linee cellulari. Inoltre, questi risultabiiologici sono stati ottenuti senza
colipide, suggerendo un diverso meccanismo d'aziosinile a quello delle
lipopoliamine. Questa ipotesi e stata supportatarsaagini AFM, che hanno rivelato
diversi tipi di lipoplessi peBAE-DMRIE rispetto al DMRIE [353].
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Ottimizzazioni successive hanno generato GAP-DLKRIE) [354]. Benché queste
strutture siano molto simili, le caratteristicheinsito-fisiche e biologiche cambiano
drasticamente, dimostrando interazioni diverselégdipide e lipide-DNA se confrontati
con BAE-DMRIE. Infatti, contrariamente al5, GAP-DLRIE ha mostrato la miglior
efficienza di trasfezione se coformulato con il DEJIR rapporto 3:1 per esperimenti in
vitro su cellule CFT1 e in rapporto equimolare pest in vivo (Ssomministrazione
intratracheale/intranasale in topi BALB/c). Bisogmetare che GAP-DLRIE ha
dimostrato di agire in vivo almeno 10 volte piuvigéntemente di altri metodi classici
di trasfezione disponibili, incluso DOTMA, DOTAP,MRIE, DDAB, DC-Chol o i
congeneri della classe del DOSPA (il secondo piiciefnte). Inoltre, esperimenti di
trasfezione con dosi ripetute, hanno indicato ¢lpeig raggiungere un’espressione di 2-
3 settimane, senza danni da parte della rispostauima [354].
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LIPIDI SALI DI AMIDINIO E GUANIDINIO

Un’alternativa per ottenere vettori di trasfeziammn una testa polare costantemente
carica positivamente & quella di usare gruppi amgdio guanidinici invece di gruppi
ammonio quaternario. Il gruppo guanidinico preseptaatteristiche interessanti:
rispetto al gruppo amminico rimane protonato inpuinampio intervallo di pH (pKdi
13.5); stabilisce forti legami idrogeno con gli @mi fosfato, fatto che si puo tradurre
con una maggiore forza di legame al DNA; & anchgrado di sviluppare legami
idrogeno con le basi nucleiche, specialmente gaamaippare in varie sostanze naturali e
la sua biocompatibilita & ottima [355]. | primi tativi sono stati fatti da Ruysschaert
[356], che ha introdotto digamidina 67) e dal gruppo di Lehn che ha proposto due
derivati del colesterolo: BGS®&) e BGTC 69) [355]. Si trovo che BGTC era molto
efficiente nel trasfettare molte linee cellulamigcrisultati simili o leggermente superiori
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a quelli del DOGS48)) quando usato con un colipide in soluzione nhacel Analoghi
risultati soddisfacenti sono stati ottenuti con BI58 BGTC quando coformulati col
DOPE in rapporto 3:2. Ulteriori indagini in viv8%7], per mezzo di instillazione
intratecale di liposomi BGTC/DOPE in topi Swiss OBlvia aerosol [358], hanno
confermato il potenziale di questo tipo di lipidationici per la terapia genica del
polmone.
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Piu recentemente, Patel [359] ha riportato un’effite trasfezione genica con il
tensioattivo bisguanilato BGDA7(), contenente una coda idrofobica diinica. Questa
nuova porzione idrofobica ci si aspettava conferigs alto grado di fluidita e di
destabilizzazione della membrana cellulare a cdalla sue particolarita strutturali con
due estremita cariche posizionate lontane l'undiadtah. BGDA é risultato efficiente
del trasfettare cellule HeLa quando coformulato BGIPE in rapporto 3:4, anche in
presenza di siero. Tuttavia, anche in questo dasmne incontrati i problemi citotossici

associati agli anfifili simili ai detergenti.
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Per ottenere lipidi cationici biocompatibili, Heyg60] ha sintetizzato una serie di
lipidi cationi peptidilici recanti un gruppo guailido derivato dall’arginina 71), oltre
ad analoghi della lisinas@), dell’istidina (7/3) e del triptofano {4). | risultati dei saggi
di trasfezione su cellule V79 e HT29 indicano dheguesti casi, lipidi piu corti hanno

una migliore performance di quelli pit lunghi.

+
N N H N
HN Hhﬂ/u\ﬁ/r\m IN(*):(“\H/\K\N
MH;y : NH; .
71 mR=CpR=Cy 72 MmR=CjpR=Cp
b R-lel‘-{'.‘u b R-C",R'-Eu
o
< H,N
]
= OR’
N OR il
< J 74 ®R=Cp.R'=Cp
N 73 MR=CpR'=Cp ‘\/J beR = Cpp R =Cp
H R=Cy K =Cpy
Fig. 29

61



LIPIDI CATIONICI ETEROCICLICI

L’analogia con sali d’'ammonio quaternario rivelagassibilita di ottenere lipidi
cationici eterociclici con buona attivita biologieaottima biocompatibilita. Inoltre, gli
eterocicli aromatici carichi positivamente hannellrplanari con carica delocalizzata,
cosa che puo avere un grande impatto sulle prapehgmico-fisiche come I'idratazione

del lipide e 'assemblaggio supramolecolare [354,]3
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Solodin [362] ha introdotto i lipidi cationici dipo imidazolico sintetizzando il
DOTIM (75) e derivati. Ulteriori sviluppi furono proposti ltla Megabios Corporation,
che lancio un programma per ottenere lipidi a basedazolica con bassa tossicita
[363]. Il piu promettente € sembrato essere il costp76, che ha mantenuto l'attivita
trasfettiva del DOTIM 75 quando coformulato col colesterolo e col DLPE
(dilauroilfosfatidiletanolamina). Un derivato imialico protonato a pH fisiologico, il
DIP (77), e stato disegnato [364] per aumentare seletewaenil rilascio di DNA

incapsulato quando usato come colipide in espetimgintrasfezione mediata da
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liposomi. Questo approccio si basava sull'idea diname tensioattivi biodegradabili
sensibili al pH, che possiedono linker facilmentindibili (soprattutto esterei). Piu
recentemente, I’Alza Corporation [365] ha impiegatm successo il derivato gliceril-
imidazolico 78 per la trasfezione in vitro di linee cellulari 269 tumore polmonare
umano.
Engberts, Hoekstra, Meekel ed i loro collaborat@nno sintetizzato e testato per il
gene delivery una grande varieta di tensioattivifiiai piridinici del tipo 79-84[366].
I migliori risultati biologici sono stati ottenution i composti N-metil piridini@9 [367].
| risultati sperimentali mostrano che 'aumentaedlanlunghezza della catena idrofobica
da 12 a 18 atomi di carbonio genera una curva gaamper I'attivita trasfettiva, con
un picco per il derivato miristilico, in accordorcaltri studi [323, 334]. Quando doppi
o tripli legami sono stati inseriti nella struttudalla porzione idrofobica7@e-K), si e
potuto ottenere un ulteriore aumento, a riprovguhinto gia scoperto [323, 327, 359,
368]. Il composto piu attivo della serie, il detiwalioleoilico79g € stato trovato essere
6 volte piu attivo di Lipofectif". Questo effetto diminuisce della meta quando ssaa
allisomerotrans 79h o ai congeneri acetilenici coni®k [367]. E degno di nota il fatto
che la citotossicita e bassa: questi anfifili piridi  mostrano scarsi o nessun effetto
tossico nei confronti delle cellule esaminate, ttarstica che ci ha spinto ad utilizzare
anfifili cationici simili.

E stato anche studiato I'effetto della modificaziatella testa polare sull’efficienza
di trasfezione. Un aumento della lunghezza deltanzaN-alchlica da 1 a 5 atomi di
carbonio (da79c a 80a-Q si e trovata essere influente, con il massimdatvita
biologica a 3 atomi di carbonio. Tuttavia I'effeéostato di bassa entita se confrontato
con l'influenza della porzione idrofobica. L’intradione di un gruppo addizionale
carico positivamente sembra avere un effetto malegativo sull’efficienza di
trasfezione. Un effetto simile & stato ottenuto nebko del compost®3, in cui
I'orientazione del gruppo piridinico e invertita.ténsioattivi gemini84 hanno dato

performance simili o inferiori rispetto al monomero
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ASPETTI FARMACOCINETICI

BIODISTRIBUZIONE

In tutti gli studi sulla somministrazione intravesao di complessi lipide/DNA,
I'espressione genica e apparsa in tutti gli organmcipali, inclusi cuore, polmone,
fegato, milza e rene [208, 211, 369-372]. Il polm@nsempre 'organo con il piu alto
livello di espressione genica e le sue cellule &ldd sono il principale tipo di cellule
trasfettato.

Dopo 10 minuti dalla somministrazione, meno del @b lipoplessi rimangono nel
sangue. Il periodo di tempo critico che occorreDMNA per entrare nelle cellule
polmonari & di 60 minuti dopo somministrazioneesisita [373]. Dopo questo primo
passaggio duptakenei polmoni, il fegato rimane I'organo principalerg’eliminazione
poiché i lipoplessi si ridistribuiscono dai polmomil fegato dopo 60 minuti
dall'iniezione [374]. Nonostante la maggior partei dipoplessi siano ritrovati nel
fegato, molte delle particelle entrano nelle celldi Kupffer piuttosto che negli
epatociti.

L'INTERAZIONE CON IL SIERO RIDUCE LA BIODISPONIBILI ~ TA’

Le barriere sistemiche sono i fattori che ostaawlatrasporto specifico dei vettori di
trasfezione agli organi malati in seguito a somstmazione sistemica. Talvolta la
progettazione di lipoplessi efficienti per la somisirazione sistemica deve
fronteggiare il delivery di geni terapeutici a cédl target lontane. Partendo dal sito di
iniezione fino a raggiungere la cellula bersaglitipoplessi devono confrontarsi con
I'ambiente delle barriere biologiche, inclusi i coomenti del sistema circolatorio come
proteine sieriche, elementi cellulari, eritrocpiiastrine, ma anche DNAsi endogene,
antigeni e sistema del complemento. L’instabiliga cbmplessi lipide/DNA iniettati nei
fluidi biologici, contenenti proteine sieriche @eatoncentrazioni saline, € il problema
principale nel delivery sistemico. Come sappiane,preparare i lipoplessi € usato un
eccesso di lipide cationico cosi che la carica tpasiglobale possa assicurare un
efficiente uptake cellulare endocitico per mezzdledesuperfici cellulari cariche
negativamente. Sfortunatamente, questo eccessaardine positive dei lipoplessi

favorisce anche le loro interazioni elettrostatichen-specifiche con le proteine
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albuminiche idrofobiche del siero cariche negatigata e con componenti cellulari
come lipoproteine a bassa densita, macroglobuiiménogeno, eparina e innumerevoli
altre molecole sistemiche cariche negativamente,[3yY5-380]. Si formano grossi
aggregati che sono intrappolati nei capillari eetlali dei polmoni o eliminati dal
sistema reticolo endoteliale (RES).

Questo “effetto di primo passaggio” si origina dlimper la deposizione dei
lipoplessi aggregati ai componenti del siero aémo della microvascolatura
polmonare, il primo letto capillare che i lipoplesgontrano dopo la somministrazione
intravenosa.

Una tale destabilizzazione sistemica dovrebbeingal di principio, essere trattabile
con una somministrazione locoregionale di lipople$sittavia, la somministrazione
locale direttamente ai siti malati non e fattibper il targeting a siti remoti o
inaccessibili. Da qui il bisogno di sistemi liposain target-specifici in grado di
oltrepassare le barriere sistemiche.

Sono state elaborate varie strategie per superagsta problema; le tre principali
sono descritte di seguito.

Yang e Huang [376] hanno studiato il ruolo del @pp di carica del liposoma DC-
Chol/DNA nell'inibizione della transfezione da martlel siero. Hanno trovato che
I'effetto inibitorio del siero puo essere evitatoreentando il rapporto di carica liposoma
cationico/DNA. Una spiegazione possibile € che, yerpiu alto rapporto di carica,
l'effetto di neutralizzazione del siero & saturdto lipidi in eccesso, consentendo a
gualche complesso cationico liposoma-DNA di legatk superficie cellulare. In un
altro studio, gli stessi autori hanno segnalato lehsensibilita al siero del complesso
cationico liposoma-DNA pud anche essere inibita lymmgando il periodo di
incubazione del complesso [380], probabilmente hpErd complesso lipide-DNA
subisce nel tempo un processo di maturazione chm leso totalmente resistente al
siero.

Solitamente, il DOPE é utilizzato come lipide helpgella composizione del
liposoma cationico. Crook [381] ha incluso il caslo anziché il DOPE nei liposomi
di DOTAP e ottenuto livelli significativi di transkione in vitro a concentrazioni di
siero inferiori all’'80%. Questi autori hanno suggerche l'inclusione di colesterolo
nella membrana potesse generare uno stato cnstalltamente ordinato, in grado di
aumentare la stabilita dei complessi se esposieab. Smyth Templeton [208] e Liu

[375] hanno segnalato una buona protezione del BN delivery efficace nel tessuto
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usando lipoplessi a base di DOTAP e colesterolppdmmministrazione sistemica nel
topo. In uno studio piu recente di Li [379], e atatabilita una correlazione fra la
velocita di disintegrazione dei vettori lipidici pssti al siero e la loro efficienza di
transfezione in vivo nel polmone. | vettori conteidOPE come lipide helper sono
stati caratterizzati da un’alta velocita di disgr&zione, con conseguente bassa
ritenzione nel polmone e scarsa efficienza difé¢msne. Al contrario, i vettori
contenenti colesterolo hanno avuto una velocitdiglhtegrazione piu bassa ed un’alta
efficienza di trasfezione nelle cellule polmonarvivo.

La strategia piu promettente € quella di coniugalipidi con il polietilenglicole
(PEG) per ridurre le interazioni con le proteinerishe. La stessa strategia € stata usata
per ridurre la risposta immunitaria tentando diawe I'uptake dei lipoplessi opsonizzati
con le proteine sieriche da parte dei macrofagvésia a p. 71). Si pensa che il PEG,
idrofilo e incapace di intergire sia con il DNA chen i lipidi cationici, fornisca tempi
di circolazione piu lunghi dei lipoplessi nel samgminimizzando il legame tra i
componenti del sangue e i lipoplessi. Sfortunataeydiinclusione di lipidi PEGilati
ingombranti causa un’inibizione dose dipendentd’atVita trasfettiva. Per questo
stata usata per modulare il tempo di associaziangudsti lipidi nei lipoplessi.
L’obiettivo di questa strategia € di usare il PE@ne una copertura per i lipoplessi
prima che essi raggiungano le cellule target. Uoldavarrivati alle cellule target, il
lipide PEGilato si stacca e libera il lipoplesstivat [382]. Szoka ha mostrato che lo
scudo di PEG dei lipoplessi si puo staccare usamdlinker acido-sensibile attraverso
cui il PEG puo essere rimosso quando il lipoplessall'interno del compartimento
endocitico [383]. Infatti, a pH neutro questo rithe®ento stabilizza i lipolessi
impedendo la loro aggregazione in cluster, chebfa&en ostacolo per I'applicazione in
vivo, e/o l'interazione con le proteine siericheedavorirebbe una rapida eliminazione
da parte dei macrofagi. Una volta nel compartimeaidosomiale, in presenza di un
ambiente leggermente acido, il PEG subira un clpavesara rilasciato, consentendo
cosi la destabilizzazione dei lipoplessi, neceagaer la disgregazione della membrana

endosomiale e i concomitanti dissociazione e rikadel plasmide [384].
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IMPORTANZA DELLE DIMENSIONI DEI LIPOPLESSI

Per quanto riguarda le dimensioni dei lipoplessi,phrticelle piccole (diametri
inferiori a 500 nm, solitamente al di sotto dei X50) penetrano piu facilmente nei siti
inflammati e nei tumori solidi poiché la vascolaazione e le giunzioni endoteliali
sono piu facili da attraversare e questo permettedi uscire piu facilmente dal circolo.

Un ruolo importante viene svolto non solo dallelidel ma anche dallo spazio
extracellulare, cioe dalla matrice costituita da yalisaccaridi e proteine che formano
il network sulla superficie cellulare [385]. Anche in questmsa@, piu la particella e

piccola, piu e in grado di diffondere e raggiundarsuperficie cellulare

SOMMINISTRAZIONE INTRAVENOSA E NELLE VIE RESPIRATOR IE
Sfruttando il fatto che si depositano in grandengjtea nei capillari polmonari, i
lipoplessi sono stati usati per il gene deliveryivo nel polmone con somministrazione

intravenosa [208, 211, 386] e nelle vie respiratf@B7, 389].

Per la somministrazione nelle vie respiratorie sstabi utilizzati lipoplessi a base di
DC-Chol e DOPE, ma anche formati da colesterolosunquesto gruppo € legato al
gruppo poliaminico con un legame carbamoilico. Beesta via di somministrazione
sono stati trovati molti fattori limitanti [390, 3R Un fattore critico e che le cellule
endoteliali delle vie aeree superiori sono copea@ino strato di muco viscoso e carico
negativamente che spesso intrappola e neutrakzearlche superficiali dei lipoplessi.
In pazienti affetti da fibrosi cistica, le celluépiteliali sono ulteriormente coperte da
uno spesso strato di sputum che contiene DNA gerwniasciato dalle cellule morte e
dai batteri. Nelle vie respiratorie inferiori, lorato di tensioattivo arricchito con vari
fosfolipidi e proteine tensioattive si ritiene ifgba I'attivita trasfettiva dei lipoplessi.
Inoltre, le cellule epiteliali ben differenziatellgevie respiratorie superiori sono meno
attive nelluptake dei lipoplessi rispetto a quellielle vie respiratorie inferiori.
Un’adeguata schematura delle cariche superficallipoplessi per ridurre l'interazione
non-specifica proteina/mucina, l'inclusione di ugahdo di target per aumentare |l
legame specifico e la sostituzione di una porzideklipidi cationici con un peptide
attivo sulla membrana e meno tossico sembranoeepassaggi utili per risolvere questi
problemi.

Il trasferimento genico in vivo con somministrazomtravenosa sistemica di

lipoplessi trasfetta principalmente le cellule etetlali della vascolatura polmonare
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[211]. Un largo eccesso di lipidi cationici € nes@$o per un trasferimento genico
ottimale [211]. Il colesterolo si € rivelato esseire vivo, un miglior colipide per la
trasfezione sistemica rispetto al DOPE. Infatti sjwdtimo sembra staccarsi troppo
facilmente in presenza dei componenti del sanglg,[279, 392], mentre il colesterolo
sembra stabilizzare la struttura del lipoplessosaelgue. Inoltre, é stato mostrato che si
possono trasfettare efficientemente le cellule 'e@lotelio polmonare iniettando
dapprima liposomi cationici privi di DNA e subitmplo una soluzione di DNA nudo
[393], il che suggerisce che varie strutture dofifessi che sembrano essere importanti
per la trasfezione di cellule in colture cellulaon sono critiche per la trasfezione con
iniezione intravenosa. L'espressione di un geneortep nelle cellule polmonari
trasfettate si instaura rapidamente e raggiungedllivello massimo tra le 8 e le 16 ore
dopo la trasfezione, dopo di che declina rapidamdhdeclino non €& solo dovuto alla
degradazione del DNA: una seconda trasfezione #&aegoa settimana dopo non ha
dato un’espressione significativa [211], suggerentie & verosimile che le cellule
inizialmente trasfettate diventino resistenti atesso tipo di trasfezione attraverso un

meccanismo regolatorio negativo.
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TOSSICITA’

Nonostante i lipidi cationici abbiano una tossiciimmeno paragonabile a quella dei

vettori virali, qualche risvolto tossico € tuttaviscontrabile.

RISPOSTA IMMUNITARIA

La somministrazione sistemica di lipoplessi indunea rapida attivazione del sistema
immunitario innato: le cellule di Kupfer, i macrgiadel fegato, sono responsabili
dell'uptake dei lipoplessi e della produzione diochine proinfiammatorie, come il
tumor necrosis factax (TNF-a), interferony e le interleuchine 6 e 12 [394]. Vari studi
hanno dimostrato che l'infammazione non solo cawssicita sistemica, ma riduce
anche la durata dell’'espressione genica [394].

Parte della risposta inflammatoria € legata altpieaze non-metilate CpG (umCpG)
trovate nei plasmidi di origine batterica. umCpGire potente immunostimolante che
innesca il rilascio di citochine proinfiammatorig9p, 396] in modo dose-dipendente
[397]. Una precisa sequenza € stata identificatanecoaltamente stimolatoria
(GACGTT). I lipidi cationici nel lipoplesso sono grado di incrementare I'effetto di
umCpG. Inoltre, i motivi CpG presenti nei plasmsbno agonisti del recettore 9
endosomiale, che induce una risposta immune adcaspgitro.

Le strategie per ridurre la tossicita infiammatop@ssono essere suddivise in tre
gruppi: 1) eliminare nel DNA plasmidico i motivi Gpimmunostimolanti attraverso
una mutagenesi sito-specifica; 2) diminuire le raeni del lipoplesso con le cellule
immunitarie, ad esempio riducendo l'uptake da pdeke cellule di Kupfer attraverso
'uso di un ligando target o con l'iniezione sequete dei vettori e del DNA; 3)
sopprimere la risposta immune ai lipoplessi usaratgenti immunosoppressori

somministrati assieme ai lipoplessi stessi (SafgpE98].

Un altro fattore correlato agli effetti collateralella trasfezione é I'attivazione del
complemento [399] e l'adsorbimento sulla superfidiei lipoplessi delle proteine
sieriche che, a loro volta, agiscono come opsoaimescano l'uptake delle particelle
opsonizzate da parte dei macrofagi e di altre leellmmunitarie. Per risolvere questo
problema sono state considerate varie strategieestmpio, coprire la superficie dei

lipoplessi con polimeri inerti potrebbe, in lineigpdincipio, ridurre 'adsorbimento delle
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proteine e la loro affinitd con le cellule immumigae minimizzare cosi le risposte
tossiche. A questo scopo lipidi coniugati con illigdenglicole (PEG) sono stati
incorporati nei lipoplessi per ridurre drasticangeihd interazioni non-specifiche dei
lipoplessi con i componenti del sangue [382, 4@, 4strategia gia descritta a p. 67.
Inoltre, si pud ridurre la tossicita dei lipidi @atici inserendo lipidi piu
biodegradabili [309, 402, 403]. | lipidi cationicihhe sono carichi solo a pH leggermente
acido ma non a pH neutro [302] o quelli i cui grupgrichi possono essere eliminati
dopo la formazione del lipoplesso [3Q8)ssono essere una soluzione potenziale per gli

attuali problemi di tossicita.

RELAZIONI STRUTTURA-TOSSICITA’ DEI LIPIDI CATIONICI

Sono state riportate reazioni infammatorie acuteamimali trattati con lipoplessi
somministrati nelle vie respiratorie o per inieaomtravenosa. Ad esempio, studi
tossicologici dettagliati su una delle formulazi@enzyme Lipid, GL-67/DOPE, hanno
rivelato che il lipide cationico contribuisce sificativamente alla tossicita osservata
[404, 405]. | sintomi includono ipotensione polmmacuta, induzione di citochine
inflammatorie, infiltrazione tissutale dei neutibfinel polmone, ridotta conta
leucocitaria, e, in certi casi, lesioni tissutadi fegato e nella milza [406]. Nelluomo, in
soggetti che hanno ricevuto liposomi o lipoplessioaolizzati a base di GL-67, sono
state notate reazioni inflammatorie avverse inovamado, inclusi sintomi influenzali

con febbre e infiammazione delle vie respiratodi@4].

Sono stati fatti studi volti a correlare la tossiccon le modiche delle diverse

porzioni che compongono i lipidi cationici.

Testa idrofila. Gli effetti citotossici sono associati alla natwationica del vettore,
determinata principalmente dalla sua testa polalipidi cationici possono diventare
citotossici interagendo con enzimi critici comeRKC. Molti derivati del colesterolo
contenenti teste polari con atomi di azoto teramiani quaternario possono inibire
I'attivita della protein chinasi C (PKC). Gli anfifcon ammonio quaternario sono piu
tossici delle loro controparti amminiche terziaf@7]. Una soluzione recente per
aggirare questi problemi & quella di delocalizdarearica positiva della testa cationica

su un anello eterociclico. | lipidi cationici eterdici con ioni imidazolio o piridinio
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come teste polari [307, 362, 366, 408] hanno mtusttama maggiore efficienza di
trasfezione e una minore tossicitd se confrontati icclassici sistemi di trasfezione
[409]. Questo e uno dei motivi che ci ha spint@m atudio dei tensioattivi gemini
dipiridinici.

Ad esempio, il 20c (Fig. 32), un tipo di lipide iginico, ha trasfettato varie linee
cellulari tumorali con un’efficienza simile o pilegata del DOTAP ma con piu bassa
citotossicita [410]. Anche il gruppo guanidinio teso vari lipidi piu sicuri per 'uso in

Vvivo rispetto alla controparte amminica [411].
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Catene idrofobiche Sono due le tipologie principali di porzioni ifibbiche: le
catene alifatiche e le strutture derivate dal d¢eleso. Di solito, per le catene alifatiche,
lipidi con una sola catena sono piu tossici e mefficienti delle controparti a doppia
catena. Pinnaduwage [328] ha riportato che il ¢etitetilammonio bromuro (CTAB)
(Fig. 17 Q1) p. 48) era piu tossico e meno efficiente del DOV Fig. 14 @) p. 45).
Tuttavia Tang e Huges [412] hanno dimostrato cl&ldurossiesil ornitinato (LHON)
(Fig. 33) con un catena era piu efficiente e massito del DOTAP (Fig. 1) p.46).
Questo dimostra che non possiamo scartare compatania possibilita dei lipidi
cationici a singola catena per la terapia genica.

Qualche lipide, come i derivati del colesterolonaanibitori della PKC, il che puo
essere associato alla loro tossicita. Gli anfi@ifitionici che contengono strutture
steroidee sono risultati essere inibitori piu pttelella PKC rispetto agli analoghi a

catena lineare, e quindi anche piu tossici [407].
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Linker . La maggior parte dei legami linker sono eterieeso ammidi. Sebbene
composti con linker eterei trasfettino con piu @énza, sono troppo stabili per essere
biodegradati, e questo causa tossicita. | lipidiocéici con legami esterei come |l
DOTAP sono piu biodegradabili ed associati ad umaore citotossicita nelle colture
cellulari [324, 413-415], ma purtroppo sono incladla decomposizione nel sistema
circolatorio.

Negli ultimi anni sono stati sviluppati lipidi cdimker carbammato con tossicita piu
bassa [416-420], sfruttando la loro idrolisi acwhdalizzata (quando il pH degli
endosomi si abbassa) per la liberazione del DNAedfulipidi possono essere

rapidamente degradati in piccole molecole non th&sper la cellula.
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APPLICAZIONI TERAPEUTICHE

CONSIDERAZIONI GENERALI

Ogni malattia che presenta una componente genatizaliventare un candidato per
la terapia genica.

Tra le malattie genetiche, i disordini monogenioha causati da un difetto di un
singolo gene e quindi sono candidati ideali pdrattamento con la terapia genica. |
disordini monogenici comprendono circa 4000 maattte che includono la deficienza
delladenosina deaminasi (ADA), la fibrosi cisti¢a,distrofia muscolari di Deuchenne,

I'emofilia, la fenilchetonuria e I'ipercolesteroléafamiliare [421].
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Fig. 34 Numero di clinical trials di trerapia genica apyati nel mondo tra il 1989 e il 2008 [4].
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| disordini multifattoriali, invece, implicano ilanvolgimento di geni multipli o di
una combinazione di fattori genetici ed ambienf@éta la complessita di tali disordini,
l'utilizzo di protocolli di terapia genica per laorb cura deve ancora essere
approfonditamente studiato.

Da diversi anni sono disponibili dati pre-cliniccknici sul gene delivery mediato da
lipidi cationici: questi dati hanno suscitato umse di ottimismo tra i ricercatori. Nel
1993, Zhu e riuscito per la prima volta ad ottemerktopo, seppur con bassa efficienza
di trasfezione, un’espressione transgenica in dmeo la somministrazione intravenosa
di un plasmide di espressione di citomegaloviraesachfenicolo acetiltransferasi (CAT)
complessato con DOTMA/DOPE [422]. Successivaméantbase a vari studi, i fattori
che aumentano l'efficienza di trasfezione in viva tiposomi cationici sono risultati:
elevata carica totale del lipoplesso [245, 352, 37b, 423], uso del colesterolo come
colipide [208, 245, 362, 424], grandi dimensioni lilgoplessi [245] e dose elevata di
DNA plasmidico [376, 423, 425-427]. La condensaeiothel DNA con polimeri
cationici biocompatibili prima del mescolamento clyposomi cationici € risultata
rendere il DNA resistente alle attivita delle DNAsimentare I'efficienza di trasfezione
dei liposomi cationici in vivo [376, 423, 425-427].
| recenti sviluppi nel campo della terapia genidiam@ntano grandi speranze per il
prossimo futuro. Quasi 1500 protocolli clinici, cb@involgono migliaia di pazienti, si
stanno svolgendo in tutto il mondo [4], con un antoe dal 1999, del numero dei
clinical trials approvati (Fig. 34). Circa un deardi questi clinical trials viene condotto
con lipoplessi (Fig. 1, p. 8). La maggior parte daiical trials € in fase | e solo il 3% é
in fase Il (Fig. 35).

CANCRO

| due terzi di tutti i clinical trials riguardanaovérse forme di cancro [4] (Fig. 36). In
riferimento al gene delivery mediato da lipopledsgogna sottolineare che parecchi
lipidi cationici hanno ricevuto I'approvazione peamical trials, come ad esempio DC-
Chol per il cancro ovarico e della mammella [4289Me per il melanoma [430] e
DMRIE per il carcinoma delle cellule basali [431] enelanoma metastatico [430].
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Phase | 60.3% (n=888)
Phase /Il 19% (n=280)
Phase Il 16.6% (n=244)
Phase II/1ll 0.9% (n=13)
Phase lll 3.2% (n=47)
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Fig. 35 Fasi dei clinical trials di terapia genica neD2Qq4].

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials (
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Cancer diseases 65.2% (n=960)
Cardiovascular diseases 9.3% (n=137)
Monogenic diseases 8.2% (n=120)
Infectious diseases 7.6% [(n=112)
Neurological diseases 1.2% (n=17)
Ocular diseases 0.8% (n=12)

Other diseases 2.2% (n=32)

Gene marking 3.4% (n=50)

Healthy volunteers 2.2% (n=32)

The Journal of Gene Medicing, © 2008 lohn Wiley and Sons Lid www, wilzy. couk/genmed/clinical

Fig. 36. Patologie per le quali sono condotte i clinicells di terapia genica nel 2008 [4].

La terapia genica del cancro puo essere fattaeimtvdi: somministrando la copia
corretta 1) di un gene oncosoppressore mutato; @) dene codificante per un enzima
che attiva un profarmaco anticancro; 3) di un gelme codifica per un antigene che
scatena una risposta immune protettiva [432].
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La somministrazione di un plasmide liposomiale @sprime un RNA antisenso
mirato alla soppressione della produzione di pnaté{-ras p21 specifica & stato usato
per ridurre la crescita di tumori pancreatici regdd [433]. Anche la somministrazione
della formulazione liposomiale del gene IL-2 ha dmio ad una soppressione del
tumore nella immunodeficienza severa combinataaj® [434]. Altri studi di questo
genere in animali hanno mostrato buone rispostdodihe in vivo, come la
diminuzione del tumore usando il gene codificarge lh-12 [435, 436] o il gene p53
induttore dell’apoptosi, ritenuto difettoso in aeipi di cancro [437].

Somministrati topicamente, i complessi lipide caito-DNA sono stati utilizzati per
aumentare la regressione dei tumori della pell&][4Btraverso I'espressione locale di
citochine (IL-12, IL-8, IL-P, IL-6 e IFN-y) [439-441], fattori di crescita, o proteine
estranee del complesso maggiore di istocompadibfitLA) [430, 442]. L'iniezione
intratumorale di un gene liposomiale codificante HeA-B7, al fine di generare una
risposta immune in pazienti affetti da melanomanfatti risultata in una parziale
risposta [443-445].

Esempi di trasferimento genico cellulo-specifico pda cura del cancro

Per trasferire geni in modo cellulo-specifico, satati progettati vari lipidi cationici
contenenti ligandi recettore-specifici attaccatvalentemente alla testa polare. Ad
esempio, gli epatociti sovraesprimono sulla supierftellulare recettori ad alta affinita
che possono legare asialoglicoproteine e successiv@ internalizzarle nel citoplasma.
Kawakami [446, 447] e Fumoto [448] sono riusciti atserire in vivo geni di
trasfezione selettivi per gli epatociti usando $ipmi cationici galattosilati Gal-C4-
Chol. Analogamente, i recettori per il folato (FBYno sovraespressi in molte cellule
tumorali umane ed espressi a livello basale nesutesiormali [449, 450]. In altre
parole, FR é sia un eccellente marker tumorale wheecettore funzionale tumore-
specifico. L'acido folico e un ligando ad alta afta per FR (i ~ 0.1nM) e mantiene le
sue caratteristiche di binding a FR quando € legatalentemente a una grande varieta
di molecole. Questa e la ragione per cui I'acidicfoe stato ampiamente sfruttato per
trasferire polinucleotidi, come oligonucleotidi e@nso e plasmidi, alle cellule con FR.
Ad esempio, sia Reddy [451] che Hofland [452] sdneciti a sviluppare complessi di
lipidi cationici coniugati al folato che hanno m@gb un’espressione trasgenica in vivo

nei tumori murini.
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La formazione e la differenziazione dei vasi saggudai vasi pre-esistenti o dalle
cellule endoteliali progenitrici € importante siallforganismo sano che in quello
malato. Durante l'angiogenesi e il rimodellamentasaolare, le cellule endoteliali
mostrano un’espressione aumentata di varie moledolsuperficie che potenziano
I'invasione della cellula e la proliferazione. Gliorzi per influenzare la biologia dei
vasi sanguigni attraverso il gene delivery sont sttacolati a causa della mancanza di
vettori specifici per le cellule endoteliali. Undagse delle suddette molecole di
superficie sono le integrine, fondamentali neligotazione dell’angiogenesi. Sfruttando
il fatto che le integrine sono poco espresse malidelio quiescente ma sovraespresse
nell'’endotelio in proliferazione, Cheresh é riuscit sviluppare un sistema di delivery
molto efficace [453]. Questo autore ha dimostrate cana nanoparticella basata su
lipidi cationici polimerizzati legata covalentemerdd un ligando per l'integrinav33
puo essere sfruttata per trasferire geni seletévdena vasi sanguigni angiogenici di
tumori murini. L’iniezione sistemica di queste peetle coniugate ad un gerieaf
mutante, che blocca la segnalazione endotelidngibgenesi in risposta a vari fattori
di crescita, nel topo ha dato luogo all’apoptosila successiva regressione del tumore
primario e metastatico [453].

| recettori sigma sono proteine di membrana sopr@sse in certe neoplasie
maligne, incluso il cancro alla mammella. Questettori hanno un’alta affinita per vari
ligandi, come i neurolettici (tra cui I'aloperidgldBanerjee ha recentemente sviluppato
un fosfolipide a base di polietilenglicole legatd’atoperidolo che, in seguito
all'incorporazione in liposomi cationici, ha mogtraun espressione del gene reporter
nelle cellule MCF-7 (cellule di tumore del seno gecettori sigma sovraespressi) di
dieci volte superiore rispetto al sistema di cdidraon-specifico [454]. Reddy e
Banerjee hanno progettato anche un fosfolipide se bdi polietilenglicole legato
all'estradiolo altamente efficace che, dopo I'inmanazione in liposomi cationici, si lega
e uccide molto efficacemente le cellule primarié @gcinoma della mammella (come
le cellule MCF-7) con recettori per gli estrogerovaespressi, usando il gene
anticancro p53 [455]. Ovviamente, se l'efficaciagdiesti sistemi di targeting per il
cancro al seno rimanesse tale nei clinical trigssi potrebbero diventare molto

promettenti per la cura di questa patologia.
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FIBROSI CISTICA

La fibrosi cistica (CF) é la seconda grande appiaz della terapia genica [4].

E una malattia monogenica ereditaria del traspatico delle cellule epiteliali
associata a patologie di molti organi come polmpaacreas e fegato. E causata da una
gualsiasi su oltre 1000 mutazioni di un gene da B88ul cromosoma 7 che codifica
per un polipeptide di 1480 amminoacidi, chiamatgotatore della conduttanza
transmembrana della fibrosi cistica (CFTR), cheziona da canale dello ione cloro
nelle membrane delle cellule epiteliali del polm¢aB6-458]. Le cellule epiteliali del
polmone hanno geni CFTR mutanti, incapaci di esprénta proteina CFTR funzionale:
guesto porta a difetti patologici di trasporto mmnel polmone.

Dal 1989, anno in cui fu clonato il gene CF [498]terapia genica € emersa come
un’alternativa importante per il trattamento detflalattia e ha raggiunto i clinical trials
[456, 460-465]: in questi studi si € osservato ipristino parziale del canale del cloro
funzionante [466-469]. Siccome per trattare la GRossufficienti livelli molto bassi di
CFTR [470], i lipolplessi sono stati usati con |80 in parecchi esperimenti in vivo.
Inoltre, quando somministrati sistematicamente icwezioni intravenose, i complessi
lipide cationico-DNA hanno mostrato una forte prefea verso la trasfezione di
tessuto polmonare negli animali da esperimento,[388, 470-472]. Le formulazioni
includevano DC-Chol, [469, 473], lipide 67 [465,147474, 475], DOTMA [471],
DOTAP [471, 476], GAP-DLRIE [477] e glicilbetaind78].

Purtroppo nel polmone del paziente affetto da 8buoistica I'uptake dei lipoplessi e

comungue inibito dal muco e dallo sputum infettéqp

POLMONE

Poiché l'iniezione intravenosa dei lipoplessi corelwall’espressione transgenica
principalmente nel polmone, quest'organo € uno gigipiu estesamente studiati in
terapia genica.

Per trattare malattie del polmone come I'enfiseamailiare o altri stati infammatori
sono purtroppo richieste alte efficienze di tragfee [470, 480]. Oltre alle malattie con
una chiara origine genetica, anche le malattie iaitqudel polmone e quelle con
eziologie complesse possono essere trattate capidegenica [470].

Studi recenti hanno dimostrato I'enorme potenZiatapeutico dell'uso del polmone

come un fattore metabolico genetico per produtrasferire proteine nella circolazione
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per il trattamento di malattie ereditarie non asgeadirettamente a patologie polmonari
[348].

Assicurare il successo clinico dei liposomi catiomiella terapia genica non-virale
per trattare patologie ereditarie polmonari e tfi @rgani, sia utilizzando nuovi lipidi
cationici che migliorando le formulazioni di anfifcationici noti e DNA [245, 354,
481], rimarra quindi un obiettivo primario delladpia genica attuale.

SISTEMA NERVOSO CENTRALE

Un altro target importante per la terapia genidaséstema nervoso centrale (SNC).
Molti gravi scompensi 0 malattie del SNC sono tesis alle convenzionali terapie con
piccole molecole, ma sono candidati per la teramaica. Tra di esse Si possono
annoverare: epilessia, malformazioni arteriovenos@rbo di Parkinson, tumori
cerebrali, morbo di Alzheimer, morbo di Huntingtosindrome di Rett, morbo di
Canavan, sclerosi laterale amiotrofica (ALS), isolee lesioni del midollo spinale
[482-486]. Inoltre, i metodi virali non possono @ssusati in trattamenti non-invasivi in
quanto i virus non attraversano la barriera emat®falica [486]. Di conseguenza, la
terapia genica basata sui liposomi € un’interessalternativa [487, 488]. Per molte
delle patologie elencate sopra, si sono ottenuihbtisultati in questa direzione sia in
vitro che in vivo (in modelli animali) usando lipigationici come DMRIE [489],
DDAB [488], DC-Chol [490, 491], o DOSPA [492]: quesaumenta la probabilita di

estendere la terapia all'uomo.

ALTRE PATOLOGIE

La terapia genica puo anche essere applicata dtimalacuore e arterie [493-498].
A pazienti € stato somministrato senza effetti asivé fattore di crescita vascolare
dell'endotelio (VEGF) [499] con lo scopo di prevenilischemia miocardica ed
esperimenti di trasfezione sono stati condotti isiavitro che in vivo utilizzando
lipoplessi a base di GAP-DLRIE [496, 498] o DOTMA9B, 494]. In questo caso, per
aumentare l'efficienza di gene delivery, bisognasoluiere problemi legati
all'aggregazione dei liposomi in seguito a somntraione sistemica.

La vaccinazione a DNA é stata un altro terrenopgiliaazione della terapia genica.

Qui liniezione intramuscolare di DNA nudo [500] hato origine ad una risposta
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immune cellulare ed umorale e l'uso di lipidi catim [501] e di microparticelle
cationiche [502] ha aumentato questa risposta inemun

L’artrite € stata migliorata in un modello artrdicmurino con [liniezione
intraperitoneale del gene per IL-10, che ha dintmlinfiammazione [503].

Per quanto riguarda la pelle, la somministraziomgica di liposomi cationici €
'unico metodo di delivery non-virale diretto chensente il trattamento di aree estese
dell'epidermide, di malattie infiammatorie dellallpe(con [l'ulteriore beneficio di
guarigione delle ferite) e la manipolazione gergetiei follicoli piliferi [438, 504].

Infine, si deve notare che recentemente la terggigca con lipoplessi si € mostrata
efficiente nel trattamento di disordini renali [5887], muscolari [508], articolari [509]
e visivi (instillazione di lipoplessi formulati irsoluzione per uso oculare per la

trasfezione delle cellule del ganglio retinico) (5511].
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GEMINI: UNA NUOVA CLASSE DI
TENSIOATTIVI PER GENE DELIVERY

Il termine gemini € stato introdotto per la primalta da Menger [512] e indica una
particolare classe di lipidi costituiti da due cedealchiliche e da due gruppi ionici
connessi attraverso un gruppo spacer. Quest’ulpomd essere idrofobico (alifatico o
aromatico) o idrofilico (poliestere), corto (dueugpi metilenici) o lungo (fino a 20
gruppi metilenici), rigido o flessibile. La struttu generale dei tensioattivi gemini e

rappresentata in figura 37.

1 2

Fig. 37. Lo spacer dei gemini puo legarsi o direttamente taléte polari (1) oppure in diversi punti della
catena alchilica (2).

Lo spacer pu0 essere legato direttamente (Fig.137ai due gruppi polari uguali,
ognuno dei quali € a sua volta legato ad una caaégfalica I'una identica all'altra
oppure lo spacer puo trovarsi a meta (Fig. 37 @2)¢rso la fine della catena alchilica,
ottenendo cosi i cosiddetti tensioattivi bolaformi.

Il primo gemini che compare nella letteratura stia risale al 1971 ad opera di
Bunton [513], ma la varieta sintetizzata fino aorgi nostri € veramente vasta ed
include tensioattivi anionici, cationici, zwittenici € non ionici con tutti i tipi di spacer.

Diverse sono le ragioni che spiegano il grander@st®e suscitato attorno a questa

particolare classe di tensioattivi:
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1) Sono caratterizzati da cmc che sono di uno oattdmi di grandezza piu basse di
quelle dei corrispondenti monomeri; inoltre, in geate, si puo dire che mentre i gemini
danno luogo ad aggregati di tipo allungato, i moanrformano micelle sferiche.

2) Sono piu efficienti dei corrispondenti monomeeel ridurre la tensione superficiale
dell'acqua.

3) Le soluzioni acquose di alcuni tensioattivi atespaziatore possiedono un’elevata
viscosita anche a concentrazioni relativamenteebass

4) Aumentano la bagnabilita, promuovono I'emulsiaheoli in acqua, aumentano la
dispersione dei solidi e possiedono un’alta capatiistabilizzare la schiuma.

5) Alcuni gemini possono essere prodotti con comgiionevoli facilitandone quindi
I'utilizzo anche in campo industriale e agricolo.

6) Numerosi articoli sottolineano I'importanza dgmini nelle scienze biologiche.
Alcuni di essi presentano proprieta antimicrobickeo adatti al contatto con la pelle
grazie ai loro bassi valori di cmc e sono sicuri panto di vista ecologico e del
controllo ambientale. | composti con spacer maltaghi sono in grado di formare dei
ponti tra doppi strati, posizionando una testa surdlato e una sull’altro [514]; le
strutture di questi gemini sono una reminescenzaguille dei lipidi isolati da
archeobatteri termofili in grado di resistere adiaioni estreme di temperatura. Infine,
ci sono gemini appositamente progettati e sintatizzer essere utilizzati come vettori

non-virali in gene delivery [515].

Le loro potenziali applicazioni sono davvero innueweli, per esempio l'utilizzo nel
recupero degli inquinanti, nell'intrappolamento dascio dei farmaci e nella
preparazione di materiali ad elevata porosita.

Piu recentemente, é stato dimostrato come alcusidattivi gemini cationici siano
in grado di favorire la veicolazione del DNA alferno delle cellule con una bassa
tossicita. Infatti, sia da soli che associati pidi helper, hanno dimostrato efficienze di
trasfezione comparabili o di poco inferiori a qealei reagenti di trasfezione disponibili
commercialmente.

La loro bassa cmc permette loro non solo di assgi@ rapidamente in soluzione
acquosa, ma anche di legarsi al DNA con un’effizégepiu alta (rispetto al monomero),
creando delle concentrazioni locali maggiori attoralle macromolecole cariche
negativamente. Inoltre, la presenza di due canpcsitive consentirebbe loro di legarsi

al DNA piu facilmente ed a concentrazioni piu basse
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La loro versatilita & attribuibile alla possibilith variare non soltanto la lunghezza e
la natura delle catene idrofobiche (lunghezza deHdtena, grado di saturazione e
simmetria 0 asimmetria) e della testa polare, mehardello spacer. Quest'ultimo
svolge un ruolo fondamentale, dimostrato dal fatte il cambiamento della sua natura
idrofobica/idrofila puo avere effetti drammatici llsu proprieta chimico-fisiche,
probabilmente a causa del cambiamento nell’orgazione delle micelle.

La compattazione del DNA da parte dei tensioatjgmini € stata esaminata da
diversi autori. In generale € stato evidenziato €amsultati migliori si ottengano con
spacer corti o lunghi, mentre quelli con spaziatwermedi (circa s = 5-10) sono meno
efficienti. Inoltre, e stata dimostrata I'importangella distanza tra gli atomi d’azoto
eventualmente presenti nella struttura (influendaliéa lunghezza e dalla struttura dello
spacer), poiché essa influenza la loro interazammei gruppi fosfato del DNA.

Per quanto riguarda la trasfezione in vitro, in.A§ sono riportati i dati relativi a
differenti tipi di vettori non virali, basati apptmsu tensioattivi gemini. Il confronto e
pero complicato da diversi fattori come differdiriee cellulari, la scelta dello standard
interno e dalle diverse tecniche utilizzate perdkiterminazione dell’efficienza di

trasfezione.

Sistema Linea Metode di Efficienza relativa Invive | Riferimento
cellulare | wvalutazione all'agente di rferimento”

Strutture base

Bis-C12BEC/DIOPE (1:2) RD-4 Fluorescenza L3{G™ ND* [50] dal £ [3]
plasmide pEGFR-C1 {(+/=35)
14-3-14DWPE (1:1.5) PAM2I2 ELISA AL Si [25] dal zif [3]
pGTmCMV IFN-GER (+-=10)
12-3-12/DNOPE (1:1.5) COs-7 Luminescenza LILE Si [60] dal zif [3]

plasmide pMASIA Duc (+-=100
Strutture sosttuite

12-THH-12VDOPE (1:1.5) COs-7 Luminascenza L ND [60] dal zif [3]
plasmide pMASIA Lac (+/-=10)
Bis-au-{pleid-1"-deossizlucitlamine)- | CHO-E1 | Luminescenza 27 ND [64] dal £ [3]
esane plasmide pGL-3 (2:1)
Cl4(Com)2ipCMV Lac (M/P=3-3) iT3 Luminsscenza 0.1-05(PET; ND [21] dal zif [3]
Hela (datl non miportai)
BNL CL2

"P-Geneporter, LP-Lipofactamine, PEL- Transfectam PEI "MD-non dimostrato

Fig. 38 Efficienze di trasfezione relative di sistemi flegene delivery basati su tensioattivi gemini.
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Tra i vettori commerciali, Lipofectamif® e GenePorté hanno dimostrato di
possedere un’efficienza comparabile mentre, riepettl’agente commerciale
Lipofectamine PIu&', i gemini con spacer sostituito hanno uguale o @liévata
efficacia. In particolare, I'incorporazione di uostituente amminico nella struttura base
del tensioattivo si € dimostrata una strategiatpasper il design di nuovi vettori. Ci si
aspetta che, in relazione ai trend visti in preoede la trasfezione per i tensioattivi
immino-sostituiti (12-7NH-12) con code alchilicheuplunghe (e.g. esadeciliche o
oleiliche) possa essere superiore a quella del fegamine PIUS". In generale,
comunque, questi presentano una bassa tossia@tmfentata con quella dei monomeri
e questo ovviamente favorisce un loro possibilkzat in vivo. Nonostante cio, per il
momento sono solo due gli studi riportati in ledtara in cui € stata dimostrata la
trasfezione in vivo utilizzando tensioattivi geminiNel primo caso si tratta di
un’applicazione topica contenente il gemini 16-3€l@ plasmide pGTm CMV IFN-
GFP, codificante per I'lFNre la green fluorescent protein (GFP), pensatdaperapia
genica dello scleroderma localizzato e utilizzatamimali normali, knockout e malati
[516]. Nel secondo caso, sono stati utilizzati gemini a base di carboidrati aventi
catene idrofobiche oleiliche, uno spacer etilenesiun glucosio ridotto o un mannosio

come teste polari [516].
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DODECILETILDIMETILAMMONIO BROMURO (DEDAB)
Il DEDAB é stato acquistato presso la Aldrich CieahCompany, con una purezza

> 99% e utilizzato senza ulteriori purificazioni.

CH,
|
CH4CH ) CH,—H - CH,CHy - Br
CH,

Fig. 39 Struttura del DEDAB

TENSIOATTIVI GEMINI DIPIRIDINICI

In questi tensioattivi due ioni piridinio costita@o le due teste idrofile. Al'atomo
di azoto di ciascuna delle due teste idrofile @lagina catena idrofobica. Le due teste
idrofile sono connesse tra di loro attraverso ysecer. Variando il numero degli atomi
di carbonio dello spacer (n) e delle catene idriatod e variando il controione sono stati

& | &
> ™
(CHZ n

R X"

ottenuti composti diversi.

—Z+
—=Z4+

Py

Fig. 40. Struttura dei tensioattivi gemini dipiridinici

n= 2, 3, 4, 8, 12 R= 1@"25, -C16H33 X= CL CH3803_

| composti aventi come controione lo ione metams@fo hanno una catena di 12
atomi di carbonio e uno spaziatore di 2, 3, 4, 82anetileni. La loro formula generale
e 12-Py(2)-n-(2)Py-12 MS ed i loro nomi sono 1,Metlecil-2,2’-di-/tri-/tetra-/octa-
/dodecametilenbispiridinio metansolfonato.
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| composti aventi come controione lo ione cloruamio una catena di 12 o 16 atomi
di carbonio e uno spaziatore di 3, 4, 8, 0o 12 mwetilLa loro formula generale e, a
seconda della lunghezza della catena, 12-Py(2)Rw{22 Cl o 16-Py(2)-n-(2)Py-16 Cl,
ed i loro nomi sono 1,1'-didodecil-2,2'-tri-/tetfacta-/dodecametilenbispiridinio
cloruro o 1,1’-diesadecil-2,2’-tri-/tetra-/octa-fdcametilenbispiridinio cloruro.

Queste serie di tensioattivi sono state sintetezpaesso il Dipartimento di Chimica

Generale e Organica Applicata dell’'Universita drimo.

TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI

Presso il dipartimento di Chimica ed Generale ega@ica Applicata dell’'Universita
di Torino, sono stati sintetizzati vari tipi di ®oattivi con un azoto quaternario recante
due metili, una catena alchilica di lunghezza \mlga(con 8, 12 e 16 atomi di carbonio)
e un glucoside. Nei composti (I) gli ossigeni glsidici sono protetti con gruppi acetile,
mentre nei composti (II) non sono protetti. Soradesstudiate entrambe queste classi di

tensioattivi glucocationici aventi come controidogone bromuro.

OAc
_ e
AcC Q et X
AcO OCH,CHy—N—R
VA~ L o o
VA CHy X =Br.cl
! R = CgHy7 .CpaHas :CiHs
OH
] ) 1=
HC OCH,CH,—N—R
OH Sl

Fig. 41 Struttura dei tensioattivi glucationici acetitd)i ¢ disacetilati (lI)

I nomi di questi tensioattivi acetilati sono: N-+2:3,4,6-tetra-O-acet[;-D-
glucopiranosil)etil]-N,N-dimetil-N-octilammonio brouro (GAGCB), il N-[2-(2,3,4,6-
tetra-O-acetilB-D-glucopiranosil)etil]-N,N-dimetil-N-dodecilammomi bromuro
(C12AGCB), N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B -D-glucopiranosil)etil]-N,N-dimetil-N-

esadecilammonio bromuro {£AGCB)
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I nomi di questi tensioattivi disacetilati sono: [RH{3-D-glucopiranosil)etil]-N,N-
dimetil-N-dodecilammonio bromuro (€DGCB) e N-[2-[3 -D-glucopiranosil)etil]-N,N-
dimetil-N-esadecilammonio bromuro {fDGCB).

I composto N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetilB-D-glucopiranosil)etil]-N,N-dimetil-N-
octilammonio bromuro(g&DGCB), la cui solubilita non era sufficientemerstiéa per
ottenere la concentrazione micellare critica (cmo)y e stato studiato.

La purezza di questi tensioattivi € stata conttallattraverso NMR, analisi
elementare e TLC su gel di silice (Merck) con etaeBAW (butanolo: acido

acetico:acqua = 4:1:5 - fase organica).

TENSIOATTIVI ALCHILTRIMETILAMMONIO BROMURI

| quattro tensioattivi cationici esaminati hanneéguente formula generale:

CH,

| +
— N —CH; Br-
"

CH,

CH,— [CH,]

Fig. 42 Struttura dei tensioattivi alchiltrimetilammoniodmuri

con n = 9, 11, 13, 15 che corrispondono rispetteat® al decil-trimetil-ammonio
bromuro (DeTAB), dodecil-trimetil-ammonio bromur®TAB), tetradecil-trimetil-
ammonio bromuro (TTAB) e al esadecil-trimetil-amnmwbromuro (CTAB).

| composti DeTAB e CTAB sono stati ottenuti dallduka con purezza
rispettivamente, del 98% e 96%. Il composto DTABadAldrich Chemie con purezza
del 99% e il composto TTAB dalla Sigma con puredeh99%. Le sostanze non sono

state ulteriormente purificate.
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B-DICHETO ACIDI
| B-dicheto acidi studiati, sintetizzati presso il Bippmento Farmaco-Chimico-

Tossicologico dell’ Universita di Sassari, hanngéguenti formule di struttura:

H': ! COOR
o I,
L vYSY
= 2, ~COOR .__h s OH
ﬂ\ i
- ;/

o OH
F

R=H HL' (1) R=H, HlL?2)

Fig. 43 Struttura dep-dicheto acidi studiati

Questi composti sono I'acido Zp2-idrossi-4-0sso-4-fenilbut-2-enoico 4H, 1) e
l'acido (22)-4-[1-(4-fluorobenzil)-H-pirrol-2-il]-2-idrossi-4-ossubut-2-enoico  §H,
2).
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MISURA DEI CALORI DI DILUIZIONE

Le entalpie di diluizione sono state misurate z#dindo un microcalorimetro
Termometric TAM (flow mixing cell), dotato di un Na Amplificatore 221, a 298 K. I
Termostato TAM (2277-011, da 5° a 90°C) e stabile & £0.1 mK. Le soluzioni sono
state preparate per pesata usando acqua bollitadigtillata preparata di fresco,
conservata sotto azoto.

Le soluzioni preparate di fresco e portate allaperatura sperimentale prima
dell'iniezione con l'utilizzo di un bagno crioterstatato Heto sono state diluite in una
cella di misura mixing del microcalorimetro in rapfo 1:1 utilizzando acqua priva di
CO,. Le soluzioni e l'acqua sono iniettate per mezzoné pompa peristaltica Gilson
Miniplus 2 e i loro flussi sono misurati per pesadta calibrazione elettrica e fatta prima

e dopo ogni misura.

MISURA DELLA DENSITA E DELLA VELOCITA DEL SUONO

La densita e la velocita del suono delle soluzisono state misurate con un
densimetro Paar DSA 5000 a tubo vibrante, che misudensita (+0.000001 g &ine
la velocita del suono (+0.1 m $Bccon un'elevata accuratezza in ampi intervalli di
viscosita e temperatura. La temperatura & contaoflao a +1-10 K. Il densimetro &
dotato di una cella di misura addizionale fattaadciaio inossidabile e di un‘alta
risoluzione elettronica, cosicché la velocita delorso del campione pud essere
determinata accuratamente. Entrambe le celle dirmisono a temperatura controllata,
tramite I'uso di un termometro interno e due terrewimntegrati al platino Pt 100. Lo
strumento e stato calibrato prima di ogni serientdBure utilizzando acqua bidistillata
degasata (= 0.997043 g ci, U, = 1497 m seta 298 K) ed aria secca (d = 0.001169
gcm®aP =1 bar).

CALORIMETRIA A SCANSIONE DIFFERENZIALE (DSC)

Gli studi DSC sono effettuati come descritto neferrmenti [517-519]. |l
comportamento dei tensioattivi in studio e anal@zén presenza di vescicole
multilamellari (MLVs) di DPPC (dipalmitoil fosfatiftolina), preparate utilizzando due

metodi:
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Metodo I il DPPC e dissolto in cloroformio e le tracceide® sono rimosse con un
flusso di azoto secco sotto pompa. Il film lipidisolla parete del flask viene disperso
aggiungendo le soluzioni acquose dei tensioattigtiati o disacetilati alle appropriate
concentrazioni. Quindi si scuote intensamente @ dd0°C per 15 minuti in modo da
ottenere una sospensione lattiginosa di liposomicdncentrazione finale del lipide e di
25 mg/cri. La sospensione lipidica viene caricata nellaacelel campione del
microcalorimetro DSC (Mettler Toledo Thermal AnasySystem D.S.C 821

Metodo It il DPPC e un’appropriata quantita di tensioattaaetilato o disacetilato
vengono dissolti in cloroformio. Il cloroformio vie poi fatto evaporare per formare un
film sottile della miscela sulla parete del flagk. seguito viene aggiunta acqua
bidistillata e si procede come descritto sopra.

| cicli termici sono stati ripetuti per tre volteerrore sperimentale nella temperatura
e di £0.2 °C.

SAGGI BIOLOGICI

Preparazione e conservazione del DNA

I DNA plasmidico e stato purificato attraverso trédngazione a gradiente di cesio
cloruro. Una soluzione stock del plasmide 0.7 pMaagua milliQ (Millipore Corp.,
Burlington, MA) é stato conservato a -20°C. || DNvlasmidico linearizzato (pEGFP-
C1) e stato ottenuto tagliandolo con un enzimasiirizione EcoRI (Roche), in colonna
(Genomed) e precipitato con alcol. Il pellet dignade linearizzato e stato lavato con
etanolo al 70%, seccato all'aria e dissolto ipOHdistillata per ottenere una

concentrazione finale di 1 pg/ul.

EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay)

Le reazioni di legame sono state eseguite in uarwelfinale di 14 ul con 10 pl di
Tris/HCI 20 mM pH 8, 1 ul di plasmide (1 pug di pEFSEL) e 3 ul delle soluzioni dei
tensioattivi cationici in studio a diverse concaamtoni finali, comprese tra 25 e 200
HUM. La reazione di legame € lasciata avvenire gé&eatura ambiente per 1 ora. Sono
stati quindi aggiunti 5 ul di glicerolo inJ 1 g/ml a ciascuna miscela e caricate su un

gel di agarosio 1% di TA (40 mM Tris-Acetate). 8lgyiene fatto correre per 2.5 ore in
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un tampone di TA a 10 V/cm. Nelle soluzioni tampooa e stato messo EDTA poiché
compete nella reazione con il DNA.

Colture cellulari

Le cellule umane del rabdomiosarcoma della lineadRbttenute da David Derse,
National Cancer Institute, Frederick, Maryland, a®tate mantenute in monostrato
usando un medium di crescita contenente 90% di DMEM6 di FBS, 2 mM di L-
glutamina, 100 1IU/ml di penicillina, 10 pg/ml drgptomicina. Quando le cellule hanno
raggiunto il 70-90% di confluenza (ogni 3-5 giorspno state poste in un terreno di
coltura fresco, e incubate a 37°C in atmosfera ifitada di 95% aria/5% C©O

Saggio di trasfezione transiente

Le trasfezioni sono state eseguite in 6 pozzettango le cellule erano confluenti
all'80% (approssimativamente 321¢ellule) nel giorno della trasfezione. Ad 1 ml di
medium privo di siero sono stati aggiunti 3 g ldismide ed i tensioattivi in studio in
modo da dare una concentrazione finale di 15 pMsdzione € stata mescolata
rapidamente e poi incubata a temperatura ambient@@pminuti. Ogni miscela e stata
aggiunta alle cellule dopo aver aspirato il medidmcoltura. Le formulazioni dei
lipoplessi sono state ottenute aggiungendo il D@RPEMIscela plasmide-tensioattivo a
differenti rapporti molari tensioattivo:DOPE (112 e 2:1), dove la concentrazione di
tensioattivo e stata mantenuta di 15 uM. E' statataicome controllo positivo il
reagente di trasfezione lipidico neutro GenePORTIEERmiscela e le cellule sono state
incubate a 37°C in atmosfera umidificata di 95% 45% CQ per 5 ore. Infine, 1 ml di
medium contenente il 20% di FBS é stato addiziomatmgni pozzetto di trasfezione e
poi incubato per 72 ore. Le cellule trasfettatecsetate osservate con microscopia di
fluorescenza per monitorare l'espressione di EGFR. ciascun pozzetto sono stati
esaminati 5 campi casuali ed ogni esperimentoté staetuto tre volte. Le differenze
statistiche tra i trattamenti sono state calcoleda il test di Student e l'analisi
multifattoriale ANOVA.

Immagini AFM

E stato utilizzato un microscopio Nanoscope IlIAidizal Instruments Inc. Santa

Barbara, CA) operante in tapping mode. Le imma@hPx512 pixels sono state
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ottenute con una scan size di 2 um a una scaulir8td linee per secondo e sono state
rielaborate attraverso il software Nanoscope.

PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE DI TENSIOATTIVO
Le soluzioni dei tensioattivi presi in esame sorates preparate partendo dal
tensioattivo allo stato solido e portandolo in galme con acqua bidistillata e

decarbonata, arrivando ad ottenere una soluziopeVR0

PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE DI DNA PLASMIDICO
TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI
Da una concentrazione iniziale di 300 nM, il DNAagmidico e stato diluito con
acqua bidistillata e decarbonata fino ad una cangeione di 50 nM.
TENSIOATTIVI GEMINI
La concentrazione iniziale & sempre di 300 nM, mquiesto caso si diluisce fino ad

arrivare ad una concentrazione di 100 nM.

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI

DNA plasmidico partendo dalla concentrazione di 50 nM si dileist DNA
plasmidico con il buffer di deposizione (4 mM Hep&8 mM NacCl, 2 mM MgGl, pH
= 7.4) a una concentrazione finale di 0.5 nM. Siadtano 20 pl di questa soluzione
sulla superficie della mica e si lascia in depasiei per 1 minuto. || campione viene
successivamente lavato con acqua bidistillata ardeoata e asciugato con un flusso di
azoto.

DNA plasmidico + tensioattivcsi prelevano 2 pl di DNA (50 nM), si aggiungono
178 pl di buffer di deposizione e in ultimo si agggono 20 pl di tensioattivo (20 uM),
e si lascia in incubazione per 5 minuti, dopodidiédepositano 20 pl di questa
soluzione sulla superficie della mica e si proceai®e sopra.

DNA plasmidico + tensioattivo + DOPEsi prelevano 2 pl di DNA (50 nM), si
aggiungono 160 pl di buffer di deposizione e 18liDOPE (45uM). Si lascia incubare
per 5 minuti, poi si opera come decritto sopra.

TENSIOATTIVI GEMINI:
DNA plasmidico partendo dalla concentrazione di 100 nM, questta\si diluisce

con il buffer di deposizione a una concentrazionk M e si procede come sopra.
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DNA plasmidico + tensioattivdn questo caso sono stati presi in considerazimne
rapporti di concentrazione DNA:tensioattivo diveisel rapporto 1:1000 si prelevano 2
pl di DNA (100 nM), si aggiungono 188 ul di buffdr deposizione e in ultimo si
aggiungono 10 pul di tensioattivo (20 uM) e si opsyme descritto in precedenza. Negli
altri rapporti si mantiene fissa la quantita di DN2 pl), ma nel rapporto 1:3000 si
aggiungono 168 pl di buffer e 30 pl di tensioatt{ebe rimane sempre 20 uM) e nel
rapporto 1:6000 138 ul di buffer e 60 ul di tentiva.

DNA plasmidico + tensioattivo + DOPEanche in questo caso sono stati presi in
considerazioni piu rapporti DNA:tensioattivo, margado invece costante il rapporto
DOPE:tensioattivo di 1:2. Nel rapporto 1:1000 glevano 2 pl di DNA (100 nM), si
aggiungono 184 ul di buffer di deposizione, 10 pteshsioattivo (20 uM) e 4 ul di
DOPE (100uM). Si lascia incubare per 5 minuti, [goiopera come decritto in
precedenza. Nel caso del rapporto 1:3000 ai 2 PN (100 nM) si aggiungono 30 pl
di tensioattivo (20 uM) e 12 pl di DOPE (100uM)fite, per il rapporto 1:6000: 2 pl
di DNA (100 nM), 60 ul di tensioattivo (20 uM) e pd4di DOPE (100uM).

Il DOPE é stato disciolto in acqua ed etanolo, decentuale di quest’ultimo nella
soluzione finale con il plasmide e stata mantesetapre al di sotto del 2% (circa 1%)

in modo da non danneggiare in alcun modo il DNA.

MISURE DI CONDUCIBILITA’

Le misure sono state effettuate con un conduttotn€®RISON MICRO CM2202 in
una cella di vetro da 20 énoon una costante di cella di 0.943tJ520]. Lo strumento
provvede automaticamente a passare dalla scalm®em™ o pS@m™ a seconda del
range di resistenza della soluzione. La cella inove mantenuta a temperatura costante
dall’acqua circolante nella camicia esterna e pn®m@e da un termostato
CRIOTERM190 ISCO GTR 190. La soluzione all'interdella cella viene mescolata
da un magnete

Le soluzioni sono state preparate utilizzando adojdsstillata e decarbonata. Le
misure sono state condotte in atmosfera di azaocdlla e stata accuratamente pulita

prima di introdurre una nuova soluzione.
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MISURE DI TENSIONE SUPERFICIALE

La tensione superficiale e stata misurata utilidoann tensiometro digitale Lauda
(TE1C/3). Le misure sono state effettuate a 25£DUtflizzando un anello Du Noly (in
lega Pt/Ir (80/20), circonferenza: 60 £0.2 mm, detmm del filo 0.4 mm, peso:1.6 g). La
temperatura del campione & controllata a +0.1°C wofagno termostatato ad acqua
circolante (ISCO GTR 2000 lIx). | dati sono stabrretti in accordo con il metodo di
Zuidema e Waters .Lo strumento e stato calibrato amqua deionizzata e bidistillata
ogni volta che é stata fatta la misura, poiché nsitmttivi gemini dicationici si
adsorbono sulla superficie del vetro caricata negatente; tutta la vetreria € stata
accuratamente immersa nelle soluzioni da misurake sluzioni fresche sono state
fatte riposare per alcune ore prima di misurardelasione superficiale. Sono state
effettuate un set di misure ad intervalli di 15 waiinfino a non osservare piu alcun

cambiamento. La deviazione standard delle misumééore a 0.15 mN/m.

MISURE POTENZIOMETRICHE

Le costanti di equilibrio per le reazioni di proé@one e complessazione sono state
determinate attraverso misure potenziometriche, datt@ in una soluzione
metanolo/acqua 9:1 (v/v) ad una forza ionica di RAI M e a 25 + 0.1 °C, nel range di
pH 2.5-11, sotto N La temperatura e stata controllata a +0.1°C agoldi un bagno
ad acqua circolante termostatata (ISCO GTR 200). kdeguate quantita della
soluzione di ligando, preparate per pesata, soate ditolate con KOH standard
(metanolo/acqua = 9:1 (v/M)= 0.1 M KCI) con e senza ioni metallici. Durantétdua
misura e stata applicata un’agitazione magnetical@cita costante. In tutte le misure
sono stati usati metanolo bollito da poco ed adgdastillata, mantenuti sotto NLa
procedura sperimentale per la determinazione dantisli equilibrio accurate in questo
solvente e stata descritta in dettaglio nel riR1p Le costanti di protonazione dei
ligandi sono state ottenute titolando 20-50 mL ampione per ciascun ligando (da
5.10% a 7-1G° M). Per le costanti di formazione del complessajtblazioni sono state
condotte con diversi rapporti ligando/metallo (d&nb a 4). Per ciascun sistema sono
state eseguite almeno due misure (circa 80 puptirapntali ciascuna). Le titolazioni
potenziometriche sono state condotte per mezzo ndiapparato completamente

automatizzato, dotato di un voltametro digitalesGn GLP 21-22 (risoluzione 0.1 mV)
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e di una buretta automatica Metrohm Dosimat 655 daL, entrambi controllati da un
nostro software, scritto in BASIC, funzionante sucomputer IBM.

La catena elettrodica (elettrodo a vetro Crison0528 elettrodo a calomelano
Radiometer 401 con KCI 0.1 M in metanolo/acqua(9/l)) é stata calibrata in termini
di [H'] per mezzo di una titolazione acido forte — basetef con il metodo di Gran
[522], consentendo la determinazione del potenatdadard di elettrodd&® (373.7 +
0.1 mV) e del prodotto ionico dell'acquK,, (pK, = 14.38 = 0.01) nelle condizioni
sperimentali usate.

Il software HYPERQUAD [523] & stato utilizzato pemlutare le costanti di

protonazione e complessazione dai dati di fem.
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ELABORAZIONE DEI DATI
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ENTALPIE MOLARI APPARENTI E PARZIALI

| dati sperimentali sono stati espressi in terrdirquantitd molari apparenti e parziali
del soluto, come abituale in termodinamica dellkigoni, assumendo la diluizione
infinita come stato di riferimento. Le quantita melapparenti e parziali sono state
ottenute dai dati sperimentali usando metodi deseridettaglio nei rif. [524-528].

Per chiarezza, si ricorda che, con riferimento atato di diluizione infinita,

I'entalpia molare di diluizioneAHg, € data dalla equazione:
AHg= Lot — Lo, (1)

dove Lye I'entalpia relativa molare apparente e gli indlieii indicano le concentrazioni
finali (dopo la diluizione) e iniziali (prima delldiluizione), rispettivamente.

Per i tensioattivi ionici, nella regione premicedla I'entalpia relativa molare
apparente pud essere espressa per mezzo di umempalie di nY?, fermando lo

sviluppo in serie al terzo termine si ottiene:
Lo = ALm*?+ Bim + Gm*"? 2)

dove A éla pendenza limite di Debye-Huckel per le entatplative e tiene conto delle
interazioni elettrostatiche soluto-soluto a lungggio. | parametri Be G sono ottenuti

dai punti sperimentali nella regione premicellage wha curva di fitting dei minimi
quadrati.

Nella regione micellare le entalpie molari apparsono state valutate per mezzo
dell’eq. 1 e, quando & necessario un valore,disLm non misurato sperimentalmente,
per mezzo dell'interpolazione grafica.

Le entalpie molari parzialilsono state determinate disegnando la miglior cpera
le entalpie molari apparenti vs. m e quindi dakckl delle quantita molari parziali

comeA(mLg)/Am interpolato dai punti ad intervalli regolari.

Le capacita termiche isobariche molari parzialppaenti vs m sono state ottenute
da:

Cop=[Lo(313 K) - L, (298 K)]/15 (3)
assumendo che le capacita termiche siano costagiti range di temperatura

sperimentale.
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VOLUMI MOLARI E COMPRESSIBILITA ADIABATICHE
| volumi molari apparenti, ¥, e le compressibilita isoentropicasd{ sono stati

calcolati per mezzo delle seguenti equazioni [528}5
V= M/d - 13(d-d,)/mdd, (4)
Ksp=MBd/d - 10(Bs&d - Bsdo)/mdch (5)

dove d e la densitd di una soluzione di molalita Mh,e il peso molecolare del
tensioattivo, dé la densita del solventfs,e Bs sono i coeficienti di compressibilita
adiabatica del solvente e del soluto, rispettivame@Quest’ultimo e calcolato a partire

dalla velocita del suono, u, e dai dati di densita:

Bs= 100/(fd) (6)

VARIAZIONE DELLE PROPRIETA’ TERMODINAMICHE E
VOLUMETRICHE ALLA MICELLIZZAZIONE

Al fine di estrarre dal'andamento delle propriggimodinamiche e volumetriche in
funzione della concentrazione la variazione subaatali proprieta per effetto della
formazione delle micelle, occorre assumere un nhodi$ico per il processo di
micellizzazione: il piu semplice € un modello darisizione di pseudofase in cui la
transizione da monomero a pseudofase aggregatasédemata una transizione di fase
che avviene all’equilibrio. In questo modello, sSisame che, alla cmc, le proprieta
molari parziali presentino una discontinuita dovwada formazione di micelle
(pseudofase). Usando un modello di questo tipgyosisono ricavare i parametri di
micellizzazione per estrapolazione grafica alla ctegli andamenti delle proprieta
molari parziali prima e dopo la cmc.

L’equazione usata é:

Xo= Xom— (cmc AXgm) (1/m) (7)
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dove X sta per la proprieta studiata. Conoscenddari della cmc, i valori di %, la
proprieta in fase micellare, &X,m, la variazione della proprieta alla micellizazipne
possono essere ottenuti con il metodo dei miniradgati.

| valori alla cmc, X%,cme POSSONo essere ottenuti nel modo seguente

X(p’cmcz X(p'M = AX(p’m (8)

CONDUCIBILITA’

Dalle curve di titolazione, la cmc € stata ottenufal’ascissa del punto di
intersezione delle line rette ottenute dall'intdgacone dei punti prima e dopo la cmc. I
valore dia, il grado di dissociazione del controione, € aitendal rapporto tra le
pendenze delle linee rette prima e dopo la cmgratlo di legame del controiong, e

ottenuto dalla relazione

B=(1-0) (9)

Poiche l'interpolazione grafica pud essere im@a@csoprattutto quando le curve si
arrotondano in prossimita della cmc, abbiamo catoolla cmc utilizzando la
metodologia proposta da Carpena [533]. Essa prombnealcolare direttamente
'equazione dell'integrale della sigmoide, integrathe dovrebbe corrispondere alla
curva dei dati sperimentali. A questo scopo e stktborato un apposito software.

Si ottiene quindi I'equazione:

F(X) = F(0) + A X + Ax(A2-Ap)In [(1+exp(X-x%)/ Ax)/(1+exp (-x)/ AX)] (10)

| parametri A and A rappresentano, rispettivamente, i valori asintqi@i piccoli e
grandi valori di x (la concentrazione) grappresenta il punto centrale della sigmoide,
cioé la cmc eAx rappresenta I'ampiezza della sigmoide, cioe de#lasizione. Per
ottenere i valori dei parametri che compaiono egliazione (10) attraverso un fitting
non lineare dei dati sperimentali, abbiamo cogirdiapprima il vettore dei parametri
A(1), eseguendo le seguenti sostituzioni:

A(l) = A
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A(2) =AX (Az-A]_)
A(3) = exp(-% / Ax) (11)
A(4) = Ax

L'equazione (10) si trasforma in

y = A1) x + A(2) In {[1+ A(3) exp(x/A(4))] /[1+ AB)]} (12)

dove y =K — Ky, (conk,, = conducibilita dell'acqua) e xm (molarita). | parametri sono
stati ottenuti da una procedura che utilizza migfiting iterativo per la ricerca di
valori che minimizzano la somma delle deviazioranslard tra i dati osservati e
calcolati. Come algoritmo di minimizzazione, abbtaasato il metodsteepest descent
dove, ad ogni ciclo di affinamento, la procedurardierca per il minimo della
sommatoria delle deviazioni viene fatta per ogniapeetro. | dati di input sono il
numero totale di punti sperimentali, le coppie aliovi X (molarita) e y (conducibilita), i
parametri E (fattore di convergenza) ed E1 (graraleriziale dello step) ed i valori
iniziali dei parametri da ottimizzare, ottenuti dkiti sperimentali elaborati col metodo
lineare descritto in precedenza.

Una volta ottenuto il vettore A(1) i parametri ottzzati sono calcolati attraverso le

equazioni

A1 =A(L)

Az =A(2) | A(4)+ A()

cme= - [IN(A(3))] A(4) (13)
Ax = A(4)

B=1-[A(2)/A(1)]

TENSIONE SUPERFICIALE

Il logaritmo della concentrazione micellare critifegmc) € stato ottenuto come
I'ascissa del punto di intersezione delle due porizineari del graficoy vs logC, prima
e dopo la cmc. La pendenza della porzione linear@gdi curva sotto la cmc e stata

determinata col metodo dei minimi quadrati.
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In questi diagrammi, I'assenza di un minimo nekgione oltre la concentrazione
micellare critica (regione post-cmc) indica la mamza o, tutt’al piu, la lieve presenza

nei composti di impurezze attive sulla tensionecsiigiale.

La concentrazione eccesso superficigllgx [mol cm?], e l'area per molecola
all'interfaccia Anin [A?] all'interfaccia acqua/aria sono state calcolatendo I'isoterma
di adsorbimento di Gibbs [534-535].

T'ma=(1/2.303IRT)-(-3y/8l0gC)r (14)

Amin=1016/NFmax (15)

dove (9y/6logC)r € la pendenza del grafico a temperatura T costargen dyn/cm,
R=8.314-10ergs mof" K* (costante dei gas), N & il numero di Avogadroned una
costante che equivale al numero di specie che gjinano in soluzione per
dissociazione del tensioattivo e la cui concentrazivaria alla superficie cambiando la
concentrazione di tensioattivo nella fase bull. (Per tensioattivi non ioniai=1, per
tensioattivi ionici univalenti (ed anche per i teadtivi gemini da noi analizzati,
costituiti da una testa cationica di natura piiickned un controione cloruro) si utilizza
generalmente il valora=2, per tensioattivi bolaformi e di bis-ammonio tgraario si

dovrebbe utilizzare il valora=3.

I'max (concentrazione eccesso superficiale) & la massiomeentrazione di specie

adsorbite alla cmc.

Anmin (area per molecola all'interfaccia) € la minimaaache una molecola dovrebbe

occupare nello strato aria/acqua in condizionadliisazione superficiale alla cmc.

Cx € la concentrazione molare del tensioattivo rifaieper ridurre la tensione
superficiale del solvente di 20 dyn/cm [536]. Quoegiarametro misura quindi
I'efficienza di adsorbimento del tensioattivo sudlaperficie. Nel nostro caso, poiché la
vy del solvente é pari a 72.00 dyn/cm, basteratsostinellequazione della retta a
pendenza negativa un valore di y = 52.00 dyn/cimavare la x = logC,o, da cuiCyo=
10"
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pCyoequivale al logaritmo negativo in base dieci d€lja

Yeme € la tensione superficiale (espressa in dyn/cra)scinaggiunge alla cmc.

cmclCyo € un parametro che confronta la tendenza deldattisio a formare micelle con
la tendenza ad adsorbirsi alla superficie. Un étewalore di cmdZ,o indica che |l

tensioattivo ha una maggiore tendenza ad adsowdilfisiterfaccia aria/acqua rispetto
alla tendenza a formare micelle. Un incremento wéstp rapporto indica che la

micellizazione € piu inibita dell’adsorbimento cecfadsorbimento e piu facilitato della

micellizzazione, mentre un decremento indica I'nsee
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RISULTATI

106



DEDAB

Misure termodinamiche e volumetriche

| calori di diluizione e le entalpie molari appatienparziali del DEDAB a 298 Ke a
313 K, ottenuti per mezzo delle eq. 1 e 2, sonoca nelle Tab. 1 e 2. | relativi
grafici, anche in confronto con il DTAB, sono ripatr nelle Fig. 44 e 45.

Nella Tab. 3 sono riportati i valori delle capadigamiche molari apparenti e parziali
del DEDAB. In Fig. 46 é rappresentato 'andamenédledcapacita termiche molari
apparenti del DEDAB e del DTAB in funzione dellancentrazione.

| dati di densita e i volumi molari apparenti, s@lencati nella Tab. 4, mentre i dati
di velocita del suono, coefficienti di compressthil adiabatica e compressibilita
isoentropica, sono riportati nella Tab. 5. | graflei volumi molari apparenti e delle
compressibilita isoentropiche, in cui sono anchesenti le curve relative al DTAB,

sono riportati nelle Fig. 47 e 48.
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TABELLA 1
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ¢}, e parziali (L),

del tensioattivo DEDAB, in acqua a 298 K.

m n AHg Lo, Lot L2, Lot
(molkg) (molkg) @mo) @mo") @mol) @molY) (I molh)
0.00646  0.00322  -115.18 277 166 493 282
0.00745 0.00372 -131.06 310 184 558 315
0.00845 0.00417 -139.88 343 199 623 344
0.00945 0.00457 -158.67 376 213 689 371
0.01190 0.00602 -191.64 458 262 854 464
0.01243 0.00633 -205.46 475 273 889 485
0.01392 0.00709 -226.36 525 298 930 540
0.01462 0.00731 -247.26 549 305 940 555
0.01540 0.00768 -255.60 575 318 930 585
0.01639 0.00825 -248.32 585 337 900 600
0.01739 0.00870 -238.76 590 352 750 650
0.01988 0.01003 -190.04 585 395 505 725
0.02285 0.01153 -112.64 558 445 360 845
0.02585 0.01287 -32.34 522 490 260 900
0.02980 0.01485 69.09 487 556 145 940
0.03677 0.01831 181.05 404 585 10 650
0.04967 0.02468 269.39 281 550 -235 270
0.05962 0.02979 314.84 172 487 -395 145
0.07458 0.03709 365.70 34 400 -580 8
0.09945 0.05011 407.85 -129 279 -820 -240
0.12919 0.06285 486.42 -341 145 -1080 -440
0.15937 0.07699 525.64 -506 20 -1270 -610
0.19875 0.09574 561.08 671 -110 -1490 -780
0.24831 0.11911 598.57 -887 -288 -1740 -1010
0.29804 0.14004 628.83 -1034 -405 -1950 -1150
0.34780 0.16349 651.25 -1181 -530 -2050 -1280
0.39773 0.18700 670.68 -1301 -630 -2130 -1415
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TABELLA 2
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ¢}, e parziali (L),

del tensioattivo DEDAB, in acqua a 313 K.

m mx AHgq Lo, Log Lo, Lot
(molkgy) (molkg) @moY) @mo®) @mo®) @moh) (I molh)
0.00599 0.00294  -98.20 235 139 429 231
0.00646 0.00324 -99.86 251 148 463 249
0.00698 0.00351  -102.20 268 157 501 266
0.00795 0.00396  -144.80 301 171 574 294
0.00895 0.00447  -142.38 335 187 652 327
0.00938 0.00469  -206.06 406 200 790 340
0.01093 0.00547  -207.22 417 210 850 385
0.01192 0.00600  -216.05 451 235 725 430
0.01292 0.00666  -201.95 461 260 545 475
0.01391 0.00705  -198.43 470 272 100 500
0.01987 0.00982  1074.16 -664 410 -5540 940
0.02484 0.01252  2466.18  -2011 455 -6340 620
0.02981 0.01457  3177.97  -2717 460 -6740 -700
0.04968 0.02474  2553.35  -4543 -1990 -7440 -6325
0.06954 0.03472  2008.76  -5278 -3270 -7730 -7000
0.09933 0.04942  1589.24  -6109 -4520 -8000 -7440
0.11986 0.05717  1586.80  -6436 -4850 -8095 -7560
0.13986 0.06708  1381.02  -6656 -5205 -8160 -7695
0.18478 0.08800  1189.22  -7019 -5830 -8355 -7900
0.24966 0.11458  1096.60  -7461 -6365 -8650 -8075
0.29012 0.13420  1034.37  -7624 -6590 -8775 -8145
0.34787 0.17011 934.08 -7854 -6920 -8900 -8240
0.39950 0.18344 977.30  -7987 -7010 -9025 -8350
0.44941 0.20182 978.73 -8118 -7140 -9240 -8415
0.49926 0.22705 964.40  -8274 -7310 -9300 -8530
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TABELLA 3
Capacita termiche molari apparentip(C) e parziali (¢2) del DEDAB in acqua in

funzione della molalita (m).

M Cp,(D CP,Z
(mol kg™ (J K mol?) (J K* mor?)
0.00322 1.2 2.8
0.00372 -0.9 2.7
0.00417 -1.3 2.6
0.00457 1.2 2.7
0.00602 -1.8 2.3
0.00633 -1.9 2.3
0.00646 -1.8 2.2
0.00709 1.5 2.0
0.00731 1.7 2.3
0.00745 1.7 2.2
0.00768 -1.8 2.3
0.00825 2.1 -0.3
0.00845 2.2 -0.9
0.00870 2.1 -1.3
0.00945 0.1 8.7
0.01003 2.3 12.7
0.01153 0.0 -4.0
0.01190 -0.5 7.9
0.01243 1.3 -16.6
0.01287 2.0 -22.7
0.01392 -3.3 -55.3
0.01462 -6.6 -112.7
0.01485 -7.8 -136.0
0.01540 -13.3 -232.0
0.01639 -22.7 -286.7
0.01739 -37.0 -336.7
0.01831 -53.3 -378.0
0.01988 -83.4 -403.0
0.02285 -144.2 -430.0
0.02468 -167.3 -438.7
0.02585 -179.5 -446.7
0.02979 2135 -458.7
0.02980 2135 -458.7
0.03677 -259.9 -473.3
0.03709 -261.7 -473.9
0.04967 -321.4 -480.3
0.05011 -321.9 -480.7
0.05962 -341.1 -480.3
0.06285 -347.0 -480.0
0.07458 -365.0 -480.7
0.07699 -368.7 -480.0
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FIGURA 44
Entalpie relative molari apparenti (pallini giadi298 K e quadrati verdi a 313 K) ed
entalpie relative molari parziali (pallini azzuai298 K e quadrati viola a 313 K) del

tensioattivo DEDAB in funzione della concentraziane
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FIGURA 45
Entalpie relative molari apparenti (pallini azzuBEDAB e triangoli verde chiaro
DTAB) e entalpie relative molari parziali (palliblu DEDAB e triangoli verde scuro

DTAB) dal rif. [537] in funzione della concentran® m a 298 K.
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FIGURA 46
Capacita termiche relative molari apparenti del BBD(pallini rossi) e del DTAB

(triangoli arancioni) del rif.[537] in funzione dalconcentrazione m a 298 k.

100

C o (JK'mol?)

J

-100 -
-200 -
-300 - A\

. -\\_\‘H‘

-500 -

-600 T T T

114



TABELLA 4
Densita ¢), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo DEDAB, in acqua a 298 K.

m D Vo

(mol kgh) (g cn?) (cm® mol%)
0.00600 0.997164 302.51

0.00500 0.997143 302.59
0.01250 0.997299 302.58
0.01501 0.997347 302.80
0.02000 0.997408 305.02
0.02482 0.997474 305.76
0.03007 0.997544 306.52
0.03974 0.997670 307.27
0.05960 0.997937 307.97
0.07949 0.998198 308.36
0.09931 0.998461 308.53
0.14909 0.999098 308.84
0.15013 0.999126 308.75
0.16888 0.999346 308.91
0.19878 0.999725 308.94
0.24848 1.000333 309.00
0.25035 1.000362 308.98
0.29812 1.000934 309.00
0.50084 1.003200 309.06
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TABELLA 5
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatidi)( compressibilita
isoentropica s ) in funzione della molalitang), del tensioattivo DEDAB, in acqua a
298 K.

m §] 1@,35 Ko
(mol kg (m sY (bar?) (cn? bar® mol™)
0.00700 1498.78 4.4642 -0.003040
0.00800 1499.03 4.4627 -0.002952
0.01000 1499.53 4.4595 -0.002863
0.01250 1500.10 4.4559 -0.002359
0.01501 1500.40 4.4539 -0.001043
0.01800 1500.52 4.4530 0.000889
0.02000 1500.46 4.4533 0.002136
0.03007 1500.68 4.4514 0.005391
0.04003 1500.89 4.4494 0.006989
0.04003 1501.05 4.4484 0.006824
0.05005 1501.09 4.4477 0.007987
0.06000 1501.32 4.4457 0.008600
0.06005 1501.44 4.4449 0.008516
0.07008 1501.49 4.4441 0.009111
0.08004 1501.74 4.4420 0.009427
0.09011 1501.91 4.4405 0.009734
0.10003 1502.18 4.4383 0.009910
0.10004 1502.32 4.4372 0.009807
0.15013 1503.49 4.4273 0.010417
0.15013 1503.25 4.4291 0.010528
0.20005 1504.42 4.4195 0.010806
0.25035 1505.59 4.4099 0.010969
0.30045 1506.94 4.3991 0.011009
0.30084 1507.05 4.3984 0.011002
0.35068 1508.09 4.3900 0.011103
0.40055 1509.22 4.3810 0.011157
0.45041 1510.31 4.3723 0.011202
0.50084 1511.43 4.3635 0.011234
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FIGURA 47
Volume molare apparent®{) del DEDAB (pallini viola) e del DTAB (triangoliasa)
dal rif.[530] in funzione della molalita m a 298 ¢dontiene anche i risultati derivati dal

fit dei dati sperimentali con I'eq. 7 (—).
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FIGURA 48
Compressibilita isoentropiche molari apparenti @tDAB (pallini azzurri) e del

DTAB (triangoli arancioni) dal rif.[530] in funzi@della concentrazione m a 298 K.

contiene anche i risultati del fit dei dati spemtadi con I'eq.7 (—)
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI ACETILATI

Misure termodinamiche e volumetriche

| calori di diluizione e le entalpie molari appaties parziali di GAGCB, C,AGCB,
e Gi6AGCB sono elencati nelle Tab. 6-8. | relativi graficnsariportati nelle Fig. 49-51.

| dati di densita e i volumi molari apparenti, soelencati nelle Tab. 9, 11, 13,
mentre i dati di velocita del suono, coefficienti dompressibilita adiabatica e
compressibilita isoentropica, sono riportati néllgb. 10, 12, 14. | grafici dei volumi
molari apparenti sono riportati nelle Fig. 52, 58, mentre quelli delle compressibilita
isoentropiche sono riportati nelle Fig. 53, 55, 57.

Nella sezione Discussione, nelle Fig 94, 95, 97s@&go riportati rispettivamente i
confronti delle entalpie molari apparenti, delletadpie molari parziali dei volumi
molari apparenti e delle compressibilita isoentrthpitra questi tre composti. In Fig. 96
e riportato il confronto delle entalpie molari apgati tra G;AGCB, DEDAB e DTAB.
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TABELLA 6

Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ¢}, e parziali (L),

del tensioattivo GAGCB, in acqua a 298 K.

m m . AHgq Lo, Lo g L2, Lo
(molkg) (molkg) @mo) @mo) @mo) @moh) (I moh)

0.00501  0.00247  -14.65 133 93 205 139
0.00600  0.00305 -22.82 147 103 228 155
0.00700  0.00354 -49.21 160 111 252 168
0.00801  0.00409 -55.32 173 120 275 182
0.00996  0.00489 -64.24 198 132 320 202
0.02000  0.00986 -74.47 319 196 563 317
0.02497  0.01234  -149.73 380 226 696 375
0.02800  0.01380  -187.29 419 244 782 409
0.02901  0.01430  -188.80 433 250 811 421
0.04002  0.01965  -275.95 583 315 1153 554
0.04993  0.02480  -360.45 729 378 1495 692
0.05964  0.02964  -459.40 883 441 1862 829
0.07014  0.03520  -560.43 1062 515 2291 998
0.07986  0.03976  -659.94 1237 579 2716 1144
0.09023  0.04395  -771.97 1434 639 2920 1285
0.09989  0.04893  -848.94 1581 714 3100 1459
0.14727  0.07125  -992.68 2074 1081 3370 2290
0.16850  0.07926  -1013.48 2219 1205 3340 2420
0.19851  0.09452  -838.34 2357 1519 3110 3020
0.29699  0.13958  -444.37 2444 2000 2330 3360
0.38938  0.17861  -164.18 2434 2270 2200 3300
0.50117  0.22618 87.76 2332 2420 2080 2750
0.60161  0.25425 246.01 2214 2460 1970 2510
0.70488  0.30261 549.13 2060 2450 1890 2310
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FIGURA 49
Entalpie relative molari apparenti (pallini blu) eshtalpie relative molari parziali
(triangoli azzurri) del tensioattivo g8GCB in funzione della concentrazione di

tensioattivo.
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TABELLA 7

Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ¢}, e parziali (L),

del tensioattivo @AGCB, in acqua a 298 K.

m my . AHgq Lo, Lot Lo, Loy
(molkg)  (molkg) @mol) @mo) @mo) @mo) (I moh)
0.00088  0.00046  -30.30 37 18 90 80
0.00196  0.00099 -68.64 138 44 385 110
0.00295  0.00149 -22593 286 86 797 284
0.00393  0.00200 -324.84 476 143 1319 397
0.00491  0.00243 -322.43 524 202 660 563
0.00589  0.00301 -223.14 520 297 -170 828
0.00785  0.00392 126.48 348 475 -640 1314
0.00884  0.00446 349.69 247 596 -720 1050
0.00982  0.00498 313.06 247 560 -825 670
0.01277  0.00652 552.26 102 450 -1070 -380
0.01374  0.00692 630.39 221 410 -1170 -455
0.01962  0.00979 679.65 -550 130 -1550 -860
0.02455  0.01231 748.91 -819 -70 -1760 -1060
0.02945  0.01459 683.32 -973 -290 -1950 -1215
0.03434  0.01718 761.89  -1121 -359 -2100 -1405
0.03924  0.01961 746.44  -1230 -484 -2230 -1550
0.07861  0.03876 741.23  -1931 -1190 -2890 2215
0.09816  0.04790 746.02 -2156 -1410 -3080 -2465
0.14736  0.07095 759.95  -2570 -1810 -3540 -2805
0.19665  0.09322 762.68  -2833 -2070 -3945 -3030
0.29490  0.13834 830.52 -3301 -2470 -4545 -3450
0.34348  0.15645 858.27 -3458 -2600 -4720 -3605
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FIGURA 50
Entalpie relative molari apparenti (pallini ros&dl entalpie relative molari parziali
(triangoli gialli) del tensioattivo GAGCB in funzione della concentrazione di

tensioattivo.
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TABELLA 8
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ¢}, e parziali (L),

del tensioattivo AGCB, in acqua a 298 K.

m m . AHg Lo, Loy L2, Lo
(molkg’) (molkg) @mol) @mo) @mo®) @mol) (I mol)
0.00060  0.00029  2741.61 -2936 50 -2682 34
0.00070 0.00033 2336.13  -3081 -729 -2691 -355
0.00080 0.00038 224583  -3131 -1532 -3002 -756
0.00090 0.00043 2206.90  -3206 -2373 -3383 -1176
0.00100 0.00046 1894.68  -3281 -2882 -3328 -1434
0.00125 0.00058 1850.51  -3341 -2931 -4348 -2497
0.00150 0.00069 1773.28  -3551 -3071 -4463 -2690
0.00201 0.00094 1485.16  -3731 -3231 -4875 -3390
0.00301 0.00151 1247.94  -4001 -3561 -5738 -4490
0.00501 0.00252 885.01  -4431 -3901 -6175 -5290
0.00700 0.00347 857.27  -4781 -4101 -6647 -5790
0.00800 0.00400 767.50  -4981 -4231 -6758 -5990
0.01002 0.00501 717.08  -5481 -4441 -6907 -6190
0.01804 0.00915 74290  -5881 -5131 -7583 -6840
0.03009 0.01497 657.94  -6381 -5641 -7998 -7340
0.04990 0.02478 598.60  -6881 -6231 -8439 -7840
0.07506 0.03667 576.54  -7031 -6581 -8713 -8140
0.09992 0.04850 559.32  -7281 -6861 -8949 -8390
0.15047 0.06985 558.91  -7431 -7031 -9199 -8640
0.20080 0.09571 366.98  -7451 -7231 -9327 -8990
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FIGURA 51
Entalpie relative molari apparenti (pallini verdhiaro) ed entalpie relative molari
parziali (triangoli verde scuro) del tensioattivo;6&GCB in funzione della

concentrazione di tensioattivo.
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TABELLA 9
Densita ¢), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo GAGCB, in acqua a 298 K.

m d qu

(mol kgh) (g cmd) (cn® mol%)
0.00125 0.997199 488.83
0.02001 0.999513 488.95
0.03502 1.001325 489.23
0.05002 1.003100 489.56
0.06499 1.004811 490.32
0.07504 1.005934 490.80
0.08505 1.007024 491.40
0.10007 1.008684 491.81
0.15011 1.013920 492.92
0.25036 1.023800 493.61
0.29699 1.028098 493.80
0.38938 1.036239 493.70
0.50117 1.045245 493.75
0.60161 1.049755 493.81
0.70488 1.059597 494.00
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TABELLA 10
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatid®)( compressibilita
isoentropicheKsg) in funzione della molalitanf), del tensioattivo gAGCB, in acqua a
298 K.

(mol kg (m sY (bar?) (cn? bar* mol™)
0.01001 1498.87 4.4589 0.004223
0.02001 1500.71 4.4424 0.004736
0.03502 1503.34 4.4189 0.005162
0.05002 1505.78 4.3968 0.005578
0.06499 1507.92 4.3768 0.006139
0.07504 1509.22 4.3644 0.006481
0.08505 1510.39 4.3527 0.006818
0.10007 1511.86 4.3373 0.007412
0.15011 1515.49 4.2943 0.009018
0.20003 1517.96 4.2596 0.010178
0.25001 1519.91 4.2295 0.011033
0.29990 1521.62 4.2017 0.011638
0.35039 1523.17 4.1760 0.012271
0.40035 1524.64 4.1515 0.012475
0.44513 1525.60 4.1341 0.012489
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Volume molare apparent¥4) del tensioattivo gAGCB in funzione della molalitant).

FIGURA 52
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Compressibilita isoentropiche §l§) del tensioattivo AGCB in funzione della

molalita (m).
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TABELLA 11
Densita ), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo @AGCB, in acqua a 298 K.

m d ng
(mol kgh) (g cm) (cn? mol™)
0.20042 1.015641 566.72
0.15011 1.011430 566.50
0.10004 1.006970 565.90
0.08999 1.005975 565.72
0.07998 1.005056 565.31
0.07001 1.004106 565.16
0.06001 1.003145 564.88
0.05002 1.002175 564.50
0.05002 1.002179 564.44
0.04048 1.001231 564.20
0.03001 1.000198 563.40
0.02001 0.999179 562.30
0.01001 0.998164 560.30
0.00899 0.998024 560.14
0.00799 0.997916 560.05
0.00701 0.997808 560.10
0.00600 0.997697 560.22
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TABELLA 12
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatidi)( compressibilita
isoentropicheKs4) in funzione della molalitanf), del tensioattivo GAGCB, in acqua
a 298 K.

(mol kg?) (m sY (bar?) (cn? bar* mol™)
0.00100 1497.34 4.4731 -0.009841
0.00200 1497.59 4.4711 -0.002593
0.00300 1497.82 4.4692 0.000140
0.00400 1497.99 4.4677 0.002577
0.00500 1498.10 4.4665 0.004709
0.00600 1498.13 4.4658 0.006914
0.00701 1498.15 4.4652 0.008634
0.00799 1498.17 4.4646 0.009896
0.00899 1498.18 4.4641 0.010970
0.01001 1498.19 4.4634 0.012114
0.02001 1498.27 4.4584 0.015903
0.03001 1498.46 4.4527 0.017072
0.04048 1498.63 4.4471 0.017770
0.05002 1498.76 4.4421 0.018180
0.05002 1498.77 4.4421 0.018138
0.06001 1498.92 4.4369 0.018439
0.07001 1499.07 4.4318 0.018634
0.07998 1499.21 4.4267 0.018782
0.08999 1499.36 4.4218 0.018918
0.10004 1499.49 4.4167 0.018963
0.10018 1499.65 4.4172 0.019166
0.15011 1500.18 4.3932 0.019297
0.20042 1500.82 4.3712 0.019503
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FIGURA 54
Volume molare apparent®/y) del tensioattivo GAGCB in funzione della molalita

(m).
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FIGURA 55
Compressibilita isoentropiche §) del tensioattivo ©AGCB in funzione della

molalita (m).
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TABELLA 13
Densita ), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo GGAGCB, in acqua a 298 K.

m d Vo
(mol kg (g cmd) (cm® mol%)
0.01002 0.998003 629.93
0.01804 0.998731 631.76
0.03009 0.999786 633.47
0.04990 1.001501 634.22
0.07501 1.003600 634.80
0.09992 1.005635 634.94
0.15047 1.009595 635.01
0.20080 1.013306 635.09
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TABELLA 14
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatigh) @ compressibilita
isoentropicheKs4) in funzione della molalitanf), del tensioattivo GAGCB, in acqua
a 298 K.

m U 105ﬂ5 qug
(mol kg?) (m sY (bar?) (cn? bar* mol™)

0.00600 1497.29 4.4724 0.023859

0.00700 1497.30 4.4721 0.024363
0.00800 1497.35 4.4716 0.024461
0.00900 1497.35 4.4714 0.024841
0.01001 1497.41 4.4708 0.024750
0.02001 1497.65 4.4672 0.025664
0.03001 1497.87 4.4637 0.026026
0.04001 1498.08 4.4604 0.026225
0.05004 1498.29 4.4571 0.026349
0.06004 1498.51 4.4538 0.026419
0.07001 1498.69 4.4507 0.026501
0.08003 1498.85 4.4479 0.026582
0.09003 1499.01 4.4450 0.026639
0.10006 1499.18 4.4421 0.026682
0.15016 1500.06 4.4279 0.026788
0.19992 1500.84 4.4150 0.026872
0.25000 1501.62 4.4025 0.026911
0.30039 1502.34 4.3910 0.026952
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FIGURA 56
Volume molare apparent®/y) del tensioattivo GAGCB in funzione della molalita

(m).
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FIGURA 57

Compressibilita isoentropiche §l§) del tensioattivo GAGCB in funzione della
molalita (m).
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI DISACETILATI

Misure termodinamiche e volumetriche

| calori di diluizione e le entalpie molari appatiee parziali di G.DGCB, e
C16DGCB sono elencati nelle Tab. 15 e 16. | relatraifigi sono riportati nelle Fig. 58 e
59.

| dati di densita e i volumi molari apparenti, saiencati nelle Tab. 17 e 19, mentre
i dati di velocita del suono, coefficienti di comepsibilita adiabatica e compressibilita
isoentropica, sono riportati nelle Tab. 18 e 2@rdfici dei volumi molari apparenti
sono riportati nelle Fig. 60 e 62, mentre quelli@leompressibilita isoentropiche sono
riportati nelle Fig. 61 e 63.

Nella sezione Discussione, nelle Fig 99, 102, 103osriportati i confronti delle
entalpie molari apparenti e parziali, dei volumilambapparenti e delle compressibilita
isoentropiche tra questi due composti. In Fig. &0tportato il confronto delle entalpie
molari apparenti tra GDGCB, G,AGCB, DEDAB e DTAB. In Fig. 101 é riportato il
confronto delle entalpie molari apparenti tra i deresioattivi con catena a 12 atomi di
carbonio (G:DGCB e G,AGCB) e i due con catena a 16 atomi di carboniglGCB
e GAGCB). In Fig. 104 e riportato il confronto dellerapressibilita isoentropiche tra
C1.DGCB, GsAGCB e DEDAB.
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TABELLA 15
Molalita (m), entalpie di diluizion€dAHg), entalpie molari apparentLf), e parziali ),
del tensioattivo @DGCB, in acqua a 298 K.

m 143 AHq Lq;’i ch,f L2,i |—2,f
(molkg’) (molkgh) (@mo)y @molY) @mo) @molY) (I mol

0.00200 0.00100 -9.0 89 61 139 9
0.00301 0.00148 -44.4 113 75 182 116
0.00401 0.00199 -57.6 135 89 223 138
0.00501 0.00249 -54.6 157 101 266 160
0.00600 0.00299 -55.2 179 112 309 181
0.00702 0.00337 -60.9 201 121 354 197
0.00809 0.00387 -122.8 224 132 404 217
0.00910 0.00437 -121.1 247 143 453 238
0.01002 0.00491 -90.3 268 155 498 261
0.01505 0.00740 -134.8 344 209 580 360
0.02004 0.01030 -130.7 405 274 380 500
0.03008 0.01498 72.4 268 340 -180 580
0.04005 0.02002 305.9 100 400 -540 380
0.05014 0.02421 406.9 -60 375 -830 100
0.06024 0.02965 449.4 -190 290 -1030 -160
0.07021 0.03495 481.6 -292 190 -1180 -360
0.08025 0.03860 477.0 -362 115 -1300 -490
0.09027 0.04464 472.6 -463 10 -1460 -670
0.10036 0.04984 489.0 -530 -60 -1500 -830
0.15066 0.07444 491.9 -811 -320 -1790 -1240
0.20250 0.09820 563.5 -1084 -520 -2030 -1490
0.30078 0.13791 611.9 -1362 -750 -2360 -1750
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FIGURA 58
Entalpie relative molari apparenti (pallini ros&dl entalpie relative molari parziali

(pallini arancioni) del tensioattivo;DGCB in funzione della concentrazione m, a 298
K.
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TABELLA 16
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparentLf), e parziali ),

del tensioattivo DGCB, in acqua a 298 K.

m Iy AHg Lo, Lot Lo, Lo
(molkg’) (molkgh) (@mo™) @moY) @mot) @moY) (I mol
0.00050  0.00025 -367.2 893 504 1400 940
0.00050  0.00025 -382.2 894 506 1400 940
0.00060  0.00029 -450.4 1034 572 1700 1000
0.00060  0.00030 -483.3 1035 590 1700 1000
0.00090  0.00046 -584.4 1407 828 2550 1350
0.00101  0.00051 -608.6 1521 904 2590 1400
0.00150  0.00076 285.2 952 1238 -500 2150
0.00150  0.00076 290.9 954 1245 -500 2150
0.00201  0.00099 1088.4 920 1508 -3050 2590
0.00251  0.00123 1897.8 -418 1480 -4000 1700
0.00301  0.00155 1970.6 -1021 950 -4150 -1000
0.00401  0.00201 2150.9 -1801 350 -4350 -3000
0.00500  0.00250 1799.0 -2399 -600 -4490 -4000
0.00601  0.00293 1590.7 2770  -1180 -4610 -4130
0.00702  0.00350 1450.7 -3001  -1550 -4700 -4250
0.00903  0.00448 1268.8 3419  -2150 -4840 -4420
0.01002  0.00497 1081.1 -3506  -2425 -4900 -4490
0.01508  0.00748 902.1 -4042  -3140 -5115 -4740
0.03006  0.01473 580.6 -4591  -4010 -5260 -5105
0.04017  0.01975 425.2 -4685  -4260 -5260 -5220
0.07034  0.03439 247.7 -4908  -4660 -5275 -5260
0.08048  0.03927 219.2 -4919  -4700 -5280 -5260
0.09030  0.04526 199.8 -4955  -4755 -5300 -5265
0.10033  0.04995 188.5 -4973  -4785 -5310 -5270
0.15057  0.07441 215.0 5135  -4920 -5390 -5280
0.20083  0.10287 249.0 5239  -4990 -5470 -5310
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FIGURA 59
Entalpie relative molari apparenti (rombi verde regued entalpie relative molari

parziali (rombi verde chiaro) del tensioattivo;sBGCB in funzione della
concentrazionen, a 298 K.
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TABELLA 17
Densita ), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo @AGCB, in acqua a 298 K.

m d ng
(mol kg?) (g cni®) (cm® mol)
0.00803 0.997835 402.57
0.00902 0.997936 402.12
0.02004 0.999014 402.27
0.03008 0.999883 404.86
0.04005 1.000852 405.77
0.05014 1.001710 406.47
0.06024 1.002616 406.67
0.07021 1.003494 406.93
0.08025 1.004368 407.19
0.09027 1.005239 407.32
0.10036 1.006102 407.49
0.15066 1.010311 407.98
0.20250 1.014325 408.06
0.30078 1.021964 408.44
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TABELLA 18
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatidi)( compressibilita
isoentropicheKs ) in funzione della molalitanf), del tensioattivo GDGCB, in acqua
a 298 K.

m U 105,35 Kso
(mol kg™ (m sY) (bar?) (cn? bar* mol™)
0.00902 1499.48 4.4566 -0.003634
0.01001 1499.72 4.4548 -0.003561
0.01502 1500.99 4.4450 -0.003110
0.02002 1502.16 4.4358 -0.002535
0.02002 1502.25 4.4356 -0.002523
0.02513 1502.77 4.4301 -0.000662
0.03003 1503.10 4.4262 0.001057
0.03004 1503.36 4.4250 0.000803
0.03511 1503.45 4.4220 0.002274
0.04004 1504.06 4.4170 0.003099
0.05011 1504.72 4.4093 0.004563
0.06018 1505.19 4.4026 0.005667
0.07017 1505.69 4.3959 0.006431
0.08033 1506.22 4.3889 0.006997
0.09009 1506.76 4.3821 0.007403
0.10010 1507.20 4.3758 0.007787
0.12040 1508.54 4.3605 0.008149
0.13999 1509.64 4.3473 0.008525
0.15993 1510.76 4.3339 0.008791
0.18112 1511.98 4.3201 0.009040
0.20053 1512.98 4.3085 0.009283
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FIGURA 60
Volume molare apparent¥{) del tensioattivo GDGCB in funzione della molalita

(m).
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FIGURA 61
Compressibilita isoentropicheK{s) del tensioattivo ©DGCB in funzione della
molalita ().
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TABELLA 19
Densita ), volume molare apparente/y) in funzione della molalita nf), del
tensioattivo GgDGCB, in acqua a 298 K.

m d Vq)
(mol kgh) (g cm) (cm® mol%)
0.00200 0.997236 460.69
0.00401 0.997416 463.83
0.00501 0.997505 464.61
0.00601 0.997595 465.06
0.00702 0.997687 465.20
0.00802 0.997776 465.58
0.00900 0.997864 465.81
0.01002 0.997956 465.88
0.02003 0.998855 466.30
0.03004 0.999746 466.40
0.04008 1.000626 466.60
0.05016 1.001501 466.71
0.06013 1.002359 466.79
0.07011 1.003212 466.82
0.08084 1.004124 466.81
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TABELLA 20
Velocita del suonol), coefficiente di compressibilita adiabatidi)( compressibilita
isoentropicheKs ) in funzione della molalitanf), del tensioattivo GDGCB, in acqua
a 298 K.

m U 104 Kso
(mol kg™ (m sY) (bar?) (cn? bar* mol™)
0.00090 1497.36 4.4730 -0.009970
0.00100 1497.34 4.4730 -0.011167
0.00200 1497.48 4.4718 -0.001427
0.00301 1497.51 4.4712 0.004231
0.00401 1497.51 4.4708 0.007216
0.00501 1497.60 4.4699 0.008569
0.00601 1497.64 4.4692 0.009545
0.00702 1497.68 4.4686 0.010235
0.00802 1497.74 4.4678 0.010620
0.00900 1497.80 4.4671 0.010903
0.01002 1497.86 4.4663 0.011120
0.02003 1498.36 4.4592 0.012375
0.02306 1498.56 4.4568 0.012605
0.03004 1498.93 4.4519 0.012719
0.03018 1498.96 4.4516 0.012757
0.04002 1499.46 4.4448 0.013010
0.04008 1499.44 4.4450 0.013011
0.05005 1499.88 4.4385 0.013301
0.05016 1499.82 4.4388 0.013299
0.06013 1500.40 4.4316 0.013291
0.07011 1500.94 4.4246 0.013312
0.08084 1501.45 4.4176 0.013397
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FIGURA 62
Volume molare apparent¥{) del tensioattivo gDGCB in funzione della molalita

(m).
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FIGURA 63
Compressibilita isoentropicheK{y) del tensioattivo @DGCB in funzione della

molalita ().
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI
ACETILATI E DISACETILATI

Misure DSC, saggi biologici e immagini AFM

In Tab. 21 sono indicate le temperature di pretzémse e le temperature di
transizione di fase da gel a cristallo liquido [geMLVs formate da GAGCB/DPPC e
C1sDGCB/DPPC.

Queste temperature sono evidenti dalle curve cadédriche al DSC in Fig. 65 e dai
grafici delle temperature della transizione di fdsegel a cristallo liquido in funzione
dei rapporti molari ggAGCB/DPPC e gDGCB/DPPC riportati in Fig. 64.

Per quanto riguarda i saggi biologici, in Fig. 68he riportati i saggi EMSA di
complessazione dei composgAGDC, C,AGDC, GsAGDC, G.DGDC e GsDGDC
con il plasmide circolare pEGFP-C1.

In Fig. 67 e riportato il saggio di trasfezionensente dei composti 8GDC,
C12,AGDC, GgAGDC, G.,DGDC e GgDGDC utilizzati da soli e con il DOPE a
differenti rapporti molari.

In Fig 68 sono riprodotte le immagini AFM del DNAapmidico incubato con il
C16AGCB, con il GeDGCB e con il GgAGCB:DOPE 1:2.
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TABELLA 21

Temperature di pretransizionepf® temperature di transizione di fase,(Tm, € Tn')

da gel a cristallo liquido.

Metodo | Metodo I
T [°C]| TP [°C] | AHm[kI/mol] | T [°C]| Tp[°C] AHp, [kd/mol]
DPPC 41.6 35.2 34.6 41.6 35.2 34.6
nCleDGCB/nDppc 0.003 41.3 345 20.1 41.0 34.4 27.9
0.006 41.0 33.7 23.6 40.4 34.2 33.2
0.01| 40.7 32.4 26.4 40.0 31.6 29.1
0.03| 40.2 31.7 28.4 39.0 29.4 28.5
0.06| 39.3 - 32.2 37.4 - 33.9
0.1 38.5 - 304 36.6 - 26.7
0.003 415 - 24.6 40.9 - 30.7
0.006 414 - 324 40.9 - 28.5
Ncieaces/Noepc | 0.01 41.2 - 35.0 40.8 - 28.5
39.6 - 40.6 40.1 - 32.3
0.03 41.2
38.3 - 38.9 38.9 - 28.9
0.06 41.0
38.2 - 33.7 38.5 - 39.9
0.1
41.6

Nc16pGcd NDPPC ¢ il rapporto molare tra C16DGCE e DPPC
Nc16accH NDPPC ¢ il rapporto molare tra C16AGCB e DPPC
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FIGURA 64
Temperature (, Tm, € Tm') della transizione di fase da gel a cristallo iifguin
funzione dei rapporti molari fAGCB/DPPC (rombi) e GDGCB/DPPC (asterischi)
per entrambi i metodi.
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FIGURA 65
Curve calorimetriche al DSC delle MLVs in presemzaapporti molari crescenti di

C16DGCB e GsAGCB per entrambi i metodi. Le curve sono statewadizzate rispetto
alla quantita di DPPC.
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FIGURA 66
Saggio EMSA: complessazione dei compos#AGDC, C,AGDC, CgAGDC,
C12DGDC e G¢DGDC con il plasmide circolare pEGFP-C1. Come adlitmegativo &
stato utilizzato il plasmide da solo.
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FIGURA 67
Andamenti in grafico dei risultati del saggio dadfezione transiente dei composti
CsAGDC, CAGDC, GgAGDC, G,DGDC e G¢DGDC utilizzati da soli e con il
DOPE a differenti rapporti molari. Come controlbgitivi sono stati utilizzati il DOPE

da solo e I'agente trasfettante commerciale GeRIEER
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FIGURA 68
Immagini AFM del plasmide incubato con i tensioa@ysAGCB e G¢DGCB. In alto
a sinistra (a) plasmide pEGFP C1 0.5 nM da soloalin a destra (b) plasmide
incubato con il GAGCB 2 nM. In basso a sinistra (c) plasmide incababn il
CisDGCB 2 nM. In basso a destra (d) plasmide incubetm il CsAGCB
(DNA/tensioattivo 1:4000) e il DOPE 4 nM (tensioat{ DOPE 1:2).

152



TENSIOATTIVI GEMINI DIPIRIDINICI

Misure termodinamiche, saggi biologici e immagini AM

| calori di diluizione e le entalpie molari appatiem parziali di 12-Py(2)-n-(2)Py-12
MS (n = 2, 3, 4, 8, 12) sono elencati nelle Tab2821 relativi grafici sono riportati
nelle Fig. 69-73.

| calori di diluizione e le entalpie molari appatiem parziali di 12-Py(2)-n-(2)Py-12
Cl (n =3, 4, 8, 12) sono elencati nelle Tab. 27{13@lativi grafici sono riportati nelle
Fig. 74-77.

In Fig. 78 sono riportati i saggi EMSA che mostrditterazione tra i tensioattivi
16-Py(2)-n-(2)Py-16 Cl (n = 3, 4, 8, 12) con ilgfaide pEGFP-C1.

In Fig 79 e riportato il saggio di trasfezione semte dei tensioattivi 16-Py(2)-n-
(2)Py-16 Cl (n = 3, 4, 8, 12) in presenza 0 menD@PE.

Nelle Fig. 80-83 sono riportate le immagini AFM @A plasmidico incubato con
12-Py(2)-n-(2)Py-12 Cl (n = 3, 4, 8, 12) a concaeniwni crescenti di tensioattivo.

Nelle Fig. 84-87 sono riportate le immagini AFM @A plasmidico incubato con
12-Py(2)-n-(2)Py-12 CI (n = 3, 4, 8, 12) e il DORErapporto tensioattivo:DOPE a
concentrazioni crescenti di tensioattivo.

In Fig. 88 sono riportate le immagini AFM del DNAapmidico incubato con 16-
Py(2)-n-(2)Py-16 CI (n = 4, 8, 12) ad una concazitbme di questi tensioattivi pari a 3
pm.

Nella sezione Discussione, nelle Fig 105-107 squartati i confronti delle entalpie
molari apparenti e parziali dei 12-Py(2)-n-(2)Py-M& (n = 2, 3, 4, 8, 12). Nelle
Fig.109 e 110 sono riportati i confronti delle épi molari apparenti e parziali dei 12-
Py(2)-n-(2)Py-12 CI (n = 3, 4, 8, 12) Nella Fig.1%&no riportati i confronti delle
entalpie molari apparenti dei 12-Py(2)-n-(2)Py-18E Nh = 2, 3, 4, 8, 12) e dei 12-
Py(2)-n-(2)Py-12 CI (n = 3, 4, 8, 12). | graficilldetensioni superficiali dei 12-Py(2)-n-
(2)Py-12 MS (n = 2, 3, 4, 8, 12) e dei 16-Py(22iPy-16 Cl (n = 3, 4, 8, 12) sono

riportati rispettivamente nelle Fig.112 e 114.
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TABELLA 22
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-2-(2)Py-12 MS, in acquz08 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol
0.00100  0.00052 -352 371 19 1353 257
0.00151  0.00078 -808 987 179 3126 772
0.00201  0.00104 -1308 1719 411 4040 1472
0.00230  0.00115 -1643 2172 529 3985 1816
0.00251  0.00125 -1632 2277 645 3885 2153
0.00271  0.00141 -1481 2330 849 2220 2736
0.00301  0.00156 -1241 2300 1059 1850 3329
0.00351  0.00184 -720 2215 1495 1450 4550
0.00402  0.00209 -215 2110 1900 1200 4025
0.00451  0.00226 108 1910 2020 910 4005
0.00507  0.00262 543 1750 2285 630 3850
0.00803  0.00395 799 1290 2120 30 1235
0.01505  0.00779 792 530 1320 -450 80
0.01976  0.01007 773 250 990 -715 -270
0.04054  0.02059 621 -395 220 -1215 -730
0.05027  0.02567 594 -595 0 -1425 -880
0.06016  0.03029 607 -755 -145 -1590 -1000
0.07048  0.03537 592 -870 -285 -1745 -1110
0.08043  0.04101 579 -990 -410 -1850 -1230
0.09058  0.04610 587 -1105 -530 -1925 -1340
0.10040  0.05065 586 -1185 -600 -2020 -1430
0.15509  0.07529 610 -1550 -940 -2115 -1800

154



FIGURA 69
Entalpie relative molari apparenti (rombi arancjozd entalpie relative molari parziali
(pallini gialli) del tensioattivo 12-Py(2)-2-(2)Py2 MS in funzione della concentrazione
m, a 298 K.
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TABELLA 23
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-3-(2)Py-12 MS, in acquz08 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol
0.00050  0.00024 -204 395 137 980 329
0.00060  0.00028 -383 518 170 1290 412
0.00070  0.00033 -440 652 215 1629 526
0.00080  0.00039 -505 797 274 1994 675
0.00100  0.00050 -758 1115 380 2797 980
0.00150  0.00072 -1365 2059 681 5177 1700
0.00200  0.00095 -1090 2122 1032 860 2588
0.00301  0.00193 472 1648 2120 -300 1160
0.00401  0.00193 1147 973 2120 -825 1160
0.00451  0.00211 1297 818 2115 -1050 620
0.00602  0.00282 1523 338 1860 -1540 -200
0.00652  0.00308 1536 84 1620 -1685 -300
0.00752  0.00349 1550 -270 1280 -1925 -580
0.00802  0.00378 1529 -450 1080 -2025 -740
0.01003  0.00471 1441 -681 760 -2380 -1115
0.01203  0.00568 1337 -917 420 -2620 -1425
0.01403  0.00646 1316 -1280 70 -2820 -1680
0.01994  0.00946 1081 -1770 -660 -3160 -2300
0.02506  0.01182 1002 -2080 -1110 -3280 -2605
0.02808  0.01284 960 -2180 -1200 -3350 -2720
0.03511  0.01637 900 -2420 -1520 -3510 -3010
0.04010  0.01907 850 -2570 -1720 -3625 -3130
0.05013  0.02358 820 -2840 -2020 -3830 -3240
0.06013  0.02802 800 -2990 -2170 -4020 -3350
0.07017  0.03308 760 -3140 -2380 -4120 -3475
0.08024  0.03761 766 -3286 -2520 -4200 -3575
0.10027  0.04689 740 -3520 -2780 -4375 -3775
0.20055  0.09239 685 -4115 -3440 -4820 -4280
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FIGURA 70
Entalpie relative molari apparenti (rombi blu) edadpie relative molari parziali (pallini

azzurri) del tensioattivo 12-Py(2)-3-(2)Py-12 MSfimzione della concentrazione m, a
298 K.
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TABELLA 24
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS, in acquz08 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol
0.00050  0.00025 -322 477 153 1243 399
0.00078  0.00039 -570 949 314 2461 818
0.00080  0.00040 -681 1012 330 2625 858
0.00090  0.00044 -754 1216 388 3149 1011
0.00100  0.00051 -996 1444 485 3735 1261
0.00140  0.00072 -1455 2299 844 4300 2400
0.00151  0.00076 -1392 2330 938 4100 2450
0.00201  0.00100 -1118 2546 1427 2200 3700
0.00302  0.00144 379 1961 2340 290 4290
0.00401  0.00204 899 1641 2540 -190 2200
0.00451  0.00223 1034 1456 2490 -360 1700
0.00503  0.00249 1179 1221 2400 -490 800
0.00601  0.00294 1293 767 2060 -740 360
0.00697  0.00340 1291 529 1820 -910 60
0.00802  0.00398 1232 370 1600 -1080 -170
0.00903  0.00437 1222 268 1490 -1220 -300
0.01002  0.00483 1208 93 1300 -1320 -440
0.02008  0.00964 888 -708 180 -1890 -1280
0.02381  0.01171 828 -928 -100 -1960 -1500
0.03020  0.01492 744 -1143 -400 -2030 -1690
0.06023  0.02956 589 -1729 -1140 -2400 -2030
0.08028  0.03868 575 -1924 -1350 -2620 -2150
0.10048  0.04754 579 -2118 -1544 -2800 -2270
0.20047  0.08970 588 -2608 -2020 -3280 -2710
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FIGURA 71
Entalpie relative molari apparenti (rombi rosso regued entalpie relative molari

parziali (pallini rosso chiaro) del tensioattivo-Rg2(2)-4-(2)Py-12 MS in funzione della
concentrazione m, a 298 K.
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TABELLA 25
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS in acquzO8 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot
(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol
0.00009  0.00005 -120 -300 -569 340 -731
0.00010  0.00005 -189 -200 572 528 -725
0.00015  0.00007 -874 270 -573 850 -363
0.00020  0.00010 -957 547 -250 950 375
0.00030  0.00015 -430 721 250 150 800
0.00040  0.00020 92 418 510 -1200 900
0.00050  0.00024 647 -47 600 -2200 700
0.00060  0.00029 1080 -380 700 -2900 200
0.00070  0.00034 1662 -1112 550 -3350 -250
0.00080  0.00038 2181 -1681 500 -3900 -750
0.00090  0.00043 2502 -2322 180 -4350 -1500
0.00100  0.00048 2438 -2468 -30 -4800 -2000
0.00200  0.00095 2827 -5077 -2250 -6800 -4600
0.00300  0.00144 2445 -6045 -3650 -7900 -6000
0.00401  0.00191 2061 -6960 -4900 -8300 -6700
0.00501  0.00238 1908 -7308 -5400 -8590 -7350
0.00602  0.00287 1712 -7442 -5730 -8760 -7800
0.00701  0.00333 1545 7724 -6180 -9000 -8050
0.00901  0.00429 1334 -8383 -7050 -9350 -8420
0.01003  0.00500 1175 -8476 -7300 -9470 -8570
0.02002  0.00998 789 -9259 -8470 -10180 -9460
0.04007  0.01908 688 -9903 -9215 -10780 -10120
0.05010  0.02411 628 -10050 -9420 -10920 -10360
0.06006  0.02838 621 -10190 -9570 -11055 -10505
0.07029  0.03366 596 -10326 -9730 -11190 -10650
0.15128  0.06997 595 -10905 -10310 -11670 -11182
0.20460  0.09383 614 -11224 -10610 -11750 -11440
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FIGURA 72
Entalpie relative molari apparenti (rombi verde regued entalpie relative molari

parziali (pallini verde chiaro) del tensioattivo-Pg(2)-8-(2)Py-12 MS in funzione della
concentrazione m, a 298 K.
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TABELLA 26
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-12-(2)Py-12 MS, in ac@u208 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol

0.00020  0.00010 2941 -5870 -2929 -10300 -5810
0.00030  0.00015 2960 -7960 -5000 -11100 -8752
0.00040  0.00020 2715 -8595 -5880 -11900 -10100
0.00050  0.00025 2500 -9410 -6910 -12300 -10700
0.00060  0.00029 2591 -10541 -7950 -12700 -10900
0.00070  0.00034 2619 -10919 -8300 -12800 -11800
0.00080  0.00039 2255 -10955 -8700 -12900 -11850
0.00085  0.00042 2393 -11193 -8800 -12950 -11950
0.00090  0.00044 2351 -11251 -8900 -13000 -12250
0.00100  0.00049 2570 -11970 -9400 -13300 -12280
0.00150  0.00072 1585 -12500 -10920 -13550 -12840
0.00200  0.00097 1904 -13244 -11340 -13900 -13250
0.00303  0.00147 1300 -13700 -12400 -14450 -13500
0.00400  0.00194 1284 -14284 -13000 -14800 -13850
0.00501  0.00248 1100 -14572 -13500 -15100 -14200
0.00601  0.00297 1070 -14760 -13690 -15500 -14430
0.00701  0.00347 940 -14940 -14000 -15700 -14600
0.00801  0.00393 960 -15160 -14200 -15900 -14790
0.00901  0.00451 883 -15280 -14400 -16050 -15000
0.00984  0.00493 880 -15440 -14560 -16150 -15080
0.02003  0.01006 666 -16126 -15460 -16980 -16170
0.04006  0.01983 569 -16659 -16090 -17550 -16880
0.06008  0.02852 562 -16987 -16425 -17770 -17380
0.08015  0.03778 555 -17180 -16625 -17900 -17530
0.15052  0.06705 557 -17627 -17070 -18380 -17820
0.21076  0.09155 583 -17863 -17280 -18760 -17970
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FIGURA 73
Entalpie relative molari apparenti (rombi viola) edtalpie relative molari parziali
(pallini ciclamino) del tensioattivo 12-Py(2)-12}3-12 MS in funzione della
concentrazione m, a 298 K.

-1000

-3000

-5000

-7000

J mol™?

-9000
-11000
-13000
-15000

*
-17000 * ., u c e

-19000 + T T T —=
0 0,05 0,1 0,15 0,2

163



TABELLA 27
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-3-(2)Py-12 Cl, in acqu208 K.

m my AHqg A @A L2, Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol
0.00060  0.00029 -361 749 397 1392 749
0.00070  0.00034 -400 855 457 1580 860
0.00082  0.00040 -449 977 515 1739 968
0.00090  0.00043 -488 1055 562 1930 1053
0.00100  0.00050 -520 1151 640 2093 1196
0.00120  0.00058 -568 1307 739 1595 1373
0.00160  0.00080 0 957 957 -1500 1759
0.00180  0.00087 321 705 1026 -2700 1879
0.00200  0.00096 650 464 1113 -3875 2029
0.00251  0.00121 1952 -652 1300 -5170 1570
0.00301  0.00141 2679 -1559 1120 -5995 1335
0.00401  0.00193 3220 -2670 550 -6845 -3625
0.00601  0.00297 2940 -4435 -1495 -7610 -5960
0.00701  0.00340 2820 -4845 -2025 -7805 -6410
0.00902  0.00442 2325 -5425 -3100 -8125 -7065
0.01002  0.00489 2105 -5650 -3545 -8260 7275
0.01503  0.00735 1782 -6742 -4960 -8660 -7880
0.02004  0.00978 1620 -7225 -5605 -9075 -8235
0.02506  0.01231 1475 -7645 -6170 -9415 -8435
0.03006  0.01460 1383 -8033 -6650 -9650 -8625
0.03508  0.01689 1294 -8254 -6960 -9845 -8835
0.04008  0.01963 1235 -8440 -7205 -10030 -9045
0.05010  0.02394 1187 -8757 -7570 -10330 -9350
0.06013  0.02904 1123 -9093 -7960 -10550 -9605
0.10024  0.04816 1059 -9764 -8705 -11080 -10280
0.20040  0.09169 1002 -10577 -9685 -11660 -10940
0.30020  0.13516 951 -10961 -10150 -12125 -11310
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FIGURA 74

Entalpie relative molari apparenti (triangoli azzued entalpie relative molari parziali

(quadratini

blu) del

tensioattivo 12-Py(2)-3-(2)P3- ClI
concentrazione m, a 298 K.
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TABELLA 28
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-4-(2)Py-12 ClI, in acqu208 K.

m m AHq4 A @A f Lo Lot

(molkg') (molkg) @molY) @mol) @mol) @mol') (I mol
0.00060  0.00030 -394 446 55 1465 299
0.00070  0.00035 -521 625 98 1975 437
0.00080  0.00040 -682 833 153 2559 607
0.00090  0.00045 -937 1150 213 2555 786
0.00100  0.00050 -754 1037 282 2550 990
0.00201  0.00099 866 179 1045 2200 2552
0.00301  0.00149 1962 -1332 630 1200 2450
0.00501  0.00248 2223 -2623 -400 -600 1600
0.00802  0.00397 1851 -3871 -2020 -3100 200
0.02005  0.00993 1397 -5657 -4260 -6500 -4100
0.03364  0.01661 1136 -6467 -5330 -7830 -5800
0.06621  0.03250 999 -7400 -6400 -8755 -7670
0.09268  0.04510 982 -7862 -6880 -9225 -8220
0.13280  0.06157 978 -8278 -7300 -9560 -8655
0.26546  0.11837 970 -9155 -8185 -10400 -9480
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FIGURA 75
Entalpie relative molari apparenti (triangoli rgsed entalpie relative molari parziali

(quadratini rosso scuro) del tensioattivo 12-PWAR)Py-12 Cl in funzione della
concentrazione m, a 298 K.
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TABELLA 29
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHg), entalpie molari apparenti ) e parziali (L),
del tensioattivo 12-Py(2)-8-(2)Py-12 Cl, in acqu208 K.

m my AHqg A @A 1 L2 Lot
(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol

0.00090 0.00046 2835 -5800 -2964 -11420 -5929

0.00100 0.00051 3513 -6600 -3087 -11990 -6573

0.00150 0.00072 3460 -8150 -4690 -12350 -9640

0.00170 0.00085 3253 -8653 -5400 -12470 -11030
0.00200 0.00098 3100 -9500 -6400 -12660 -11890
0.00301 0.00146 2670 -10750 -8080 -13225 -12320
0.00401 0.00199 2023 -11503 -9480 -13640 -12655
0.00501 0.00243 1758 -11958 -10200 -13960 -12915
0.00802 0.00385 1250 -12655 -11405 -14485 -13585
0.01003 0.00485 1165 -13055 -11890 -14790 -13915
0.02006 0.00974 860 -13775 -12915 -15200 -14760
0.03009 0.01425 827 -14307 -13480 -15415 -14975
0.05014 0.02350 759 -14754 -13995 -15910 -15305
0.10083 0.04876 653 -15393 -14740 -16440 -15885
0.15049 0.07036 630 -15700 -15070 -16800 -16130
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FIGURA 76
Entalpie relative molari apparenti (triangoli verdeiaro) ed entalpie relative molari

parziali (quadratini verde scuro) del tensioatti@-Py(2)-8-(2)Py-12 Cl in funzione
della concentrazione m, a 298 K.
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TABELLA 30
Molalita (m), entalpie di diluizioneAHq), entalpie molari apparenti g e parziali (L),

del tensioattivo 12-Py(2)-12-(2)Py-12 ClI, in acqu298 K.

m my AHqg A @A 1 L2, Lot

(molkg') (molkgh) @mo) @mot) @mo) @moY) (@ mol

0.00010  0.00005 2674 -5339 -2665 -10170 -5339
0.00020  0.00010 2810 -8149 -5339 -12300 -10170
0.00030  0.00013 3071 -10015 -6944 -13975 -10915
0.00040  0.00019 3156 -11201 -8045 -15575 -12195
0.00050  0.00024 3200 -12100 -8900 -16940 -13060
0.00060  0.00029 3280 -13080 -9800 -17790 -13810
0.00070  0.00035 3332 -14047 -10715 -18435 -14965
0.00080  0.00040 3360 -14561 -11201 -18960 -15575
0.00090  0.00045 3380 -15045 -11665 -19450 -16320
0.00100  0.00049 3301 -15401 -12010 -19815 -16820
0.00200  0.00099 2998 -18363 -15365 -21430 -19780
0.00300  0.00148 2451 -19333 -16882 -21865 -20570
0.00402  0.00199 1880 -20210 -18330 -22230 -21425
0.00600  0.00296 1590 -20910 -19320 -22710 -21855
0.00701  0.00351 1340 -21190 -19850 -22890 -22060
0.00801  0.00395 1220 -21412 -20192 -23050 -22210
0.00901  0.00445 1180 -21625 -20445 -23190 -22350
0.01002  0.00490 1090 -21651 -20561 -23320 -22470
0.02004  0.00988 805 -22453 -21648 -23895 -23210
0.03007  0.01467 757 -22786 -22029 -24105 -23670
0.04007  0.01939 714 -23104 -22390 -24285 -23850
0.05513  0.02653 670 -23310 -22640 -24505 -24025
0.07515  0.03608 560 -23510 -22950 -24640 -24195
0.09017  0.04288 474 -23645 -23171 -24740 -24315
0.10036  0.04788 428 -23670 -23242 -24820 -24415
0.20043  0.09145 305 -23955 -23650 -24980 -24755
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FIGURA 77
Entalpie relative molari apparenti (triangoli vitiieed entalpie relative molari parziali

(quadratini viola) del tensioattivo 12-Py(2)-12#%}12 Cl in funzione della
concentrazione m, a 298 K.
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FIGURA 78
Saggio EMSA che mostra l'interazione tra i tendioal 6-(2)Py-n-Py(2)-16 CI (n = 3,
4, 8, 12) con il plasmide pEGFP-C1 al variare dédleo concentrazione. Come

controllo negativo é stato utilizzato il plasmide sblo.
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FIGURA 79
Risultati del saggio di trasfezione transiente @ilute RD-4 con i tensioattivi 16-(2)Py-
n-Py(2)-16 Cl (n = 3, 4, 8, 12) in presenza o ménDOPE. Come controllo positivo é

stato utilizzato il reagente di trasfezione comnaecGenePorter.
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FIGURA 80
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensivattl2-Py(2)-3-(2)Py-12 CI. (a)
Plasmide pEGFP C1 1 nM da solo. (b) Plasmide incutan il 12-Py(2)-3-(2)Py-12 CI
1uM. (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-3-(2)Py<aR3 uM. (d) Plasmide incubato
con il 12-Py(2)-3-(2)Py-12 Cl gM.
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FIGURA 81
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensigattl2-Py(2)-4-(2)Py-12 Cl. (a)
Plasmide pEGFP C1 1 nM da solo. (b) Plasmide incutan il 12-Py(2)-4-(2)Py-12 CI
1uM. (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-4-(2)Py<QaR3 uM. (d) Plasmide incubato
con il 12-Py(2)-4-(2)Py-12 Cl gM.
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FIGURA 82
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensivattl2-Py(2)-8-(2)Py-12 CI. (a)
Plasmide pEGFP C1 1 nM da solo. (b) Plasmide incutan il 12-Py(2)-8-(2)Py-12 CI
1uM. (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-8-(2)Py<aR3 uM. (d) Plasmide incubato
con il 12-Py(2)-8-(2)Py-12 Cl gM.
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FIGURA 83
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensivattl2-Py(2)-12-(2)Py-12 CI. (a)
Plasmide pEGFP C1 1 nM da solo. (b) Plasmide irtcuban il 12-Py(2)-12-(2)Py-12
Cl 1uM. (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-12-(2)R¥-Cl 3 uM. (d) Plasmide

incubato con il 12-Py(2)-12-(2)Py-12 CLé/.
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FIGURA 84
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensigattl2-Py(2)-3-(2)Py-12 CI. e |l
DOPE in rapporto lipide/DOPE 1:2 (a) Plasmide pE@HP1 nM da solo. (b) Plasmide
incubato con il 12-Py(2)-3-(2)Py-12 CuM (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-3-
(2)Py-12 Cl 3uM. (d) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-3-(2)PyQP6 pM.
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FIGURA 85
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensigattl2-Py(2)-4-(2)Py-12 CI. e |l
DOPE in rapporto lipide/DOPE 1:2 (a) Plasmide pE@HP1 nM da solo. (b) Plasmide
incubato con il 12-Py(2)-4-(2)Py-12 CuM (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-4-
(2)Py-12 Cl 3uM. (d) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-4-(2)PyQP6 pM.
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FIGURA 86
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensiwattl2-Py(2)-8-(2)Py-12 ClI. e |l
DOPE in rapporto lipide/DOPE 1:2 (a) Plasmide pE@HP1 nM da solo. (b) Plasmide
incubato con il 12-Py(2)-8-(2)Py-12 CuM. (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-8-
(2)Py-12 Cl 3uM. (d) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-8-(2)PyQaP6 pM.
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FIGURA 87
Immagini AFM del plasmide incubato con il tensivattl2-Py(2)-12-(2)Py-12 Cl. e il
DOPE in rapporto lipide/DOPE 1:2 (a) Plasmide pE@HP1 nM da solo. (b) Plasmide
incubato con il 12-Py(2)-12-(2)Py-12 CIyM (c) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-
12-(2)Py-12 Cl 3uM. (d) Plasmide incubato con il 12-Py(2)-12-(2)F3/al 6 uM.
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FIGURA 88
Immagini AFM del plasmide incubato con i tensioathé-Py(2)-n-(2)Py-16 Cl (a)
Plasmide pEGFP C1 1 nM da solo. (b) Plasmide inoutan il 16-Py(2)-4-(2)Py-16 CI
3 UM. (c) Plasmide incubato con il 16-Py(2)-8-(2)Pya63 uM. (d) Plasmide incubato
con il 16-Py(2)-12-(2)Py-16 CI @M.
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TENSIOATTIVI ALCHILTRIMETILAMMONIO BROMURI

Misure di conducibilita

Nelle Tab.31-34 sono elencati i valori di conduliidirispettivamente dei tensioattivi
DeTAB, DTAB, TTAB, CTAB in acqua in funzione dellanolarita, a diverse
temperature. | relativi grafici sono riportati reefrig. 89-92.

In Tab. 35 sono indicate funzioni termodinamichécaate per i tensioattivi in
studio.

In Tab. 36 sono indicati i numeri di molecole d’maqy, calcolati dall’entalpia e
dall’'entropia (dalle pendenze dH = f(T) e di4S = f(InT)) in seguito alla formazione

delle micelle per vari tensioattivi, tra cui i coogbi in studio.
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TABELLA 31
Conducibilita k) del tensioattivo DeTAB in acqua in funzione defmlarita M), a

diverse temperature.

M k 15°C k 25°C M k 20°C M k 30°C k 40°C k 50°C
(mol ) (uScm® (uScm?) (moll!) (uScmb) (moll™) (uScm®) (uScm?) (uS cm?)

0,00000 0,81 1,15 0,00000 1,08 0,00000 1,48 1,86 2,45
0,00182 112 141,12 0,00363 240 0,00183 234 342 488

0,00363 220 278 0,00722 471 0,00364 414 539 826
0,00543 328 410 0,01076 691 0,00544 574 739 1011
0,00722 432 539 0,01425 904 0,00723 739 936 1208
0,00900 533 664 0,01770 1115 0,00901 892 1124 1474
0,01076 630 786 0,02110 1312 0,01078 1054 1306 1661
0,01251 726 907 0,02446 1505 0,01254 1200 1483 1852
0,01426 822 1027 0,02778 1690 0,01428 1356 1655 2030
0,01599 915 1144 0,03106 1871 0,01601 1499 1830 2210

0,01770 1007 1259 0,03429 2040 0,01774 1650 2010 2390
0,01941 1099 1371 0,03749 2220 0,01945 1790 2180 2570
0,02111 1190 1482 0,04064 2390 0,02115 1930 2340 2740
0,02280 1277 1593 0,04376 2550 0,02284 2060 2510 3020
0,02447 1363 1700 0,04684 2710 0,02452 2200 2670 3190
0,02614 1445 1804 0,04988 2860 0,02618 2330 2830 3370
0,02779 1529 1908 0,05289 3020 0,02784 2460 2990 3580
0,02943 1611 2010 0,05585 3170 0,02949 2590 3140 3730
0,03107 1695 2110 0,05879 3320 0,03112 2720 3280 3900
0,03269 1778 2210 0,06169 3460 0,03275 2840 3430 4060
0,03430 1855 2300 0,06455 3600 0,03437 2970 3580 4210
0,03591 1931 2400 0,06738 3740 0,03597 3110 3730 4380
0,03750 2010 2500 0,07018 3870 0,03757 3230 3870 4540
0,03908 2080 2590 0,07295 4000 0,03915 3350 4030 4690
0,04065 2150 2690 0,07568 4100 0,04073 3460 4150 4860
0,04222 2230 2780 0,07838 4180 0,04230 3580 4290 5030
0,04377 2300 2870 0,08106 4240 0,04385 3740 4420 5210
0,04532 2370 2960 0,08370 4300 0,04540 3840 4560 5360
0,04685 2450 3050 0,08631 4350 0,04694 3950 4680 5510
0,04838 2510 3140 0,08889 4400 0,04847 4060 4820 5670
0,04989 2590 3230 0,09145 4450 0,04999 4190 4940 5840
0,05290 2710 3400 0,09397 4490 0,05300 4380 5160 6110
0,05587 2840 3550 0,09647 4540 0,05597 4570 5380 6360
0,05880 2970 3720 0,09894 4580 0,05891 4750 5610 6630
0,06170 3100 3860 0,10139 4610 0,06182 4940 5830 6900
0,06457 3220 4020 0,10381 4660 0,06469 5110 6030 7160
0,06740 3340 4170 0,10620 4700 0,06752 5290 6250 7500
0,07020 3460 4320 0,10856 4740 0,07033 5450 6450 7750
0,07297 3570 4460 0,11091 4780 0,07310 5610 6630 7970
0,07570 3660 4560 0,11322 4820 0,07584 5730 6770 8200
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0,07841
0,08108
0,08372
0,08633
0,08892
0,09147
0,09400
0,09650
0,09897
0,10142
0,10383
0,10623
0,10859
0,11094
0,11325
0,11555
0,11781
0,12006

3740
3790
3840
3880
3920
3970
4000
4040
4080
4100
4140
4180
4200
4240
4270
4310
4330
4360

4660
4730
4790
4850
4900
4960
5010
5070
5120
5160
5210
5250
5300
5350
5390
5430
5470
5520

0,11551
0,11778
0,12003
0,12225
0,12445
0,12662
0,12877
0,13091
0,13302
0,13510
0,13717

4850
4890
4930
4960
5000
5040
5070
5100
5140
5170
5200

0,07855
0,08123
0,08387
0,08649
0,08908
0,09164
0,09417
0,09668
0,09915
0,10160
0,10402
0,10642
0,10879
0,11114
0,11346
0,11576
0,11803
0,12028

5830
5920
6000
6070
6140
6210
6270
6350
6410
6470
6540
6590
6660
6710
6780
6830
6890
6940

6910
7030
7140
7250
7350
7450
7540
7620
7700
7790
7870
7950
8020
8100
8180
8260
8340
8410

8400
8600
8780
8920
9120
9260
9360
9500
9620
9730
9850
9960
10100
10220
10300
10410
10550
10620
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FIGURA 89
Conducibilita K) del tensioattivo DeTAB in acqua in funzione dethlarita M), a

diverse temperature (triangoli rosa 50°C, gialli@Qviola 30°C, verdi 25°C, arancione

20°C e azzurri 15°C) .
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TABELLA 32
Conducibilita k) del tensioattivo DTAB in acqua in funzione deftmlarita M), a

diverse temperature.

M k 15°C k 25°C k 30°C k 50°C M k 20°C M k 40°C
(mol ") (uS cm) (uS cm?) (uS cm®) (uS cm?) (Mol ) (uS cm? (mol ") (uS cmt)

0,00000 0,65 1,08 1,25 241 0,00000 0,89 0,00000 1,35
0,00066 67,2 76,2 88,2 186 0,00132 96,8 0,00066 73,8
0,00132 100,1 135,1 154,1 240 0,00263 188,1 0,00132 144,4
0,00198 143,8 193,5 218 313 0,00391 276 0,00198 213
0,00263 183,8 249 280 390 0,00519 363 0,00263 280
0,00328 224 304 342 469 0,00644 446 0,00327 343
0,00392 264 360 403 543 0,00768 528 0,00391 409
0,00456 308 416 466 613 0,00890 608 0,00455 475
0,00519 347 470 523 685 0,01011 687 0,00519 539
0,00582 384 523 584 755 0,01130 764 0,00582 603
0,00645 425 575 644 827 0,01248 838 0,00644 665
0,00707 462 626 703 899 0,01364 913 0,00706 727
0,00769 503 678 761 968 0,01479 984 0,00768 788
0,00831 538 728 818 1032 0,01592 1051 0,00829 846
0,00892 577 779 875 1103 0,01704 1089 0,00890 907
0,00952 612 827 931 1171 0,01815 1113 0,00951 966
0,01013 649 876 986 1238 0,01924 1133 0,01011 1024
0,01072 684 924 1041 1313 0,02032 1152 0,01071 1082
0,01132 724 971 1094 1376  0,02139 1169 0,01130 1139
0,01191 758 1019 1148 1442  0,02245 1187 0,01189 1196
0,01250 793 1067 1201 1506 0,02349 1203 0,01248 1251
0,01308 828 1113 1255 1577 0,02452 1220 0,01306 1307
0,01366 863 1160 1306 1648 0,02554 1237 0,01364 1362
0,01424 898 1205 1357 1716 0,02654 1252 0,01422 1417
0,01481 929 1249 1408 1790 0,02754 1268 0,01479 1469
0,01538 963 1292 1456 1865 0,02852 1284 0,01536 1523
0,01595 990 1328 1495 1958 0,02949 1299 0,01592 1574
0,01651 1010 1354 1524 2040 0,03046 1315 0,01649 1623
0,01707 1024 1373 1545 2120 0,03141 1330 0,01704 1663
0,01763 1034 1390 1565 2170 0,03235 1344 0,01760 1694
0,01818 1045 1405 1581 2220 0,03328 1360 0,01815 1719
0,01928 1063 1430 1612 2300 0,03419 1375 0,01924 1759
0,02036 1080 1454 1640 2360 0,03510 1388 0,02032 1795
0,02143 1095 1478 1666 2430 0,03600 1403 0,02139 1828
0,02248 1111 1500 1694 2510 0,03689 1417 0,02245 1860
0,02353 1125 1522 1720 2570 0,03777 1432 0,02349 1891
0,02456 1140 1545 1745 2630 0,03864 1445 0,02452 1920
0,02558 1154 1565 1770 2700 0,03950 1459 0,02554 1950
0,02659 1168 1586 1795 2750 0,04035 1473 0,02654 1978
0,02758 1184 1606 1820 2810 0,04120 1487 0,02754 2000
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0,02857
0,02954
0,03051
0,03146
0,03240
0,03333
0,03425
0,03516
0,03606
0,03695
0,03783
0,03871
0,03957
0,04042
0,04127
0,04210
0,04293
0,04375
0,04456
0,04536
0,04615
0,04693
0,04771
0,04848
0,04924
0,05000

1197
1212
1224
1238
1253
1267
1280
1293
1305
1319
1332
1344
1357
1371
1383
1395
1408
1420
1432
1444
1456
1469
1481
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FIGURA 90
Conducibilita k) del tensioattivo DTAB in acqua in funzione deftelarita M), a
diverse temperature (rombi rosa 50°C, gialli 409®@Ja 30°C, verdi 25°C, arancione

20°C e azzurri 15°C) .
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TABELLA 33
Conducibilita k) del tensioattivo TTAB in acqua in funzione deft@larita M), a

diverse temperature.

M k 15°C k 20°C k 25°C k 30°C k 40°C k 50°C
(mol ") (uS cm?) (uS cm®) (uS cm?) (US cm?) (uS cm?) (uS cmt)

0,00000 1,02 1,96 1,35 1,45 1,9 2,41
0,00017 15,3 17,78 20,5 24 25,4 37,9
0,00033 25 32 35,6 41,7 46 57,3
0,00049 36,6 45,9 51,3 58,9 66,6 81,4
0,00066 48,1 59,7 66,7 75,9 87,2 107,6
0,00082 59 73,4 82,1 92,8 107,7 130,7
0,00098 70,5 87,1 97,4 109,7 127,9 154,9
0,00114 81,6 100,6 112,5 126,2 1477 178,9
0,00130 92,7 113,9 127,5 142,7 167,7 202
0,00145 103,6 127,4 142,3 159,1 187,2 225
0,00161 1144 140,5 157,1 175,1 206 249
0,00177 125,1 153,4 171,7 190,6 224 273
0,00192 136 166,3 186 205 243 296
0,00207 146,4 179 198 221 263 319
0,00223 157,1 191,8 213 238 281 342
0,00238 167,1 204 227 252 301 364
0,00253 177.8 216 241 267 320 386
0,00268 189 227 254 282 338 408
0,00283  198,7 240 268 297 356 430
0,00297 208 252 282 312 374 453
0,00312 218 264 295 327 392 474
0,00327 227 276 309 342 411 496
0,00341 237 288 322 356 428 518
0,00355 246 299 335 371 446 539
0,00370 254 307 345 384 463 560
0,00384 258 312 350 394 481 581
0,00398 261 316 356 400 495 602
0,00412 264 319 360 405 507 622
0,00426 266 321 363 409 515 640
0,00440 268 324 367 414 521 656
0,00454 271 327 370 417 528 667
0,00481 275 332 376 425 538 685
0,00508 279 338 382 432 548 698
0,00535 283 343 388 438 557 711
0,00561 287 348 394 445 566 724
0,00587 291 353 399 451 575 736
0,00613 295 357 405 459 584 747
0,00638 299 362 411 465 592 758
0,00664 303 367 417 472 600 770
0,00688 306 372 422 477 609 781
0,00713 309 377 428 483 616 792
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FIGURA 91
Conducibilita k) del tensioattivo TTAB in acqua in funzione dett@larita M), a
diverse temperature (pallini rosa 50°C, gialli 40%®la 30°C, verdi 25°C, arancione

20°C e azzurri 15°C) .
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TABELLA 34
Conducibilita K) del tensioattivo CTAB in acqua in funzione deftlarita M), a

diverse temperature.

M k 15°C k 20°C k 25°C k 30°C k 40°C k 50°C
(mol ) (uScm®) (uScm’ (uScm? (uScm?) (uScm?) (uS cm?)

0,00000 0,93 1,33 1,32 14 1,78 3,04
0,00002 1,88 2,84 2,97 3,26 4,06 5,87
0,00003 2,87 4,31 4,6 5 6,19 10,18
0,00005 3,86 5,83 6,15 6,72 8,31 12,46
0,00006 4,91 7,25 7,66 8,46 10,41 15,14
0,00008 5,89 8,62 9,23 10,19 12,55 17,66
0,00009 6,84 10,08 10,75 11,89 14,58 20,6
0,00011 7,85 11,48 12,26 13,56 16,64 22,9
0,00012 8,82 12,88 13,76 15,21 18,71 25,6
0,00014 9,81 14,25 15,24 16,88 20,8 28,2
0,00015 10,78 15,61 16,7 18,56 22,8 30,8
0,00017 11,79 16,93 18,18 20,2 24,8 33,4
0,00018 12,71 18,33 19,65 21,8 26,9 36,1
0,00020 13,62 19,63 21,2 23,5 28,9 38,6
0,00021 14,56 21 22,5 251 30,9 40,9
0,00023 15,47 22,3 24 26,7 32,8 43,8
0,00024 16,47 23,6 254 28,4 34,8 46,1
0,00026 17,39 24,9 26,9 29,8 36,7 48,9
0,00027 18,31 26,2 28,2 31,5 38,6 51,4
0,00029 19,21 27,4 29,6 33,1 40,6 54

0,00030 20,1 28,7 31 34,5 42,4 56,5
0,00031 21 29,9 32,4 36,2 44,3 59,1
0,00033 21,9 31,1 33,8 37,7 46,3 61,6
0,00034 22,7 32,4 35,1 39,2 48 64

0,00036 23,6 33,7 36,5 40,8 50 66,5
0,00037 24,5 34,9 37,8 42,3 51,8 69,2
0,00038 25,3 36,2 39,1 43,7 53,6 71,6
0,00040 26,2 37,4 40,5 45,2 55,5 74,3
0,00041 27,1 38,6 41,8 46,8 57,3 76,5
0,00042 28 39,8 43,2 48,2 59,1 79,1
0,00044 28,8 40,9 44,4 49,6 60,8 81,7
0,00046 30,4 43,2 47 52,6 64,4 86,6
0,00049 32 45,5 49,5 55,5 67,9 91,5
0,00051 33,6 ar,7 52 58,3 71,4 96,5
0,00054 35,2 49,9 54,5 61,2 74,8 101,9
0,00056 36,8 52 56,9 63,8 78,1 107,6
0,00059 38,4 54,2 59,3 66,5 81,5 1121
0,00061 40 56,3 61,6 69,2 84,8 116,7
0,00064 41,4 58,4 63,9 71,8 88,1 121,4
0,00066 42,9 60,5 66,3 74,5 91,3 125,8
0,00068 44,4 62,4 68,5 77,1 94,4 130,7

193



0,00071
0,00073
0,00075
0,00078
0,00080
0,00082
0,00084
0,00086
0,00089
0,00091
0,00093
0,00095
0,00097
0,00099
0,00101
0,00103
0,00105
0,00107
0,00109
0,00111
0,00113
0,00114
0,00116
0,00118
0,00120

45,8
47,3
48,7
50,1
51,5
52,8
53,8
54,7
55,3
56
56,6
57,1
57,5
57,9
58,3
58,7
59
59,4
59,7
60
60,3
60,6
60,9
61,3
61,6

64,5
66,4
68,3
70,2
72
73,7
75,2
76,6
77,8
78,9
79,9
80,7
81,3
82
82,6
83,2
83,7
84,3
84,7
85,3
85,7
86,2
86,7
87,1
87,5

70,8
73
75,2
77,3
79,4
81,3
83,3
85,1
86,7
88,1
89,2
90,3
91,2
91,9
92,7
93,4
94
94,7
95,2
95,9
96,3
96,9
97,4
98
98,5

79,6
82,1
84,5
86,9
89,2
91,5
93,8
96,1
98
99,8
101,5
102,8
104,1
105,2
106,2
107,2
108,1
108,8
109,5
110,2
110,9
1114
112,2
112,9
113,7

97,6
100,7
103,7
106,6
109,6
112,4
1154

118
120,9
123,6
126,1
128,5
130,9

133

135
136,7
138,4
139,9
1411
142,2
143,3
144,5
145,3
146,3
147,1

135,4
140,4
145,8
150,1
1541
158,9
163,2
167,2
171,8
1751
178,3
181,6
184,7
188,2
190,3
193,3
195,6
197,4
199,4
200
201
203
204
205
207

194



FIGURA 92
Conducibilita k) del tensioattivo CTAB in acqua in funzione defteolarita (M), a
diverse temperature (quadratini rosa 50°C, giaOPCGl viola 30°C, verdi 25°C,

arancione 20°C e azzurri 15°C) .
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TABELLA 35

Funzioni termodinamiche calcolate per i tensioattationici.

TK  AHay  AG AG ASp,  DeTAB
kJthol* JEK ol kJthol* JK *hol™
288.16 0.10 -154.57 -6.48 22.85
293.16 -0.66 -149.35 -6.59 20.24 AHp=39.71
298.16 -1.39 -144.38 -6.69 17.75 kJmhol?
303.16 -2.10 -139.66 -6.77 15.39 nypy = -1.83
308.16 -2.79 -135.16 -6.84 13.14
313.16 -3.45 -130.88 -6.90 11.00 AS,=804.30
31816 -410 -12680 6.95 896 JRMhol®
323.16 -4.72 -122.90 -6.99 7.02 nys =-1.83
TK  AHay  AG AG ASupp DTAB
kdthol* JK ol kJthol* JK *hol™
288.16 0.89 -219.29 -9.88 37.38
293.16 -0.19 -211.87 -10.06 33.67 AH,=57.07
208.16 -1.23  -204.83 -10.22  30.14  KJfho!®
303.16 -2.24 -198.13 -10.36 26.79 nypy=-2.59
308.16 -3.21 -191.75 -10.49 23.60
313.16 -4.16 -185.67 -10.60 20.57 AS, =1146
318.16 507 -179.88 -10.69  17.67 JK ol
323.16 -5.96 -174.36 -10.77 14.91 nys = -2.60
TK  DHamp  AG, AG  ASy, TTAB
kdithol* JK *hol* kJthol* JK thol™
288.16 -0.03 -274.88 -13.43 46.50
293.16 -1.38 -265.58 -13.65 41.86 AH,= 70.40
208.16 -2.68 -256.75 -13.85  37.44 KJfhol
303.16 -3.95 -248.35 -14.02 33.24 nypy = -3.25
308.16 -5.17 -240.36 -14.18 29.24
313.16 -6.35 -232.74 -14.32 25.44 NS, =1436
318.16 -7.50 -225.48 -14.44  21.81 JR ol
323.16 -8.61 -218.56 -14.54 18.34 nyg = -3.26
TK  DHwpy  AG AG  ASy, CTAB
kdithol* JK *hol* kJthol* JK thol™
288.16 0.48 -374.22 -16.88 60.26
293.16 -1.36 -361.57 -17.17 53.93 AH,= 96.36
298.16 -3.14  -34954 -17.42  47.92 Kol
303.16 -4.86 -338.11 -17.65 42.20 nyy=-4.42
308.16 -6.52 -327.22 -17.85 36.76
313.16 -8.13 -316.86 -18.02 31.58 A =1952
318.16 -9.69 -306.98 -18.16  26.64 JE[hol®
323.16 -11.20 -297.55 -18.28 21.92 nyg = -4.43
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TABELLA 36
Formazione delle micelle per ogni tipo di tensiwatt il nhumero n, & calcolato

dall’entalpia e dall’'entropia (*).

Composto Nyry  Nwy Ratio AHg AS
kJmhol* kJK *mol*
DeTAB -1.83 -1.83 1.00 39.7 0.80
DTAB -2.59 -2.60 0.99 57.1 1.15
TTAB -3.25 -3.26 0.99 70.4 1.44
CTAB -4.42 -4.43 0.99 96.4 1.95
1-HDPB  -4.73 101.1
SDS -4.21 -4.16 1.01 106.1 1.88
CAF -1.26 -1.27 0.99 14.3 0.51
3-nonylBS -3.80 -3.60 1.06 85.3 1.57
5-decylBS -3.35 -3.16 1.06 74.3 1.37
2-decylBS -2.17 -2.18 0.99 44.6 0.91
1l-octylBS -1.29 -1.30 0.99 25.2 0.52
C8H17S -3.47 -3.48 1.00 78.8 1.47
C10H21S -3.65 -3.85 0.95 87.2 1.63
C12H25S -3.99 -4.00 1.00 89.7 1.70
C14H29S -4.26 -4.27 1.00 94.2 1.82

C12HMV -5.56 -5.58 1.00 124.5 2.39
C12NMBr -9.38 -9.41 1.00 207.0 4.01

C14NMBr -2.45 -2.45 1.00 50.6 1.03
C1l6NMBr -1.31 -1.31 1.00 22.9 0.54
C18NMBr -2.70 -2.70 1.00 62.6 1.18

(D nwy dalla pendenza &iH = f(T) e nyg dalla pendenza diS=f(InT)

Composto Nome Composto Nome

DeTAB CloN(CHg)gBr DTAB CoN (CH3)3BI’

TTAB C14N(CH3)3BI' CTAB C16N(CH3)3Br

1-HDPB Esadecilpiridinio bromuro C10H21SC;0H2s-solfonato

SDS Sodio dodecil solfato C12H25S 1,8,s-solfonato

CAF Caffeina (dimero) C14H29S (H,g-solfonato
3-nonylBS  3-nonilbenzensolfonato Cl12HMV 1682s5) »-metilviologeno

5-decylBS  5-decilbenzensolfonato C12NMBr G N(CHs)3Br
2-decylBS  2-decilbenzensolfonato C14NMBr GCN(CHg)3Br
1-octylBS 1-octilbenzensolfonato C16NMBr GCgN(CHg)3Br
C8H17S C8H17-solfonato C18NMBr GgN(CHs)3Br
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DEDAB

Proprieta Termodinamiche

Solo pochi dati sono stati pubblicati fino a questomento sulla termodinamica
della formazione di micelle per il DEDAB [216, 52838-543], derivanti soprattutto da
misure di conducibilita specifica. Per quello ch@@amo, non sono disponibili misure
dirette dei parametri termodinamici per il sistenzEDAB-acqua, mentre la
conducibilita specifica & stata misurata in funei@ella temperatura in un range tra 15-
40°C [216, 538-541].

Sono stati cosi ottenuti la cmc e il grado di iaazone delle micelle, a partire dai
quali, applicando un modello di azione di massajosstate valutate le funzioni
termodinamiche di micellizzazione.

Il trend della cmc in funzione della temperatura mostigito andamento a forma
di U dei processi idrofobici, con un minimo attoraléa temperatura ambiente [538]. A
298 K la cmc risulta essere 0.0140(4) mot'lep, il grado di legame del controione,
0.072(2) [216, 541, 543] e a 313 K i valori delfacce dip sono rispettivamente 0.0151
mol kg* e 0.68, molto vicini a quelli accettati per il DBA[544]. Questa piccola
diminuzione nella cmc tra DEDAB e DTAB riflette Uanento globale di idrofobicita

della molecola.

Entalpie molari apparenti e parziali e capacita temiche

Il DEDAB € considerato nel rif. [529] come un teoeditivo asimmetrico a doppia
catena con una seconda catena alchilica molto .c8itavede come in questo caso
I'energia libera di trasferimento dall'acqua allaicella per unita metilenica é
significativamente piccola per tensioattivi asimnuéta doppia catena con una catena
alchilica piu corta. In generale, per tensioatitmici le curve della entalpie molari
apparenti e parziali in funzione della concentragiadendono a diventare orizzontali a
concentrazioni sopra la cmc, dove sono quasi éeall

Il confronto tra gli andamenti del DEDAB e del DTAB298 K (Fig. 45) mostra che,
nonostante il piu alto numero totale di atomi drbcmio, le curve del DEDAB
giacciono al di sopra di quelle del DTAB. E podsilvalutare il contributo di gruppo al
valore di plateau del metilene quando viene aggiwila testa polare. Esso risulta

essere circa +1.6 kJ moruppad’ per L, e di circa +1.75 kJ mdl gruppé per L
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L’effetto € molto simile a quello ottenuto accorui@ la catena alchilica di un gruppo
metilenico [525, 545]. La seconda catena, moltdac@resente sull'azoto che porta la
carica positiva, permette sia una migliore delazalzione della carica, che un aumento
nelle dimensioni della testa polare. In questo mddocariche sono maggiormente
separate dalla superficie del DEDAB rispetto a lgueél DTAB. Questo é confermato
dal valore del grado di legame del controione, Ipa$so per il DEDAB rispetto al
DTAB. In un lavoro precedente sono stati confrant#ferenti tensioattivi dodecilici
aventi lo stesso controione con lo scopo di radibrare l'effetto della testa polare
sulle proprieta termodinamiche delle loro soluzi¢b#2]. Questo ha permesso di
stabilire una sorta di scala termodinamica di daiazazione della carica per la testa
polare. Piu la carica e delocalizzata, piu il congnomento e simile a quello di
tensioattivi non ionici. L’abbassamento del valdreplateau delle curve delle entalpie
molari apparenti e parziali in funzione della mitéaln serie omologhe di tensioattivi e
legata all'aumento di idrofobicita della catenahdlca e alla dimensione delle micelle.
Invece, per la stessa catena alchilica e lo stesstroione il valore del plateau é
strettamente correlato alla modulazione della dandi carica dovuta a effetti di
risonanza e induttivi. Questi non giocano un ruaohportante per il valore della cmc
(es. nell’energia libera di formazione delle miegH la cmc del DEDAB infatti € solo
poco piu bassa di quella del DTAB - nonostanteugriizino fortemente le entalpie della
soluzione e, di conseguenza, le entropie.

Gli andamenti delle entalpie molari apparenti ezigdir in funzione della molalita
(Fig. 44), sono molto sensibili alla temperaturaceme accade generalmente nei
processi che coinvolgono I'effetto idrofobico, edgninuiscono nella regione micellare
con 'aumento della temperatura [546] (si vedaisgussione sui processi di idratazione
idrofoba).

Essendo, in generale, 'abbassamento delle curtedpeshe al di sotto della cmc
abbastanza proporzionale alla temperatura, si gganaere che le capacita termiche
siano costanti nel range di temperatura esamidi@ndamenti delle capacita termiche
molari apparenti, sono stati ottenuti facendo ladimedei rapportiALy/AT a ogni
concentrazione. In Fig. 46 la quantita, (G C°% ), dove Cp»e il valore di diluizione
infinita in funzione di m, é riportata per il DEDA® confrontata con quella del DTAB,
dal rif. [537]. Gli andamenti sono ben paragonabifjuindi possiamo assumere che un
gruppo metilenico alla testa polare ha un effettname sulle capacita termiche molari

apparenti delle soluzioni.
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Volumi e compressibilita

In Fig. 47 e 48 sono riportati gli andamenti delwwi molari apparenti e delle
compressibilita adiabatiche molari apparenti p&&DAB e confrontate con quelle del
DTAB [530]. | volumi del DEDAB sono pitl grandi duglli del DTAB di circa 15 crh
mol?, sia a diluizione infinita che nella fase micedaun valore in accordo con quello
del gruppo metilenico nella catena alchilica [529Jon €& invece rilevabile
dall’andamento dei volumi e delle compressibiliteauransizione di fase in soluzione.
Le compressibilita molari apparenti del DEDAB e 8dlIAB sono sovrapponibili (Fig.
48), indicando che l'addizione di un metilene alksta polare non influenza la
compressibilita del tensioattivo nella soluzioneetiare.

La compressibilita totale di una soluzione dipesidedalla compressibilita intrinseca
del soluto che dalla compressibilita del solveriestato proposto che a diluizione
infinita la compressibilita intrinseca dei sali@inmonio quaternario dia un contributo
minore rispetto al cambiamento nella compressibilidel’acqua, dovuto
all'elettrostrizione e alla formazione di un gusei@iu alta densita di acqua strutturata
attorno alla catena alchilica (si veda la discussisui processi di idratazione idrofoba).
Quando si formano le micelle, la compressibilitdadsoluzione aumenta, soprattutto a
causa della distruzione della cavita ospitantedezipne polare dei tensioattivi e allo
spazio vuoto nella parte piu interna delle miceiteentre € stato dimostrato che le
micelle rimangono idratate a livello dei due grupfiH— nel caso del DTAC. Questo
significa che un metilene, quando viene addizioditazoto quaternario del DEDAB,
non modifica significativamente il suo stato diathzione quando si formano le micelle,
quindi il suo effetto sulla compressibilita totalella soluzione é trascurabile. Questo ci
permette di spiegare perché le compressibilita mapparenti del DEDAB e del
DTAB abbiano lo stesso andamento. Al contrario,ngigail -CH— € addizionato alla
catena idrofobica, il suo contributo di gruppo altanpressibilita molare € negativo (-
1.9 x 10* cm® bar! mol? nel rif. [547], -1.6 x 1d cm® bar* mol™ nel rif [548]) alla
diluizione infinita. In fase micellare, il contribnmdel —CH~— diventa positivo: un valore
di 1.5 x 10° cnm?® bar! mol™ & riportato nel riferimento [530] per il cambiant@mella
compressibilitd molare adiabatica alla micellizoaz per gli alchiltrimetilammonio
bromuri.

Come si vede in Fig. 46, gli andamenti delle capaermiche molari apparents m
sono le stesse: infatti, anch’esse sono in relazi@nnumero di molecole d’acqua

coinvolte nei processi idrofobici in soluzione [$4@ sono poco influenzate dalla
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sostituzione di un gruppo metile con un etile stékta polare (si veda la discussione sui
processi di idratazione idrofoba). Quindi, per siasere, possiamo dire che questa
sostituzione influenza le proprieta che sono dégiyaime dell’energia libera, mentre

non lo fa nel caso delle derivate seconde.

Cambiamento delle proprieta termodinamiche alla miellizzazione

Le variazioni nelle proprieta termodinamiche delDAB, riportate in letteratura, in
seguito alla formazione di micelle, sono poche atremldittorie. Il comportamento
termodinamico del DEDAB é stato studiato da MetB&82] misurando la cmc in
funzione della temperatura attraverso misure ddaooibilita. | parametri termodinamici
per la formazione delle micelle sono stati stinagplicando il modello di separazione
di pseudo-fase carica ed ottenendo cosi un valoséiywo di AH,(+ 0.14 kJ mof) a
298 K, cosicché la formazione delle micelle, a tmetemperatura, € guidata
dall'entropia. Gli stessi esperimenti sono statii fda Galan [528], il quale ha trovato
che il processo di micellizzazione é esotermicdintdro range di temperature studiato.
L’andamento a forma di U nel grafico cmc vs T suggge, al contrario, la presenza di
un minimo nella curva dAG,/T vs 1/T: questo significa che nel range di terapee

studiato deve esistere una temperatura alla dikjescompare.

Abbiamo cercato di ricalcolare i parametri termaahmici per la formazione delle
micelle (eq. 16-19) dai valori delle cmc ecd(il grado di dissociazione del controione)
ottenuto dai grafici in fig. 2 del rif. [538], sprendendo in considerazione il grado di

legame del controione (eq.16), sia senza considdexy.17):

AGh=(1+B)R TIncmc (16)
AGnh=RTIncmc a7)
AHn=[0 (AGh/ T) 10 (11T (18)

ASn = (AGm-AHR) /' T (19)

Dall’'applicazione del modello di transizione di pdefase per ottenere la variazione
di entalpia alla micellizzazione [524-528, 545%ulta cheAH,=-2.1 kJ mof" a 298K e
AHm=-8.2 kJ mof* a 313K. Il valore alla temperatura ambiente &unrbaccordo con

quello ottenuto dai dati nel rif. [538] a partiraliteq 17.
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kJ mol’

Fig. 93 Cambiamenti nell’energia liberéG,, (quadrati), entalpiadH,, (triangoli) e entropiaAS,
(pallini), alla formazione delle micelle per il DB, ottenuti a partire dalla dipendenza delle crattad
T (dati provenienti da misure di conducibilita m&l[538]) con le eq. 16-19. | simboli pieni sonealori
ottenuti dal'eq. 11, i simboli vuoti dall'eq. 17.

La capacita termica di micellizzazion&C, n, risulta essere —426 J'«nol™, un po’
piu piccola, in valore assoluto, di quella ripoatael rif. [550] per il DEDAB (-471 J K
Y mol?, partendo dall'eq 17 ) e nel rif. [537] (-500 J Kol™) per il DTAB, ma un po’
piu grande di quella ottenuta dalla dipendenzal@eiAH,, dalla T a partire dai dati in
Fig. 93 (-334 J K mol™"). E anche interessante confrontare il cambiamenemtalpia
alla micellizzazione per il DEDAB e il DTAB. Sorprdentemente, considerando che |l
DTAB € uno dei tensioattivi cationici piu popolan, letteratura ci sono dati abbastanza
contrastanti, i valori si aggirano tra —8 [544] £5-kJ mof [549] a 298 K. Moulik
[551] ha determinato le proprieta delle soluzionalduni tensioattivi cationici, incluso
il DTAB, ottenendo —1.77 kJ midla 303 K, un valore recentemente fissato nel rif.
[524]. A partire dalla dipendenza dei parametri efiari dalla temperatura, riportata
nell'articolo di Mata [552], si pud ottenere un @@ di —2.7 kJ mdl a 298 K (ma con
un valore assoluto poco attendibileAdt, ), mentre un valore di —2.18 kJ mad stato
proposto a partire dai dati calorimetrici nel f§49].

Il valore nel rif. [549] e stato ottenuto dai datiostrati in Fig. 2 dello stesso

riferimento e, a nostro avviso, € sottostimato.aBettiamo lo stesso criterio utilizzato
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per il DEDAB, si ottieneAHy=-2.3 kJ mof. In questo modo possiamo valutare il
contributo del gruppo —-CH, quando viene addizionato alla testa polare degli
alchiltrimetilammonio bromuri, che & di +0.5 kJ magruppc’ a 298 K, circa la meta
dell’effetto dovuto alla rimozione dello stessogpo dalla catena alchilica [525, 549].
Le proprieta volumetriche, come i volumi e le cosgsibilita, riflettono
l'interazione soluto-solvente. | loro cambiamentillaa micellizzazione sono
primariamente dovuti al cambiamento di strutturdledenolecole d’acqua coinvolte
nell’effetto idrofobico [552] e ai cambiamenti rielettrostrizione della testa polare e
del controione (si veda la discussione sui proadissiratazione idrofoba). Un notevole
cambiamento di queste interazioni avviene quandoaita formazione delle micelle.
Con lo scopo di estrarre i parametri di micellizeae, i volumi molari apparenti e le
compressibilita in funzione di m sono stati analizzassumendo un modello di
transizione di pseudofase [524, 551], descritttarsdzione di “Elaborazione dei Dati”.
Nella Tab. 37 sono riportati i valori cosi ottenutisieme con i valori di geme CioO€ il
valore alla cmc, calcolato a partire dall’eq. 8bllon accordo tra i dati sperimentali e
quelli calcolati € mostrato in Fig 47 e 48, nellgalj la linea continua rappresenta la
funzione calcolata. Il valore did§cme Cio€ la compressibilita alla cmc, ottenuta dall'e
8 e negativa come atteso. | cambiamenti nel volaneella compressibilita alla
micellizzazione sono gli stessi sia per il DEDABegber il DTAB, e cio conferma che
'addizione di un gruppo —CH alla testa polare non influenza molto la sfera di

idratazione della molecola sia come monomero che mecelle.

Lo studio di questo tensioattivo € presentato nallablicazione:
Fisicaro, Emilia; Biemmi, Mariano; Compari, CarkgttDuce, Elenia; Peroni, Monica.
Thermodynamics of aqueous solutions of dodecyldyteghylammonium bromide,
Journal of Colloid and Interface Science (2007%(2), 301-307.
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI ACETILATI

Proprieta Termodinamiche

In letteratura sono riportati pochi composti chebiabo attivita superficiale e
contengano nella stessa molecola le porzioni cadoa glicosilica unite con legami
covalenti [553-556]. Lattes e collaboratori [55A@%%hanno sintetizzato e studiato
composti gluco-cationici aventi diversi centri @ilire, in linea di principio, minore
tossicita. Comunque, le strutture che essi hanepapato differiscono da quelle qui
riportate in quanto appartengono alla classe pipiandei tensioattivi catanionici,
ottenuti da due componenti, il primo dotato di p@ate acida e l'altro di una parte
basica, in rapporto 1:1. | sali cosi ottenuti hanmastrato proprieta insolite e talvolta
un’elevata attivita biologica.

Sono state analizzate le proprieta termodinamickBe dsoluzioni acquose di
CsAGCB, C,AGCB e GsAGCB per cercare di comprendere e quantificareudla
della porzione glicosilica acetilata nel processmitellizzazione.

Di solito, il primo stadio nella caratterizzaziock®mico-fisica di nuovi tensioattivi &
la determinazione della cmc: la conoscenza di qudato € fondamentale sia nella
progettazione delle esperienze, sia nell'interietee dei risultati.

| valori della cmc sono riportati nel rif [560], & Tab. 37, in cui sono state
sottolineate le differenze dai valori di cmc ottgrsia attraverso misure di conducibilita
che di tensione superficiale in funzione della @nrazione. Questo comportamento é
stato spiegato ipotizzando la formazione di picaggregati micellari, non attivi a
livello di superficie ma con una maggiore mobiiibdica rispetto al monomero, prima
della vera e propria formazione delle micelle. Quesnde ragione del fatto che i valori
della cmc da misure di tensione superficiale s@mse piu bassi di quelli da misure di
conducibilita.

La cmc é stata valutata anche attraverso un mes&vdwdinamico assumendo come
valore di cmc I'ascissa del primo punto di flesstlelcurve di |y vs. m. Nella Tab. 37
sono riportati i valori di cmc ottenuti con i diggmetodi, insieme a quelli ottenuti con
metodi termodinamici, in particolare a partire dafintalpie: quest’ultimi (escluso il
caso del GAGCB) sono compresi tra i valori ottenuti per vienduttimetrica e quelli
ottenuti per via tensiometrica. Se la tensione dige é riferita ad una proprieta di
superficie e la conducibilita misura una proprididbulk, la termodinamica risente di
entrambi gli effetti.
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In ogni caso, i valori di cmc suggeriscono chedatisuzione di un gruppo metilico
con un gruppo ingombrante (2, 3, 4, 6-tetra-O-&@ed-glucopiranosil)etile aumenta
I'idrofobicita del composto e, come conseguenzaaaba il valore di cmc: per esempio
la cmc di G,AGCB é circa un terzo di quella del DTAB. | logamit delle cmc

termodinamiche sono linearmente correlati con thatp di atomi di carbonio.

Entalpie molari apparenti e parziali
In Fig. 94 sono confrontati gli andamenti delleadpie molari apparenti in funzione
della molalita per le differenti lunghezze delldere alchilica esaminate.

Lyd mol™

Fig. 94. Entalpie molari apparenti dei tensioattigAGCB (quadrati), GAGCB (cerchi) e GAGCB
(triangoli) in funzione della molalita.

L’andamento generale delle curve delle entalpie amchpparenti e parziali in
funzione della concentrazione € in accordo con fuatieso per tensioattivi ionici: le
curve, dopo la crescita nella regione premicell&@@dono a raggiungere un valore
costante a concentrazioni molto superiori alla celigentando pressoché parallele.
Come ci si attende, l'abbassamento delle curveanedgione premicellare e
proporzionale al numero di atomi di carbonio n&léena alchilica. Per il composto
C16AGCB, il valore molto basso della cmc non consexgeurate misure dei calori di
diluizione nella regione premicellare: 'andamemgenerale delle curve delle entalpie
molari apparenti e parziali sopra la cmc non éugriizato, anche se le curve potrebbero
essere spostate di una piccola quantita nei lotorivassoluti, rispetto allo stato di

riferimento a diluizione infinita. | valori di plaau di GAGCB e G,AGCB differiscono
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di 5.7 kJ mof, mentre quelli di GAGCB differiscono da quelli di GAGCB di 4.87 kJ
mol™: & cosi possibile estrarre un valore medio di rifouto di gruppo per il —Ck+
nella regione postmicellare: esso risulta -1.3 kJ'mQuesto valore & un po’ pili basso
di quello ottenuto nel caso di altri tensioattsig cationici che anionici [545].

E’ molto interessante valutare I'effetto della paglicosilica acetilata, legata alla
testa polare, sulla termodinamica delle soluziaconfrontando I'andamento del
composto dodecilico in studio con quello del DTABdeciltrimetiiammonio bromuro)
[536] e del DEDAB (dodeciletildimetilammonio bronm)r[545]. Il confronto degli
andamenti delle entalpie molari apparenti di quésti composti dodecilici sopra
menzionati € riportato in Fig. 96.

6000

4000

2000

L,J mol

Fig. 95. Entalpie molari parziali dei tensioattivig@GCB (quadrati), @AGCB (cerchi) e GAGCB
(triangoli) in funzione della molalita.

L'effetto della sostituzione di un gruppo metilictegato all’'azoto carico
positivamente da parte di un gruppo (2,3,4,6-t@aeetilf3-D-glucopiranosil)etilico
comporta una modesta diminuzione (circa -0.5 kJ™inolel valore di plateau, a
conferma del piccolo incremento nell’ idrofobicitatale della molecola. Questo
comportamento, come suggerito dal confronto col BBDsembra dovuto al risultato
di due differenti contributi. Infatti, la sostitwne di un gruppo metilico legato all’azoto
carico positivamente con un gruppo etilico comecasb di DEDAB e DTAB (Fig. 96),
da luogo ad un aumento nella regione di plateatirda 1.6 kJ meét, simile a quanto

ottenuto dalla rimozione di un gruppo metilenicdlaneoda idrofobica.
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Fig. 96.Entalpie molari apparenti del,£AGCB (cerchi), del DEDAB (rombi) e del DTAB (astschi),
in funzione della molarita.

Quindi leffetto totale del gruppo 2,3,4,6-tetragDetil{3-D-glucopiranosil e di
abbassare il valore di plateau di -2.2 kJ fndQuesto significa che l'effetto dello
zucchero acetilato come sostituente € quello dirredin modo rilevante il bilancio
idrofilo/lipofilo della molecola, probabilmente € questo gruppo € in grado di
schermare la carica positiva sull'azoto quaternaricausa della presenza di un numero
notevole di atomi di ossigeno.

Dall’'applicazione del modello di transizione di pdefase (descritto nella sezione di
“Elaborazione dei Dati”) per ottenere la variazi@hentalpia alla micellizzazione [561-
564] si sono ottenute le entalpie riportate neb#®.T37. Esse sono linearmente correlate
con il numero di atomi di carbonio nella catenehiiica. E anche possibile estrarre il
contributo di gruppo per il metilene: si ottiene walore di -1.3 kJ méi per gruppo,
valore comparabile con quello ottenuto nel casoteesioattivi anionici potassio 3-
((alchilcarbonil)amino)-4-idrossibenzoati  (-1.4  kJmol* per gruppo), 4-
((alchilcarbonil)amino)-benzoati (-1.33 kJ nigder gruppo) [565] e i sali di potassio
degli acidi p-n-alchilbenzoici [566], ma piu elewatel contributo mediottenuto nel
caso di altri tensioattivi cationici (-1.1 kJ rifgber gruppo) [545].

Volumi e compressibilita

Le proprieta volumetriche, come i volumi e le copwgwibilita, riflettono le
interazioni soluto-solvente: una grande variazimngueste interazioni avviene quando
inizia la formazione delle micelle. Come € stattiaeella sezione dei metodi, i volumi

molari apparenti sono ottenuti misurando con l'aaterza piu alta la frequenza di
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oscillazione di un tubo ad U riempito con la sotug di concentrazione nota. Un
elevato grado di accuratezza é richiesto in pdaieoquando si misurano soluzioni
diluite, ad esempio nella regione premicellare. Peomposti in studio abbiamo
incontrato molte difficolta nell'ottenere dati rq@ucibili che si conformino ai nostri
standard sperimentali. Ipotizziamo che questo siaith all'elevata tendenza di questa
classe di tensioattivi ad adsorbirsi sulla superfael vetro. | dati sono stati ottenuti da
soluzioni preparate di fresco per pesata (evitadidbluire una soluzione precedente) e
dopo aver lavato accuratamente il tubo ad U, filioteenimento del valore corretto di
densita dell'acqua bidistillata e degasata. Inplir&alore molto basso della cmc del
C16AGCB non consente indagini nella regione premicella in nessun punto vicino
alla cmc.

Anche nel caso delle proprieta volumetriche, ak fti estrarre dagli andamenti i
parametri di micellizzazione, si é utilizzata I'eqipne 7 ricavata da un modello di
transizione di pseudofase [517, 524, 536, 551, .5967Tab. 37 sono riportati i valori
cosi ottenuti.

| valori alla cmc, Xcme POSsono essere ottenuti dai dati in tabellazagindo
'equazione 8.

Nella Fig. 97 sono confrontati gli andamenti deluvoi molari apparenti in funzione

della concentrazione per i tensioattivi in studio.
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Fig. 97. Volumi molari apparenti del £ GCB (quadrati), del GAGCB (cerchi) e GAGCB (triangoli),
in funzione della molalita.
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Fig. 98 Compressibilita molari apparenti dekASCB (quadrati), del GAGCB (cerchi) e GAGCB
(triangoli), in funzione della molalita.

Non e consentita una valutazione molto precisacdenbiamenti delle proprieta
volumetriche alla micellizzazione a causa dellefiatifta descritte sopra, sia nel
misurare accuratamente i volumi e le compressibditbasse concentrazioni che nel
determinare i valori di cmc. | dati riportati in @.a37 necessitano quindi di qualche
commento.

| valori dei volumi molari apparenti in fase miae# (Vym) differiscono di circa 17
cm® mol* per gruppo —Ch+. 1l contributo del —Ch+ ottenuto nella regione micellare &
confrontabile con quello ottenuto per tensioattivationici tipo piridinico o
nicotinammidico [568] e indipendente dal grandeomdro sterico sulla testa polare.
Utilizzando la cmc termodinamica nella Tab. 37,lelaquazioni 7 e 8 sono stati
determinati per AGCB il valore dei volumi apparenti alla cmcgdn:(489.2 cm mol
) e la variazione di volume alla micellizzazion&y, (5.2 cnf mol?), un valore
accettabile per un tensioattivo con una corta eateer G;AGCB, si puo ottenere dallo
stesso modello, assumendo che la cmc sia simieidaqdel DEDAB e del DTAB, una
variazione di volume alla micellizzazione di 7.2°cmol*. Questo valore & in accordo
con l'andamento di ¥ vsm e con il valore che possiamo ottenere applicaihdo
contributo di gruppo per il metilene, riportato pgiralchiltrimetilammonio bromuri nel
ref. [525] (0.5 cm mol* gruppd’). Assumendo lo stesso contributo di gruppo, &
possibile valutare per:gAGCB unAV,, = 9.2 cnmi mol* e, sottraendo questo valore a

Vom Si trova \jeme = 626.0 cri mol™.

210



In Tab. 37 sono riportati anche i parametri di coespibilita ricavati dalle equazioni
7 e 8 per GAGCB e G,AGCB. Bisogna osservare che i valori calcolati esllju
sperimentali ricavati dall'equazione 7 non si ademo per GAGCB nella regione
prima del valore di plateau, probabilmente a caletéiampio range di concentrazioni in
cui avviene la transizione micellare per i tendivata corta catena, per i quali € forse
pit appropriato un modello ad azione di massa. La.Kdi C;eAGCB é stata valutata
utilizzando il contributo di gruppo ottenuto conitando GAGCB e G,AGCB, mentre
AKgm € stata valutata dalla differenza tra,K(sperimentale) e ¥me | valori di Ksm e
AKsm ottenuti in questo modo, si correlano bene comuihero di atomi di carbonio
nella catena alchilica (Fig. 98) e il contributogltiuppo risulta essere di 1.3°16m’
bar' mol* —CH—" nella fase micellare, e di 1.9:i@m® bar* mol* —CH-" per la
variazione della compressibilitd molare adiabattia micellizzazione, un valore piu
grande di 1.5-1& cm® bar® mol*, riportato nel riferimento [569] per gli
alchiltrimetilammonio bromuri. Infatti, in seguitalla formazione delle micelle, si ha
una maggiore variazione di volume per effetto detlessione a causa della rottura della
cavita rigida in cui e alloggiata la parte idrofodidella molecola e della riduzione
dell’elettrostrizione dovuta al legame dei controialla micella.

Confrontando i volumi di GAGCB con quelli del DEDAB e del DTAB e possibile
ricavare il volume del gruppo (2, 3, 4, 6-tetra-€2--D-glucopiranosil)etile. La
sostituzione di un metile con questo gruppo ing@ntg porta ad un aumento nel
volume della molecola di 272 émol™, sia come monomero che in fase micellare.
Utilizzando il volume del gruppo metilico che pretenel rif. [187] (19.06 ciimol™),

il volume dell'intero sostituente risulta di 291 tTmol™. Dal confronto con il DEDAB
si ricava che la sostituzione di un idrogeno ddepdel gruppo 2, 3, 4, 6-tetra-O-acetil-

B-D-glucopiranosilico provoca un aumento nel voluin@57 cnimol™.

Lo studio di questi tensioattivi € presentato npliéablicazione:
Fisicaro, Emilia; Biemmi, Mariano; Compari, CarktDuce, Elenia; Peroni, Monica,
Viscardi, Guido; Quagliotto, Pierluigi.lhermodynamic properties of aqueous micellar
solutions of some new acetylated gluco-cationi¢astiants,Colloids and Surfaces, A:
Physicochemical and Engineering Aspects (2007)(138), 129-136.
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI DISACETILATI

Proprieta Termodinamiche

Lo studio delle proprieta termodinamiche delle gmni acquose dei tensioattivi
glucocationici G:DGCB e G¢DGCB, mai riportate in letteratura, e il loro camito
con i dati ottenuti dai corrispondenti composti tdag C,, AGCB e GsAGCB ha
permesso di valutare il contributo dato dall'aegtbne dei gruppi ossidrilici della
porzione glucosilica al processo di micellizzazi(®&3, 564, 570].

La cmc di questi tensioattivi, riportata in Tab., ¥/ stata ottenuta da misure di
conducibilita [560].

Entalpie molari apparenti e parziali

In Fig. 99, sono confrontate le curve delle entalpblari apparenti e parziali vs. m a
298 K per le diverse lunghezze della catena. L'are@o complessivo di queste curve
e in accordo con i comportamenti dei tensioattiwiici: le curve, dopo la crescita nella
regione premicellare, si appiattiscono a conceitnazsuperiori alla cmc, dove
diventano sostanzialmente parallele. Come ci setéspl'abbassamento delle curve
nella regione micellare & proporzionale al numeratdmi di carbonio della catena

alchilica.
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Fig. 99. Entalpie molari apparenti (simboli vuoti) e parzi@imboli pieni) diC;,DGCB (rombi blu) e
C16DGCB (quadrati rossi)n funzione della molalita.
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Fig. 100.Entalpie molari apparendii C;,DGCB (rombi blu), G,AGCB, (triangoli rosa), DEDAB (cerchi

verdi), e DTAB (asterichijn funzione della molalita.

Gli andamenti delle entalpie molari apparenti ezigdirin funzione di m, quando
confrontati con quelli di DTAB (dodeciltrimetilamm@m bromuro) [564] e DEDAB
(dodecildimetiletilammonio bromuro) [536] (Fig. 10&uggeriscono che sostituire un
gruppo metilico con un gruppo ingombrante (2,31é16a-O-acetilB-D-
glucopiranosil)etilico aumenta l'idrofobicita dedraposto e, di conseguenza, abbassa |l
valore della cmc. Al contrario, il gruppo disacatil (3-D-glucopiranosil)etilico abbassa
I'idrofobicitd portandola ad un livello simile a ella del DEDAB. L'effetto della
sostituzione del gruppo metilico legato all'azowl @TAB carico positivamente da
parte di un gruppoftD-glucopiranosil)etilico fa aumentare di circa k3 mot* il
valore di plateau delle entalpie molari apparemtiunzione di m, confermando cosi la
diminuzione nell'idrofobicita complessiva della mabla. Questo comportamento, come
emerge dal confronto con il DTAB e il DEDAB, sembeasere il risultato di due
contributi distinti. La sostituzione di un metilegato all'azoto con un'etile, come
avviene nel passaggio da DTAB a DEDAB, generadsdiaviFig. 100) un aumento nella
regione di plateau di circa 1.6 kJ mptome nel caso della rimozione di un metilene
dalla catena idrofobica. Quindi, I'effetto globael gruppof-D-glucopiranosilico é di
abbassare il plateau di -0.3 kJ fhoPrecedentemente abbiamo valutato [570] che
l'effetto totale del 2, 3, 4, 6-tetra-O-aciib-glucopiranosile & di abbassare il plateau
di -2.2 kJ mot: siamo quindi risaliti all'effetto dell'acetilaziomkei quattro gruppi OH
sulla porzione zuccherina, che & di -1.9 kJ maéh Fig. 101 & rappresentato questo
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effetto. In questa figura €& descritto I'effetto ldektilazione sulle entalpie molari
apparenti in funzione di m.

Lo [KJ mol']

¢ p. o
AAp A
fal A
E| @)
o o
0.2 0.3

Fig. 101. Effetto dell’acetilazione sui gruppi idrossilici ltte zuccheroentalpie molari apparentli

C1,DGCB (rombi blu), G, AGCB (triangoli rosa),gDGCB (quadrati rossi), e;:6AGCB (cerchi verdijn
funzione della molalita.

DTAB DEDAB CsAGCB C1,AGCB C1AGCB C..DGCB C;bGCB
5.78 (tens. sup.) 2.63 (tens. sup.) 0.21 (tens. sup.)
cmc (mmol 1) 15.1 14.0 29.3 (conduc.) 5.48 (conduc.) 1.25 (conduc.) 21.3 1.42
50 (termodin.) 4 (termodin.) 0.4 (termodin.)
B 0.68 0.72 0.44 0.47 0.56 0.71 0.7
AHn (k3 mol?) d"j‘lfg a 21 16 36 8.8 22 73
AC,m (IK* mol™) -500 -426 _ _ _ _ _
V geme (cn® mol?) 288.20 302.80 489.2 559.60 626.00 402.85 458.06
Vam (cn? mol™) 294.80 309.40 4945 566.80 635.20 408.85 466.96
AV, (cn? mol?) 6.6 6.6 5.2 7.2 9.2 6.0 8.3
Ksqeme (bai* cn? mol®)  -0.0024  -0.00199 0.00286 0.00039 -0.00207 -0.00236  -0.00527
Ksgm (bar* cn® mol™) 0.0112 0.01173 0.01328 0.01978 0.02381 0.01030 30d1
AKsm (bartcnP mol?)  0.0136  0.013716 0.01042 0.01939 0.025883 0.01266 019063

Tab. 37.Cmc, grado di associazione del controiofg € cambiamenti nelle proprieta termodinamiche

alla micellizzazione di DTABDEDAB, C;AGCB, C,AGCB, C;AGCB, C,DGCB, GgDGCBa 298 K.
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Dall’'applicazione del modello di transizione di pdefase per ottenere la variazione
di entalpia alla micellizzazione [536, 545, 56235670], sono state ottenute le entalpie
riportate in Tab. 37. In accordo con quanto ottemér i composti acetilati (Tab. 37), e
per altri tensioattivi, come per esempio il 3-(falcarbonil) amino)-4-idrossibenzoato
di potassio (-1.4 kJ mbol gruppe®) [565] e i sali di potassio degli acidi p-n-
alchilbenzoici [566], il contributo di gruppo pémietilene ha un valore di -1.3 kJ rifol
gruppo”. Inoltre, dai valori diAH,, dei GDGCB e dei GAGCB riportati in Tab. 37,
risulta che l'acetilazione dei gruppi ossidrilicille zucchero diminuisce la variazione

dell'entalpia di micellizzazione di circa -1.5 kalh

Volumi e compressibilita

In Tab. 37 sono riportati i valori dei volumi malapparenti in fase micellare ¥,
del C.DGCB e del GdDGCB. Essi differiscono di circa 14.5 &mol™* per -CH-, un
contributo di gruppo confrontabile con quello diralclassi di tensioattivi cationici
[572]. Dall'eq. (7), usando il valore della cmceoitito da misure conduttimetriche, si
sono ottenuti i cambiamenti nel volume alla mieellizione, W,. Questi risultano di 6.0
cm® mol* per il G,DGCB e di 8.3 crimol™ per il GgDGCB, con un contributo di
gruppo di 057 crh mol* per -CH-, confrontabile con quello degli
alchiltrimetilammonio bromuri nel rif. [520] (0.5 mol* gruppab).

415

Vq:[cm3 mof1]
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Fig. 102.Volumi molari apparenti di GDGCB (rombi blu) e gDGCB (quadrati rossin funzione della
molalitd. Per il GgDGCB, é riportato \,- 55) in funzione dim, per confrontare meglio gli andamenti.

Sono inclusi anche i risultati provenienti daldéi dati sperimentali per mezzo dell’eq 7 (lineatowua).
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| parametri di compressibilita per il;DGCB ed il GegDGCB, ottenuti sempre per
mezzo delle eq.(7) e (8), sono riportati in Tab. Bér questi composti,i valori delle
compressibilita molari apparenti in fase micellat&,m sono alti e positivi. |l
contributo di gruppo del -CHin fase micellare & di + 9-f@n? bar* mol* ed & simile
a quanto riportato nel rif [517] (+ 9.4°t@m® bar' mol* -CHx-"), nel rif. [573]
(0.97:10° cn® baf' mol®) e per alcuni tensioattivi gemini propanedito-

bis(dimetilalchilammonio bromuri) (1.15-2@m® bar* mor?) [567].

0.015

0.01 1

0.005 | P

-0.006 1

Kso [cm? bar-! mol']
o
- %

-0.01 H

-0.015

Fig. 103.Compressibilita isoentropiche molari apparenti ¢iDGGCB (rombi blu) e GDGCB (quadrati
rossi)in funzione della molalitaSono inclusi anche i risultati provenienti daldii dati sperimentali per

mezzo dell'eq 7 (linea continua).

Dai valori di Ksgcme Ottenuti dall'eq. (8), quando il tensioattivo eegente in
soluzione come monomero, si calcola un contribuggativo per le compressibilita
molari apparenti per il gruppo -GH(-7-10* cm® bai* mol* -CH,-), in accordo con
quanto ricavato dai dati riportati nel rif. [580¢mpgli alchiltrimetilammonio bromuri,
ma pit elevato di quanto riportato da Kudryasho®l|5e Fukada [582]. E, infatti,
generalmente accettato che a temperatura ambieotatributo di gruppo del -CH
sulla compressibilita molare sia negativo e piuttopiccolo. Questo e dovuto al
bilancio tra il contributo negativo causato dalireanto della densita delle molecole di
acqua intorno alla cavita e il contributo positilella cavita stessa. Per il cambiamento
nella compressibilita molare adiabatica alla mizedzione é stato ottenuto un valore di
1.6-10° cm® bar* mol* -CH,-%, confrontabile con il valore di 1.5-f@m® bar* mol*,
riportato nel rif. [525] per gli alchiltrimetilamnmdo bromuri. Anche qui, come nel caso

dei tensioattivi glucocationici acetitati, come seguenza della formazione delle
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micelle, la rottura della cavita rigida che ospétgporzione idrofobica della molecola di
tensioattivo, unitamente alla riduzione dell’elestrizione dovuta al legame del
controione nelle micelle, permette una piu ampiaiazeone del volume con la
pressione.

Il volume occupato dal gruppo 3{D-glucopiranosil)etile si puo calcolare
confrontando i volumi del GDGCB con quelli del DTAB e del DEDAB. La
sostituzione del metile del DTAB con questo grugpovoca un aumento nel volume
della molecola di 114 cfrmol™, sia come monomero che in fase micellare. Peraver
volume dell'intero sostituente si deve per6 somnaarguesto valore il volume del
gruppo metilico di 19.06 cfrmol™ presente nel riferimento [541], e si ottiene 133 cm
mol™. Invece, dal confronto con il DEDAB, la sostituzéodi un idrogeno del gruppo
etile con il gruppd-D-glucopiranosil provoca un aumento di volume @licart mol ™.

Ricordiamo che per i gruppi (2,3,4,6-tetra-O-ae@tid-glucopiranosil)etile e
2,3,4,6-tetra-O-acet}-D-glucopiranosile erano stati valutati rispettivemte volumi di
291 e 257 crhmol™.

Inoltre, come mostrato in Fig. 104, in cui gli andanti del composto dodecilico
acetilato e disacetilato sono riportati in confaombon il DEDAB, l'acetilazione della
porzione glicosidica, unita ad una grande variazioel volume, porta ad un consistente

aumento della compressibilita della molecola.

0.025
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Fig. 104.Compressibilita isoentropiche molari apparenti iDGGCB (rombi blu), GAGCB, (quadrati

rosa), e DEDAB (triangoli verdin funzione della molalita
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Lo studio di questi tensioattivi € presentato npliéablicazione:
Fisicaro, Emilia; Compari, Carlotta; Biemmi, Mar@rDuce, Elenia; Peroni, Monica;
Donofrio, Gaetano; Sansone, Francesco; RozyckaaRp&nzenna; Pruchnik, Hanna;
Barbero, Nadia; Viscardi, Guido; Quagliotto, PiggluThermodynamics and Biological
Properties of the Aqueous Solutions of New Glucocat Surfactants Journal of
Physical Chemistry B (2008), 112(31), 9360-9370.
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TENSIOATTIVI GLUCOCATIONICI
ACETILATI E DISACETILATI

DSC

Gli effetti del G¢DGCB e del GAGCB sulle transizioni di fase della
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) sono mostratellaeFig. 65, per il metodo 1 e 2. i
C16DGCB abbassa la temperatura di pretransiziogeglla concentrazione di 0.06 la
annulla per entrambi i metodi (Tab. 21). §s&GCB annulla la pretransizione anche
alla concentrazione piu bassa.

La fase principale di transizione si allarga e posta progressivamente verso
temperature piu basse all'aumentare della conzéotia dei tensioattivi studiati con
entrambi i metodi. Il gDGCB influisce sulla fase principale di transiziadtes liposomi
di DPPC in modo simile per entrambi i metodi, masfmsta di piu per il secondo
metodo rispetto al primo. Il fAGCB influisce sulla transizione per entrambi i oot
in modo differente. Nel caso del metodo 1, le fpsncipali di transizione sono
asimmetriche e divise in due componenti a rappodiari piu alti di 0.03, mentre sono
qguasi simmetriche per il secondo metodo. A diffeeedel GeDGCB, il C;¢AGCB
diminuisce la temperatura della fase principaldransizione () maggiormente nel
primo metodo che nel secondo (Fig. 64).

La transizione di fase da gel a fluido dei doppatstacquosi della DPPC é
indipendente dalla temperatura perché, secondeglala delle fasi, un sistema trifasico
a due componenti non ha gradi di liberta a pressionstante. L'addizione di un
tensioattivo cambia in certa misura le proprietdadgansizione. Il sistema in studio
consiste di tre componenti e acquista un gradioertb.

La transizione avviene entro un range di tempegagusi sposta progressivamente a
temperature piu basse con l'aumento della conaéote dei composti studiati, come
avviene nell’addizione di un’ impurezza ad un sistedi un solo componente. Quindi,
'abbassamento della temperatura di transiziondade pud essere interpretato in
termini di un abbassamento del punto di congelament

Secondo questo modello, la temperatura di transézidi fase dovrebbe diminuire
linearmente con la concentrazione della sostangaiaig. Nei nostri risultati J non
decresce monotonicamente per nessun composto ssuneedei due metodi (Fig. 64).

Questo suggerisce che, oltre al mescolamento déculd lipidiche con il tensioattivo,
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si instaurano anche interazioni tra il tensioattevée molecole lipidiche. Ci si aspetta
che le grandi teste polari del tensioattivo intesegno con le teste polari del lipide e
che le molecole d’acqua siano coinvolte in questierazioni. Con lo scopo di
comprendere meglio il ruolo svolto dall'acqua irespe interazioni, i tensioattivi sono
stati addizionati ai liposomi sia attraverso unsefacquosa (metodo 1) che attraverso
una fase lipidica (metodo 2). | metodi di prepasaei del campione non sono
completamente equivalenti e, sebbene i campionosidl’equilibrio, ci si puo aspettare
un risultato diverso per ciascun metodo. A causdle déserse tecniche di preparazione
del campione, gli stati di equilibrio dei campiqotrebbero essere diversi per i metodi
le?2.

Sembra che le teste polari delgBGCB possano interagire con le teste polari dei
lipidi in una modalita simile a quella degli zucchenfatti, come nel caso degli
zuccheri [583], il gruppo idrossilico del;©GCB puo formare dei legami ad idrogeno
con latomo di ossigeno dei fosfati del lipide. Donseguenza, le interazioni
elettrostatiche tra le teste polari del lipidergieboliscono e questo causa la perdite di
impaccamento del doppio strato e lo spostamentia ti@nsizione a temperature piu
basse. | cambiamenti nella struttura dei liposoom sBono cosi grandi come potrebbe
invece risultare dalla presenza della pretranse@mibasse concentrazioni disGGCB.

Ci si aspetta che la formazione di legami ad idnogeon dipenda dal modo in cui il
C1sDGCB viene aggiunto ai liposomi, e questo spiegheeeperché influisca sulla
transizione di fase principale in modo simile petr@mbi i metodi. L'opposto si osserva
per il GeAGCB. In questo caso, l'influenza dels8GCB sulla transizione di fase
principale dipende fortemente dalla modalita conildensioattivo e stato aggiunto alla
DPPC. La transizione viene modificata maggiormettee piu spostata a temperature
inferiori per il metodo 1 rispetto al 2. Questo gedsce che le molecole d'acqua sono
coinvolte nell'interazione tra le teste polari @RkAGCB e le teste polari del lipide.
Infatti, a causa della presenza dei sostituenlicgda testa polare del fAGCB non &
piu in grado di formare legami a idrogeno con idip Percio, la testa polare del
C16AGCB interagisce con i gruppi polari del lipide modo differente rispetto al
C16DGCB e le interazioni sono fortemente aumentatkagmbsenza dell'acqua. Quando
aggiunto alla fase acquosa, il compost@AGCB induce cambiamenti nella struttura
dei liposomi significativamente piu grandi rispeted CgDGCB ed annulla la
pretransizione anche alle piu basse concentrazibmltre, in presenza di alte

concentrazioni di EAGCB, la fase principale di transizione per il nodl si separa in
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due componenti (Fig. 65). La temperatura Hel primo componente & quasi
indipendente dalla concentrazione del tensioaidce circa la stessa,della DPPC.

Al contrario, la temperatura,f del secondo componente dipende fortemente dalla
concentrazione del tensioattivo (Fig. 64). Il comguate | potrebbe essere attribuito al
C16DGCB-domini poveri od alla DPPC pura, ed il compaeell al GsDGCB-domini
ricchi.

Saggi Biologici

Le interazioni dei GAGCB con n = 8,12,16 e DGCB con n = 12,16 con il DNA
plasmidico pEGFPC1 (Clontech) sono state monitoa#tiaverso il saggio EMSA
(Electrophoresis Mobility Shift) su gel di agarasidattivita & stata osservata solo per il
C16AGCB alle concentrazioni piu alte e per §BGCB alla concentrazione di 200 uM
(Fig. 66). Infine, per testare la capacita degisst composti di rilasciare il DNA nelle
cellule, é stato eseguito un saggio di trasfezimaesiente con un plasmide con una
cassetta di espressione di EGFP sotto il contdb promotore CMV (pEGFP-C1,
Clontech) per visualizzare l'espressione di EGFRnalroscopio a fluorescenza. In
accordo con i risultati EMSA, il ZAGCB é stata I'unica molecola a mostrare una bassa
capacita di trasfezione quando coformulata corOPE (Fig. 67).

| risultati dei saggi biologici mostrano che leusture studiate non sono in grado di
interagire in modo specifico con il DNA e di comjaalp. Per questo motivo hon sono
utilizzabili in gene delivery, sebbene sia statovato che alcuni tensioattivi gemini
cationici basati sullo zucchero mostrino un'ecegdieefficienza di trasfezione [584]. La
maggiore limitazione alla loro attivita € probabéinte dovuta al fatto che sono
tensioattivi con un‘unica carica positiva ed a siagcatena. Infatti, lipidi cationici
multivalenti potrebbero formare liposomi con una ggiare densitd di carica
superficiale rispetto a quelli monovalenti, quirggineralmente ci si aspetta che diano

luogo ad un miglior legame con il DNA ed un miglrdascio [180].

AFM
Per verificare la capacita dei composti sotto studi indurre cambiamenti strutturali
nel DNA abbiamo utilizzato 'AFM [585-586]. Quedtxnica e stato usata con successo

per studiare l'interazione sia di ligandi sintefla87-588] sia di proteine [589] con il

221



DNA. Gli esperimenti AFM sono stati condotti usarfdNA circolare, in tapping mode
in aria. Seguendo i risultati EMSA e di trasfezidransiente, abbiamo usato i composti
con code a 16 atomi di carbonio per osservare'8éiM la loro interazione con il DNA
plasmidico. La Fig. 68a mostra l'immagine tipical d&NA plasmidico da solo
depositato sulla mica. Sono presenti sia plasmidjaéi che concatameri con alcuni
supercoil che portano la doppia elica a incrocisuisse stessa diverse volte. Le Fig. 68b
e 68c mostrano il DNA plasmidico dopo incubazioispettivamente con il LAGCB

ed il GgDGCB. In accordo con i risultati EMSA, l'interazemoon il DNA é molto bassa
e la struttura del DNA non viene modificata moke, non per un leggero aumento nel
numero di strutture supercoil. Nella Fig. 68d sb medere come Il'aggiunta di DOPE in
rapporto 2:1 al composto acetilato porti alla formoae di alcune strutture condensate,
non omogenee sia per forma che per dimensione,easehla maggior parte del
plasmide rimane nella sua forma iniziale. L'adcheialel DOPE da solo al plasmide o al
C16DGCB invece del GAGCB non da immagini significativamente differeiklle
Fig. 68b e 68c (immagini non mostrate).

La maggiore capacita deh§GCB nel delivery del DNA, specialmente in presenza
del DOPE, potrebbe essere spiegata dal fatto chstajmolecola € in grado di indurre
un cambiamento piu significativo rispetto al¢@GCB nella struttura delle membrane
cellulari e/o per la formazione di strutture consktie quando coformulato con il DOPE
(Fig. 68d).

Lo studio di biologico di questi tensioattivi € pemtato nella pubblicazione:
Fisicaro, Emilia; Compari, Carlotta; Biemmi, Mar@rDuce, Elenia; Peroni, Monica;
Donofrio, Gaetano; Sansone, Francesco; RozyckaaRp&nzenna; Pruchnik, Hanna;
Barbero, Nadia; Viscardi, Guido; Quagliotto, PiggluThermodynamics and Biological
Properties of the Aqueous Solutions of New Glucocat Surfactants, Journal of
Physical Chemistry B (2008), 112(31), 9360-9370.
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TENSIOATTIVI GEMINI DIPIRIDINICI

Il gruppo di ricerca, presso il quale ho svolto sfaetesi, ha raggiunto risultati
interessanti a livello d’efficienza di gene deliyaon una classe di tensioattivi gemini
di tipo ammonio quaternario chiamati bigBEC, in particolare se coformulati con il
DOPE [517, 590]. Questa € infatti risultata esshgpia rispetto a quella degli agenti
trasfettanti commerciali ed &€ per questo motivo shé scelto di proseguire con lo
studio e la caratterizzazione di altre classi dmigé E stata quindi presa in
considerazione una nuova serie, nella quale le fgslari sono costituite da uno ione
piridinio. 1l fine e quello di ottenere ulteriorinformazioni sullinterazione tra
tensioattivi gemini e DNA, sulla termodinamica di@aggregazione, sulla possibilita di
valutare teoricamente le loro proprieta e di definialide relazioni struttura-attivita che
permettano di ottimizzare le prestazioni come vetto

A questo scopo sono state considerate le propieetaodinamiche delle soluzioni
acquose dei composti 12-Py(2)-n-(2)Py-12 MS/CI prtgprieta tensidiche dei composti
con controione metansolfonato e degli analoghi catena alchilica florurata. Inoltre,
per i composti idrogenati con controione clorurst@a valutata la capacita d’'interagire

con il DNA e per la serie con catena a sedici ammche I'efficienza trasfettiva

Entalpie molari apparenti e parziali

Lo studio delle proprieta termodinamiche delle gmni acquose dei tensioattivi,
utilizzando metodi diretti, permette di verificdeeregola dell'additivita e di calcolare il
contributo dato da ogni gruppo che costituisce lalecola, con lo scopo di poter
prevedere il comportamento termodinamico di questeizioni a partire dalla loro
struttura chimica. In letteratura sono presentiontabuti dei gruppi metilenici e
fluorometilenici, cosi come dei costituenti deksste polare e dei differenti controioni
[541-543, 561, 563, 565, 567, 591, 592]. Per iitaisvi gemini, invece, non & ancora
chiaro se puo essere applicata la regola del Godridi gruppo e se sia possibile
utilizzare il contributo di gruppo ricavato dalltudio dei monomeri per prevederne le
proprieta in soluzione. Per quanto riguarda le Ipigail contributo di gruppo per il
metilene, quando e aggiunto alla catena idrofob@ayemini, sembra essere superiore a

quello del monomero [567, 592]. Mancano invece dattivi all'effetto del metilene
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guando questo viene aggiunto allo spaziatore,alipente che unisce le due teste polari
identiche, nonostante sia evidente la grossa inflaeche la sua lunghezza ha sui
parametri strutturali delle micelle.

Una dimostrazione dell'importanza che hanno le e@ntalpiche nell’ottenimento di
preziose informazioni sul comportamento dei tertfidan soluzione € data dalla ben
documentata transizione da micelle sferiche a meical bastoncino da parte degli
alogenuri dell’alchildiil-a,w-bis(dimetilalchilammonio) con spaziatori corti [§9594]

(i composti con spaziatori piu lunghi danno luogmlosa micelle sferiche). La
valutazione delle entalpie molari apparenti e @dra 298 K delle soluzioni acquose
dei tensioattivi cationici propanedidrw-bis(octildimetilammonio bromuri) e
propanediile,w-bis(dodecildimetiammonio  bromuri) in funzione Idel loro
concentrazione ha permesso la determinazione ddbiamnento d’entalpia associato a
questa transizione, che si verifica nella fase haiee[567].

Partendo da questo presupposto, sono stati detrnginandamenti delle entalpie
molari apparenti e parziali in funzione della camtcazione per questa nuova classe di
gemini con lo scopo di poter ottenere non solormgézioni di carattere termodinamico,
ma anche strutturale.

Gli andamenti delle entalpie molari apparenti ezgadirdei composti aventi la stessa
lunghezza della catena alchilica, ma diverso spaaasono riportati nelle Fig. 105 e
106.

Come gia sottolineato in precedenza, nel caso ef&idattivi ionici 'andamento
delle curve prevede un aumento nella regione prhare e un livellamento al di sopra
della cmc, dove le curve sono quasi parallele. lhéesisamento delle curve nella regione
postmicellare, proporzionale al numero di atomcaibonio nella catena alchilica e in
generale all'idrobicita globale della molecola,t&ilbuito alla interazioni elettrostatiche
all'interno della soluzione micellare. Le curve d¥ano avere 'andamento atteso, ma
in realta l'effetto dell'addizione del gruppo -GHallo spaziatore non provoca un
aumento monotonico nei valori delle entalpie nebaa micellare, come si puo vedere
nelle Fig. 105 e 106, e questo rende impossibdbilgte un contributo per il gruppo -
CH.- dello spaziatore, anche perché é difficile prevedjuesto effetto dai dati ricavati

a partire dai monomeri.
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Fig. 105 Entalpie molari apparenti dei tensioattivi 12-ByR-(2)Py-12 MS (rombi arancioni), 12-Py(2)-
3- (2)Py-12 MS (rombi blu), 12-Py(2)-4-(2)Py-12 N\¥®mbi rossi), 12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS (rombi
verdi) e 12-Py(2)-12-(2)Py-12 MS (rombi viola) inizione della molalita, m.
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Fig. 106 Entalpie molari parziali dei tensioattivi 12-P}2-(2)Py-12 MS (pallini gialli), 12-Py(2)-3-
(2)Py-12 MS (pallini blu), 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MB4a(lini rossi), 12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS (pallini
verdi) e 12-Py(2)-12- (2)Py-12 MS (pallini viola) funzione della molalita, m.
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Se il -CH- é aggiunto alla catena idrofobica provoca un sséaento nella curva
dell’entalpia di circa -1.5 kJ md[563], ma se questo & aggiunto allo spaziatorenda u
effetto completamente diverso. Per esempio, abbiatimostrato che le curve
entalpiche del dodecildimetilammonio bromuro (DEDAB298 K giacciono circa allo
stesso livello di quelle del dodeciltrimetilammortoomuro (DTAB) e questo ci ha
permesso di valutare il contributo di gruppo detilaee, al valore del plateaguando
viene aggiunto alla testa polare che & circa +1.6&l* gruppoz per gli Lye circa +1.75
kJ mol* gruppor per gli L, [536]. Questo effetto & molto vicino a quello ottem
accorciando la catena alchilica di un gruppo meitie [536, 563, 564]. La presenza
dell’etile legato all’azoto quaternario permetta sina migliore delocalizzazione della
carica, sia un aumento della dimensione della teskare, portando ad una maggiore
separazione delle cariche sulla superficie delleeti@ del DEDAB rispetto a quelle del
DTAB. Inoltre, abbiamo confrontato diversi tenstoat dodecilici aventi lo stesso
controione con lo scopo di poter valutare esclusmate I'effetto che la porzione
idrofilica ha sulle proprieta entalpiche delle sitmni [542]. E quindi stato possibile
stabilire una sorta di “scala di delocalizzaziomdlad carica” sulla testa polare: piu la
carica e delocalizzata, piu il comportamento é Isimiquello dei tensioattivi non ionici.
L’abbassamento del valore di platenalle curve delle entalpie molari apparenti e
parziali in funzione della concentrazione € in zadae con l'incremento d’idrofobicita
causato dall'allungarsi della catena alchilica ¢’alanento della dimensione delle
micelle. Invece, a parita di catena alchilica e tomane il valore di plateau é
strettamente legato alla modulazione della demsitzarica dovuta ad effetti induttivi e
di risonanza. Questi effetti non influenzano iloral della cmc (cioe I'energia libera di
formazione delle micelle), infatti il suo valorerdeDEDAB é solo di poco inferiore a
quello del DTAB, mentre influiscono pesantementéesantalpie e di conseguenza
sulle entropie. Tutto questo € vero solo se alitatpolare e legata una catena alchilica
molto corta e se si parla di tensioattivi mononeetrSe la lunghezza della catena
aumenta, prevale l'effetto idrofobico (come dimastr nel caso dell N-dodecil-N-
benzilmorfolino cloruro, dove il benzile legato’afioto puo essere considerato come
una seconda catena [595]).

Tutto diventa piu complicato nel caso dei tensigatiemini e un esempio e dato
proprio dai composti in studio: innanzitutto i valaportati in Tab. 38 confermano che

'addizione di gruppi metilenici allo spacer nonopoca |'abbassamento di tipo
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monotonico delle cmc e non aumenta in modo sigatifio l'idrofobicita dell'intera

molecola [596].

Composti cmc® p% cmc®
(mmol ]_'ljl {mmol L'l'}

2a 2.07 74 0.52
3a 2.09 72 1.00
4a 193 40 1.15
Sa 1.32 57 0.29
12a 0.75 57 0.11
3b 1.51 69
4b 1.28 67
Bh 1.11 +4
12b 022 48

a)conducibilita. bltensione superficiale.

Tab. 38 Valori dellecmce del grado di associazione del controifie per i composti 12-Py(2)-n-(2)Py-
12 MS (a) e 12-Py(2)-n-(2)Py-12 CI (b).

Le curve entalpiche in Fig. 107 evidenziano comeulya del composto 12-Py(2)-3-
(2)Py-12 MS sia piu bassa di quella del composto spaziatore a due atomi di
carbonio 12- Py(2)-2-(2)Py-12 MS di circa -2.0 kblth per le entalpie molari
apparenti, una quantita superiore a quella dat&éaddizione di un -CH nella catena
alchilica di un tensioattivo monomerico. L'aggiumliaun ulteriore -CH- allo spaziatore
con il composto 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS da luogowad comportamento insolito: si
osserva infatti un’inversione nellandamento e dava dello spaziatore a quattro atomi
di carbonio giace tra quella del 12- Py(2)-2-(2)yMS e del 12-Py(2)-3-(2)Py-12
MS, avvicinandosi maggiormente al primo. Il valded plateau nella regione micellare,
per le entalpie molari apparenti in funzione delbacentrazione, del 12-Py(2)-8-(2)Py-
12 MS si abbassa di circa -8 kJ fhalspetto a quello del 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS,
dando un contributo medio di gruppo di -2 kJ Hothe & comparabile a quello
ricavabile tra il 12-Py(2)-2-(2)Py-12 MS e il 12{R}-3-(2)Py-12 MS. Se pero si va a
valutare la differenza tra le curve, nella medesiegione, tra il 12-Py(2)-8-(2)Py-12
MS e il 12-Py(2)-2-(2)Py-12 MS, il valore si abbass il contributo del -CH si
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awvvicina a quello che il metilene ha quando vieggianto alla catena alchilica del
tensioattivo monomero. Gli andamenti delle curve nmstrano nessuna peculiarita nel
range delle concentrazioni esaminate e non avvaoena transizione da micelle

sferiche a micelle a bastoncino.
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Fig. 107. Entalpie molari apparenti dei tensioattivi 12-Py2-(2)Py-12 MS (rombi arancioni), 12-Py(2)-
3-(2)Py-12 MS (rombi blu) e 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MB®mbi rossi) in funzione della molalita, m.
Inversione della curva del composto con spaziadoteatomi di carbonio che si posizione al di sajgh
12-Py(2)-3-(2)Py-12 MS.

Per spiegare questo comportamento inatteso, abbipotizzato un cambiamento
conformazionale della molecola: quando la lunghetedlo spacer raggiunge la misura
adatta, la molecola si ripiegherebbe su se stesshra (Fig. 108), permettendo
interazioni di tipo stacking, mediate dai controjama i due anelli piridinici. Questo
tipo di riarrangiamento non sarebbe possibile s@ngo lo spaziatore e troppo corto (2
o 3 atomi di carbonio), a causa della perdita lokrida conformazionale sia quando lo

spaziatore € troppo lungo, poiché i due anelldpiiti sono troppo distanti.
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Fig. 108 Conformazione ipotizzata per il composto 12-PyZP)Py-12 MS in soluzione.

Con lo scopo di ottenere il cambiamento di entalgdia micellizzazione, abbiamo
applicato un modello di transizione di pseudofaskresultato ottenuto rispecchia lo
stesso andamento descritto in precedenza, senea @& la possibilita di estrarre un
contributo di gruppo per il -CH, quando viene aggiunto allo spaziatore, e catdasa
inversione tra il 12-Py(2)-3-(2)Py-12 MS e il 12(P)y4-(2)Py-12 MS. | valori ddHmc

sono riportati in Tab 39.

E stata presa in considerazione anche la serienpesti aventi il gruppo Cl al posto
del metansolfonato MS (12-Py(2)-n-(2)Py-12 Cl, cor= 3, 4, 8, 12) per verificare
quale potesse essere I'eventuale effetto del comieo
Osservando le curve nelle Fig. 109 e 110, si putaraoil medesimo peculiare
andamento gia visto per i 12-Py(2)-n-(2)Py-12 M8n ¢inversione della curva del
composto con spaziatore a quattro atomi di carboh@si posiziona al di sopra della
curva del composto 12-Py(2)-3-(2)Py-12 CIl. Anchejiresto caso diventa impossibile

stabilire il contributo di gruppo dato dal -Gtimancando la classica additivita.
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Fig. 109 Entalpie molari apparenti dei tensioattivi 12-By8-(2)Py-12 CI (quadratini blu), 12-Py(2)-4-
(2)Py- 12 CI- (quadratini rossi), 12-Py(2)-8-(2)P2-Cl (quadratini verdi) e 12-Py(2)-12-(2)Py-12 ClI
(quadratini viola) in funzione della molalita, m.
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Fig. 11Q Entalpie molari parziali dei tensioattivi 12-P}{2(2)Py-12 CI (triangoli blu), 12-Py(2)-4-
(2)Py-12 CI (triangoli rossi), 12-Py(2)-8-(2)Py-1QI (triangoli verdi) e 12-Py(2)-12-(2)Py-12 CI
(triangoli viola) in funzione della molalita, m.
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Per il controione e invece possibile definire untabuto di gruppo, infatti, i plateau
dei composti clorurati hanno valori di entalpie piegativi rispetto agli analoghi
metansolfonati ma, sia che venga utilizzato il gauCl, sia che venga utilizzato il
gruppo MS, I'andamento generale delle curve rimiaiadterato. Non solo, se si va a
valutare lo spostamento dei plateau dei 12-Py(@)Ry-12 CIl in funzione dello
spaziatore, si ottengono dei valori del tutto confabili con quelli dei 12-Py(2)-n-
(2)Py-12 MS ed e come se nel passaggio da un comé&r@ll’altro le curve venissero
semplicemente traslate verso il basso (Fig. 1Xifatti, se si considerano le entalpie
molari apparenti, la differenza tra la curva demposto 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS e
quella del 12-Py(2)-3-(2)Py-12 MS & di circa -15rkol* e per i clorurati & di circa -
1.7 kJ mot-. Valori simili si ottengono anche confrontandocleve dei composti con
spaziatore a quattro e otto carboni che, come efié éh precedenza, & di -8.0 kJ thol

per i metansolfonati e di circa -7.9 kJ fhler i clorurati.
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Fig. 111 Entalpie molari apparenti dei composti 12-Py(ZRPy-12 MS (rombi arancione), 12-Py(2)-3-
(2)Py-12 MS (rombi blu), 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS rfrbi rossi), 12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS (rombi verdi),
12- Py(2)-12-(2)Py-12 MS (rombi viola), 12-Py(2):3PPy-12 CI- (triangoli blu), 12-Py(2)-4-(2)Py-12
Cl- (triangoli rossi), 12-Py(2)-8-(2)Py-12 Cl- @ngoli verdi) e 12-Py(2)-12-(2)Py-12 CI- (triangweiola)

in funzione di m.
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Tutto questo sta ad indicare che non e il tipooditione, bensi la struttura stessa di
guesti gemini dipiridinici che determina la conf@mone finale che la molecola
assume in soluzione e, di conseguenza, anche ticgare comportamento che si

osserva.

Tensioni superficial

L’ipotesi della variazione strutturale € sostenateche dalle misure di tensione
superficiale riportate nel grafico in Fig. 112 dlelanformazioni contenute nella Tab. 39
e ricavabili dalle equazioni 14 e 15.
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Fig. 112 Tensioni superficiali in funzione del logaritmell& concentrazione per i composti 12-Py(2)-2-
(2)Py-12 MS (rombi azzurri), 12-Py(2)-3-(2)Py-12 M§uadratini verdi), 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS
(triangoli fucsia), 12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS (palligialli) e 12-Py(2)-12-(2)Py-12 MS (asterischi).

Il composto 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS presenta, nelleve delle tensioni superficiali
in funzione di log c, lo stesso comportamento arlongga evidenziato nelle curve
entalpiche. L’area occupata dalla molecola alliifatecia, Anin, € significativamente piu
bassa per il 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS rispetto adjlii @omposti della serie e questo
suggerisce una certa tendenza della molecolaege[si.
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cme?

(conduc.) AHye  cme (surf.tens.) ¥ eme [x 10 Ay Ca
compound 5 [mmol/L]  A*  [kl/mol] [mmol/L] [dyne/cm]  [mol/em?] [nm?)] [mmolL]  emc/Cy
12-Py(2)-2-(2)Py-12 MS 2 2.07 T4 -39 0.52 4296 1.02 16.2 0.09 5.8
12-Py(2)-3-(2)Py-12 MS 3 2.09 72 =55 1.00 42.06 1.05 159 0.15 6.7
12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS 4 1.93 40 —44 1.15 4595 1.20 13.9 0.42 2.7
12-Py(2)-8-(2)Py-12 MS 8 1.32 57 —10.8 0.29 42.19 1.10 15.1 0.05 6.0
12-Py(2)-1242)Py-12 MS 12 0.75 57 17.6 0.11 4197 1.02 0.015 7.0

Tab. 39 Dati ricavati dalle misure di tensione superieiper i tensioattivi 12-Py(2)-n-(2)Py-12 MS (n =

2, 3,4, 8,12) applicando le equazioni 14 e 1%50Sanche riportati i valori di variazione di enialplla
micellizzazione e di cmc ottenuti da misure di ageililita.

Inoltre, i valori delle cmc ottenuti dalle misure gnsione superficiale e i

presentano un massimo quando lo spaziatore € tirgumaetileni e l'ulteriore aggiunta
di otto metileni (12-Py(2)-12-(2)Py-12 MS) abbadsacmc di solo un ordine di

grandezza (Fig. 113). Il valore piu alto dipgOnsieme al rapporto piu basso cmg/€

al valore piu alto di.mc indica una grande tendenza del 12-Py(2)-4-(2PWE a

formare micelle anziché ad adsorbirsi all'interfacaria/acqua: la forma piu compatta

assunta dalla molecola potrebbe favorire I'asseggitadelle micelle.
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Fig. 113 Cmc (rombi) e & (quadrati) in funzione della lunghezza dello spte (s) per i tensioattivi

12-Py(2)-n-(2)Py-12 MS (n = 2, 3, 4, 8, 12).
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Inoltre, dai dati in Tab. 39 si nota come i valdiicmc ottenuti dalla tensione
superficiale siano piu bassi di quelli ottenutilalatonducibilita. Un comportamento
analogo e stato descritto anche da Pinazo [597ipeitra classe di tensioattivi gemini
cationici ed un risultato simile e stato dimostregcentemente anche da Esumi [598].
Rosen ha evidenziato come la formazione di aggr@gemicellari, specialmente per
tensioattivi gemini con spacer molto corto, portnac sostanzialmente differenti [599],
se si confrontano i valori ottenuti a partire da#esioni superficiali e quelli ottenuti a
partire dalle conducibilita. Questo risultato peti@eli ipotizzare che, a concentrazioni
ben al di sotto della cmc, questi tensioattivi oss formare piccoli aggregati
premicellari non attivi a livello della superficehe possono prevenire un ulteriore
adsorbimento alla superficie.
con catena a 16 atomi di carbonio 16-Py(2)-n-(2B¥:I (n = 3, 4, 8, 12) (Fig. 114) e i
dati contenuti nella Tab. 40 e ricavabili dalle agoni 14 e 15 avvalorano l'ipotesi del

riarrangiamento strutturale per il composto corzsgiare a quattro metileni.
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Fig. 114.Tensione superficiale in funzione del logaritmdlaleoncentrazione dei tensioattivi 16-py-3-

py-16 Cl (quadrati azzurri), 16-py-4-py-16 Cl (dargerdi), 16-py-8-py-16 Cl (quadrati rosa), 16-p3-
py-16 CI (triangoli gialli).

Due osservazioni in particolare possono indicarestpuparticolare comportamento:
1) 'area minima per molecola all'interfaccia cresal crescere della lunghezza dello

spaziatore, come atteso, se si eccettua propciomiposto con spaziatore a 4 metileni:
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qguest’ultimo ha un’area piu bassa degli altri e am& piu alta; 2) la concentrazione
eccesso superficiale massima decresce al cresebaeluhghezza dello spaziatore ad
eccezione del composto con spaziatori a quattralengtche presenta il valore piu

elevato di eccesso superficiale.

cme/ecme

Composto Cnt Cmé _ Viim r Amn  Cxo  pGo Cmc/Go
ratio

*10°  *10” *10™ *10°

(mol/L)  (mol/L) (mN/m)  (molicnf) (A% (moliL)
16-py-3-py 2Cl 8.51 1.1 8 445 0.95 174 0.2754 5.56 4.53
16-py-4-py 2Cl 9.42 1.9 5 44.9 1.13 147 0.5370 5.27 3.28
16-py-8-py 2ClI 8.38  0.15 59 47.3 0.89 186 0.0661 6.18 2.50
16-py-12-py 2Cl 595 0.073 88 46.4 0.70 239 0.0151 6.82 5.06

a) da misure di conducibilita: fitting non lineare
b) da misure di tensione superficiale

Tab. 40 Dati ricavati dalle misure di tensione superfigiper i tensioattivi 16-Py(2)-n-(2)Py-16 Cl (n =
3, 4, 8, 12) applicando le equazioni 14 e 15. Samche riportati i valori di cmc ottenuti da misutie
conducibilita.

Saggi biologici e immagini AFM

| saggi biologici al momento sono stati effettisttio sui composti 16-Py(2)-n-(2)Py-
16 Clconn =3, 4,8, 12.

Il saggio EMSA (Fig. 78) dimostra chiaramente commga la serie dei gemini con
catena a sedici atomi di carbonio sia in gradedatsi al DNA e come, fatta eccezione
per il composto con spacer a tre atomi di carbadniti, siano in grado di bloccare il suo
“shift” gia a concentrazioni superiori a @sl.

Diverso € invece il risultato del saggio di tragbee transiente(Fig. 79). In questo
caso solo il composto con spacer a quattro atonsadonio € in grado di trasfettare
anche senza la presenza del colipide DOPE. L’atgyidel lipide helper consente di
aumentare parzialmente la percentuale delle ceitakdettate, soprattutto nel rapporto
1.2, fino ad un risultato che si avvicina molto @ellp del reagente commerciale di
riferimento GenePorter. Per quanto riguarda gti aimposti, solo il 16-(2)Py-8-Py(2)-
16 CI da qualche risultato, anche se non di grodisvo e solamente in presenza del
DOPE con umapporto 1:1.
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Questi dati evidenziano, confermando peraltro gasipresenti in letteratura [600],
che purtroppo non sempre ad un’elevata capacit@owulipattare il DNA corrisponde
un’efficiente trasfezione e questo perché un busttove deve essere in grado non solo
di interagire in modo efficace con gli acidi nucieima anche permettere la
dissociazione intracellulare del DNA dal compleds@omposto 16-(2)Py-4-Py(2)-16
Cl, quindi, & dotato di caratteristiche particolahie lo contraddistinguono dal resto
della serie.

| risultati ottenuti dallo studio termodinamico dedmposti con catena alchilica a
dodici atomi di carbonio (12-(2)Py-n-Py(2)-12 Cl/MBanno dimostrato come proprio
il composto con spacer a quattro metileni presanticomportamento anomalo, che
abbiamo cercato di spiegare con la possibile foroma&zd’interazioni di tipo stacking
che causerebbero il ripiegamento della molecolksesstessa, teoria supportata anche dal
basso valore di . L'ipotesi & che, anche nel caso dei compostiaaiana alchilica a
sedici atomi di carbonio, lo spacer a quattro cotssdinstaurarsi di questo tipo
d’interazioni e di conseguenza permetta alla mdéeadi adottare la particolare
conformazione “a libro”, che probabilmente influenia modalita attraverso cui il
composto va ad interagire con il DNA. Osservandoni@agini AFM dei composti 16-
(2)Py-n-Py(2)-16 CI si puo vedere come, a paritaagiporto DNA/lipide cationico
(1:3000), il 16-(2)Py-4-Py(2)-16 ClI sia I'unico grado di compattare completamente il
plasmide, mentre i composti con spaziatori piu hinfgrmino solo degli aggregati
parziali. All'origine di questo risultato ci sarebla diversa conformazione assunta dai
composti in soluzione: quando lo spaziatore singléy le due teste polari sono costrette
ad interagire con le cariche negative dei fosfatiNA in punti del filamento distanti
tra di loro e quindi lo compattano con piu diffitzol

Le immagini AFM dei 12-(2)Py-n-Py(2)-12 CI sono tstafatte a tre rapporti
DNA/lipide differenti. Nel rapporto 1:1000 nessudei quattro composti ha un effetto
particolarmente evidente sul DNA. Invece, nel seécorrapporto (1:3000) tutti
dimostrano di essere in grado di interagire cddNIA e cominciano a formarsi i primi
aggregati, anche se parziali; solo il 12-(2)Py-82p2 Cl sembra ancora scarsamente
attivo, quindi nel caso dello spacer a tre metilprobabilmente le teste polari sono
troppo vicine per dare luogo ad un’interazioneceife a basse concentrazioni, come
dimostrato anche dal saggio EMSA dei 16-(2)Py-r2Rrg6 Cl). Quando si raggiunge il

rapporto 1:6000 (Fig. 115) gli aggregati diventaempre piu consistenti e nel caso dei
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composti 12-(2)Py-4-Py(2)-12 Cl e 12-(2)Py-8-Py(2)-Cl compaiono delle vere e
proprie strutture condensate e il DNA viene congstetnte compattato.
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Fig. 115 Immagini AFM dei composti 12-(2)Py-3-Py(2)-12 Ch @lto a sinistra), 12-(2)Py-4-Py(2)-12
Cl (in alto a destra), 12-(2)Py-8-Py(2)-12 CI (iaso a sinistra) e 12-(2)Py-12-Py(2)-12 Cl (in bass
destra) nel rapporto DNA/lipide 1:6000.

Esperimenti analoghi sono stati ripetuti anchergspnza del DOPE in rapporto con
il lipide di 2:1 e, al contrario di quanto era adat per i glucocationici (GAGCB),

non si osservano grosse differenze rispetto aldipia solo (Fig. 116).
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Fig. 116 Immagini AFM dei composti 12-(2)Py-4-Py(2)-12 Ch @lto a sinistra), 12-(2)Py-4-Py(2)-12
Cl in presenza di DOPE (in alto a destra), 12-(2)PyPy(2)-12 CI (in basso a sinistra) e 12-(2)Py-12
Py(2)-12 Cl in presenza di DOPE (in basso a desghjapporto DNA/lipide 1:6000 e lipide/DOPE 1:2.
Si pud osservare come non ci sia una sostanzideeatiza quando viene aggiunto anche il colipide.

Quindi, nel caso dei gemini 12-(2)Py-n-Py(2)-12i @iu efficaci nel compattare il
plasmide sono i due composti con spaziatori a guatbtto atomi di carbonio, che sono
poi gli stessi spaziatori ad avere dei risultali seggio di trasfezione dei 16-(2)Py-n-
Py(2)-16 CI; in questo caso non ci sono i dati rdgiporti superiori a 1:3000, pero il
risultato nella trasfezione fa pensare ad una pissanalogia di andamento tra le due
classi. A parita di rapporti, il composto 16-(2)ByRy(2)-16 CI risulta il piu efficiente
nella compattazione del DNA (Fig. 117), fatto proimente dovuto alla combinazione
della presenza della catena alchilica a sedicille dpaziatore a quattro poiché, come
gia descritto in letteratura, € la combinazionei tire domini base del lipide (porzione

idrofobica, linker e testa idrofila) a determinaihsuccesso come vettori. La causa non
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puo essere solo la lunghezza della catena alchilist che il 12-(2)Py-8-Py(2)-12 Cl e
il 16-(2)Py-8-Py(2)-16 Cl sembrerebbero avere umportamento simile
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Fig. 117 Immagini AFM dei composti 12-(2)Py-4-Py(2)-12 @ alto a sinistra), 12-(2)Py-8-Py(2)-12
Cl (in alto a destra), 16-(2)Py-4-Py(2)-16 CI (iasso a sinistra) e 16-(2)Py-8-Py(2)-16 CI (in basso
destra) nel rapporto DNA/lipide 1:3000. Il compantnto dei composti € molto simile, fatta eccezione
per il 16-(2)Py-4-Py(2)-16 Cl che & I'unico ad ess@ grado di compattare il DNA gia a questo rappo

Tuttavia, secondo la nostra ipotesi, I'elementodiomentale € la conformazione
assunta dalla molecola 16-(2)Py-4-Py(2)-16 CI. fe#d positivo del suo spaziatore
potrebbe non riguardare solo la fase della compatia, ma anche step successivi della
trasfezione, come per esempio facilitare la fuaitasdall’endosoma o il rilascio del
plasmide dal complesso: questo potrebbe contribairspiegare la sua maggiore
efficacia trasfettiva se confrontato con il 16-(8Py(2)-16 CI.
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Per quanto riguarda il ruolo del DOPE, poiché netienagini AFM fatte sui 12-
(2)Py-n- Py(2)-12 Cl ha dimostrato di non avereumlo rilevante sulla compattazione,
probabilmente l'incremento nella trasfezione siieok grazie alle sue proprieta

fusogeniche.

Lo studio di questi tensioattivi € presentato in@aella pubblicazione:
Fisicaro, Emilia; Compari, Carlotta; Biemmi, Mar@rDuce, Elenia; Peroni, Monica;
Barbero, Nadia; Viscardi, Guido; Quagliotto, Pigglu Unusual Behavior of the
Aqueous Solutions of Gemini Bispyridinium SurfattaApparent and Partial Molar
Enthalpies of the Dimethanesulfonategurnal of Physical Chemistry B (2008),
112(39), 12312-12317.
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PROCESSI DI IDRATAZIONE IDROFOBICA

Lo studio dei processi idrofobici ha sempre avutande interesse fra i chimici in
quanto tali processi hanno tutti luogo nell’acquamponente essenziale di ogni
organismo vivente. Questi processi [601-604] chptima vista, sembrano non essere

correlati, sono suddivisi in:

a. dissoluzione in acqua di gas e liquidi idrofobici

b denaturazione delle proteine

c formazione di micelle in acqua

d. associazione idrofobica (o legame idrofobico)

e protonazione di anioni carbossilato

f formazione di un complesso tra un substrato e vnizipa
g. effetto di un sostituente polare sulla capacitanies

h. effetto di un sostituente carico sulla strutturbsidvente

Queste reazioni sono definite conmrdcessi di idratazione idrofobica'definizione
che sembra essere apparentemente contraddittdrractaento che “idrofobico” sta a
indicare una sostanza che ha avversione per I'aedaade a fuggire da essa (cioé una
sostanza dotata di bassa solubilita in acqua), ma€ldratazione” indica che tali
sostanze, avendo una predilezione per l'acqua,otencéd essere idratate. L’effetto
idrofobico [605] consiste nella preferenza di unalenola apolare o della coda apolare
di una molecola a risiedere in un ambiente apatare acquoso. Questa tendenza fu
valutata da Tanford [606, 607] determinando la amane di energia libera degli
aminoacidi sciolti in acqua o in etanolo e prendetalglicina come valore zero sulla
scala. Ladriving force dell’effetto idrofobico e stata considerata esskeatropia
attribuendo l'incremento in entropia alle molecottacqua disordinate espulse
dall'interfaccia tra le due catene apolari. BenfN§b608] parlo di interazione idrofobica
e ando a valutare I'energia di questa interazione.

La solubilita dei gas nobili e apolari & stata &tal e discussa con lo scopo di
chiarire l'interazione tra le sostanze apolari &djua e da qui l'origine dell’effetto
idrofobico. Si & osservato [608he le molecole apolaformano idrati cristallinimolto
stabili, nei quali una gabbia poliedrica di molecole d’acfprana una cavita che ospita
la sostanza apolare. Questi idrati sono relativaenstabili e mostrano elevati calori di

formazione negativi con valori quasi costamtHE-65+4KJmol’) indipendentemente

241



dalla dimensione della molecola apolare. Questo ingolica la formazione di un
legame tra una porzione della molecola e I'acqebbsne abbia sicuramente luogo una
interazione con la struttura del solvente. Il cami@nto negativo di entalpia potrebbe
essere dovuto non tanto al legame quanto allaamndzgazione del solvente. Guillot e
Giussani [610] hanno valutato la dipendenza de#tazione idrofobica dalla
temperatura, per mezzo di calcoli di dinamica nmalere delle solubilita, dei gas rari o
del metano in acqua. Essi trovarono che la valotezdella funzione di distribuzione di
coppia tra soluto e solvente permetteva di stabiie si formavano gabbie di tipo
clatrato attorno al soluto. LeeGraziano [611] suggerirono l'ipotesi che il texghento

di una molecola idrofobica dalla fase non acquo#iaacqua coinvolgesse due
comportamenti di compensazione diversi ma correlgidratazione idrofobica e
accompagnata dalla riorganizzazione del solvetie ecun processo di compensazione,
e come tale dovrebbe essere irrilevante fintantaehgoinvolta I'energia libera del
legame idrofobico. Conclusero che la vera caudadiefobicita dovesse essere cercata
altrove piuttosto che nella riorganizzazione delvesate. Graziano [612] studio il
fenomeno della convergenza entropica nell'idrataimlrofobica.

La formazione delle micelle e stata attribuitaedfitto idrofobico che porta le code
apolari delle molecole ad aggregarsi. Si sta celcah capire se la carica della micella
possa contribuire 0 meno all'associazione del cesgad. Secondo Zana [613] I'energia
libera di micellizzazione nel caso di un tensieatiionico convenzionale 1:1 dipende da
S che e il grado di legame del controione. Secoridonadello di pseudo-fase,
I'equilibrio dipende dalla concentrazione di unaggila unita e non e influenzato dalla
carica. Il processo di denaturazione di una pratdinstudiato da un punto di vista
termodinamico da Privalov [614-618], Sturtevant96520], Brandts [621], Lumry
[622, 623]. Recentemente, Lumry [622] e Winzor ekdan [626] hanno sollevato
alcuni dubbi sul fatto che i dati termodinamici gsgero essere applicati in modo

vantaggioso ai processi isotermici.

ANALISI TERMODINAMICA

I modello molecolare per la solubilita di sostan@on polari in acqua da noi
formulato parte dal presupposto [601-603] che fattsira dell’acqua sia costituita da
due tipi diclusterscon struttura rispettivamente, WW, e da molecole di acqua isolate

W;i. | clustersW, formano il bulk del solvente e sono tenuti uniginiite deboli legami
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a idrogeno e formano una struttura a bassa derkitduster W), invece forma una
gabbia d’acqua intorno alle molecole di soluto: sjaemolecole d’acqua sono tenute
insieme da forti legami a idrogeno e formano umattsira ad alta densita [627, 628].

Infine, la terza forma \l¥ & costituita da molecole d’acqua libere (Fig. 118).
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Fig. 118.Sruttura dell'acqua. In presenza di una moleaiafobica ha luogo una trasformazione da W
a (W, + W,;) con formazione di una cavita.

Quando una sostanza non polare si trova in acqueridica il rilascio di molecole
d’acqua tipo W, dal clusterdi tipo W, con formazione detluster W), e creazione di
una cavita per ospitare il soluto. Il volume deatkvita dipende dal numer&, delle
molecole d’acqua espulse. In alcuni tipi di reagi@ome sara spiegato in seguito, ha
luogo il processo opposto con trasformazione diiVW, con condensazione delle
molecole W, e conseguente riempimento di una parte della ca@@sto modello ha
permesso di interpretare in modo soddisfacenteocqgssi di solubilizzazione delle
molecole non polari in acqua e la formazione delieelle.

L’analisi di questi processi inizia dallo studioi @ambiamenti di energia libera in

funzione della temperatura. Piu esattamente, diimion lo studio del diagramma

(AGap?)/RT = INKapp = F(1/T) (20)
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La costanteKs,, assume una precisa denominazione a seconda deéspooc
interessato: nel processo di dissoluzione in acljgas e liquidi idrofobici rappresenta
la costante di solubilitéso = X, (frazione molare); nel processo di denaturaziorike de
proteine la costante di denaturazidfgntra lo stato nativo e denaturato; nel processo di
micellazione la costante di formazione di una ntécBl,c = 1/cmg; nel processo di
protonazione degli anioni carbossilato la costahitprotonazioneKy; nei processi di
complesssazione tra substrato e proteina la cestdinformazioneK; etc. Alcuni
diagrammi mostrano una concavita verso I'alto eminimo vicino alla temperatura

ambiente (Fig. 119), altri presentano un massintio seesso range di temperatura (Fig.
120).
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Fig. 119.Solubilita dell’elio in funzione del reciproco teetemperatura
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Fig. 120.Costante di formazione del bio-complesso in funzidel reciproco della temperatura.
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La forma opposta delle curve, che si & visto essstrettamente legata al tipo di
equilibrio con l'acqua coinvolta, costituisce uriga criterio per suddividere i processi

in due classi:

CLASSE A: 1) dissoluzione in acqua di gas non polar
2) dissoluzione in acqua dquldi non polari
3) denaturazione delle pratein

4) protonazione di anioni azs$ilato

CLASSE B: 1) formazione di micelle in acqua
2) formazione di un complessoun substrato e una proteina
3) effetto di un sostituentdgre sulla capacita termica
4) effetto di un sostituenggico sul solvente
5) associazione idrofobicdg@ame idrofobico)

L’importanza del tipo di curvatura che caratterizak processi deriva dal fatto che

ognuna ha un ben definito tipo di tangente. Infa#titangente relativa all’equazione

(20) e calcolata con I'equazione di Van't Hoff

d(INKapp)! A(L/T)= ~AHp)/R (21)

La variazione di entalpia cosi calcolata, per oggmposto di classe A quando e

messa in grafico in funzione di T € lineare, coa pendenzAC, Apositiva
dove AHe<O e AC, >0 (Fig. 121). Sia lintercetté@\H, che la pendenzaC, A sono
differenti per ogni composto. In ogni processoldsse A, la reazione & apparentemente

esotermica a basse temperature e, passando atrawerpunto adiabatico (minimo
della curva) diventa endotermica oltre il minindeinperatura.
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Fig. 121.Grafico diAH,p, in funzione diT/K per i gas nobili. La pendenza dipende dal ragigiogas.

Applicando il principio di diluizione termica equilente TED) si puo scrivere:
ACp,A = Cp’WnW (23)

dove Gw = 75.36 K 'mol* & la capacita termica isobara molare dell’acgua, & un

numero ottenuto dividenddC, o sperimentale pet, . Quindi si ottiene:
AHap= AHo+ nyCpw T (24)

dove R, € il numero di molecole d’acqua coinvolte nel @ss0 ed € proporzionale alle
dimensioni del soluto.

Siccome come vedremo in seguitppio essere anche negativo, si fa corrispondere a
ny un numero real&,=n,[] e in questo modo, l'introduzione del valore astmolu
trasferisce qualsiasi cambiamento di segno allatifagermodinamica molare.

La relazione tray, e la dimensione delle molecole di soluto pud esserdermata
considerando le variazioni del volume coinvolto.ttdedo in grafico il volume molare
parzialeV, deicomposti alchilici nel loro stato liquido in funzie di &, si puo calcolare
il cambiamento del volume parziale delle molecdkcgua W coinvolte che é\V,=
19.9/cmiCmol*CE, ™, comparabile col valor¥,= 18.5/cmilimol™ calcolato da Kharakoz
[629, 630] per ogni molecola d’acqua. Consideractie il contributo del volume
parziale dei composti alchilici alla soluzione éc@uopagnato da una contrazione
generale di — 27.7/ciamol™, si pud concludere che ha luogo una riduzionesdieime
quando il soluto e aggiunto allacqua e di consegada cavita formata nel solvente per

ospitare il soluto e piu piccola. Questa contrazialella cavita potrebbe essere una
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conseguenza della trasformazione delle molecolegda della gabbia che circonda la
cavita da Wa W,. Infatti, 'acqua W ha una densita maggiore e un volume piu piccolo
rispetto a W. Tale contrazione & confermata dai dati ripodatiFranks [631] circa il
volume parziale eccesso,’Vdi soluti in acqua in funzione della concentragiadi
soluto. Un 6% negativo implica un netto restringimento quandsdluto & aggiunto
allacqua. In altre parole, il soluto in soluzioaequosa non occupa un volume pari a
quello del suo stato liquido puro. La dipendenzéadmncentrazione da¥mostra che
per composti apolari il volume parziale decresce kaumento di concentrazione. In
piu, la diminuzione € maggiore allaumentare ddilaensione della porzione idrofoba,

cioé n, diventa piu grande.

My I:j_‘,_.'cm! mal™’ I:'-._.'L'rn1' mol™’ ﬂ!'_-‘crn" mol™’
Methane 275 S)EK M5 —2438
Ethane 398 Ti63 51.0 —22.63
Propane 459 9047 6.9 —-21.57

Tab.41.Volume della cavita e volume del soluto [632, 633].

Mettendo in grafico, per i composti studiati, i aaldi entalpia estrapolatiyHo in

funzione di&, = Iny |, si ottiene una funzione lineare:
AHo= AHo“W™ O+ &, Ah,, (25)

dove Ah, = —21.6 kinol'§,* rappresenta il cambiamento di entalpia molare
(esotermico) per la trasformazione da&\W\;, associato ad ogni molecola d’acqua W
rilasciata dalla cavita: cioe I'incremento nellelsamle W, di una unita produce calore
ed espande la cavita.

Il valore estrapolatdHy W™ = —17.7 kdhol, indipendentemente dalla dimensione

del soluto, rappresenta I'affinita residua tra acgusoluto. Possiamo rappresentare il
cambiamento di entalpia in questi composti, inchaitel’equazione (25) nell’equazione

(24), con I'equazione generale:

AHappz AHO(5W=O)+nW Ahy, + n/vCp,WT =-17.7 —216<rw + sz Cp,w T (26)
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Il processo di formazione della cavita e esoterndd@casor = Ah,[X,<0, dovecafor
sta per formazione della cavitd’e il calore prodotto € proporzionale alla dimensi
della cavita perché dipende &a

Mentre, per i processi di classe B, si ottiene spressione uguale all’equazione (22)

ma con pendenza negativa

con AHg>0 e AC,g<0. Anche qui, sia l'intercetté&H, che la pendenzaC,g sono
diverse per ogni composto della classe B e sonpogprenali alla dimensione delle
molecole. In ogni processo di classe B, la reazi@repparentemente endotermica a
basse temperature e diventa esotermica oltre isimasdi temperatura. Anche per la
classe B il numeray, puo essere calcolato dividendo la pendenza spetéategperC,
ottenendo cosi numeri negativi,&0). Gli stessi argomenti usati per i processialell
classe A possono essere usati qui per sostenegdélsignificato dg,,=Cn,,[.

Se, per ogni processo e ogni temperatura, calcoliafy,, tramite I'equazione di
Helmholtz-Gibbs

TASypp= AHapp—AGapp (28)

e mettiamo in graficd\Sypp rispetto a I, si ottiene una linea retta per ogni composto

della classe A

AS,pp= ASp) + ACy AINT (10)

dove la pendenza\C,n (ACp,a >0) € esattamente la stessa di quella ottenuta
dall’equazione (22) per I'entalpia di quel compostantercetta ASe <O mostra un

contributo negativo all’entropia, indipendentemettdéla temperatura (Fig. 122).
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Fig. 122.Grafico diAS,,in funzione di IT . Le pendenze sono le stesse della Fig. 121.

Possiamo ora procedere, analogamente, con I'eatrdpi processi di classe B,

mettendo in grafico I'entropia in funzione diTlre si ottiene cosi una funzione lineare

dove la pendenza é negativsC{ g<0, n,<0) ed e esattamente uguale a quella ottenuta
dall’equazione (27) per I'entalpia per lo stessmposto. L'intercettadS>0 mostra un
contributo positivo all’entropia, indipendentemedtdla temperatura.

Le intercetteAH, dell’equazione (25) AS dell’equazione (29) ottenute per i diversi
composti della classe A sono funzioni linear€giproducendo cosi equazioni generali

per I'entalpia apparente
AHap= AH WO+ & Ahy, +8,Cow T (31)
e per I'entropia apparente

ASipp = AW 48, As,+ EaCpu INT (32)

Per I'entalpia e I'entropia dei processi di clagsde equazioni generali possono

essere scritte

AHap= AHo WO+ & Ahy, — E0Cow T (33)
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ASipp = AW +8, As,— E,CowINT (34)

MODELLO MOLECOLARE: CLASSE A

| piu importanti risultati delle analisi termodinarhe relative ai processi di classe A
POSSONO essere cosi riassunti:

1. il grafico di IfKapp in funzione di (IT) mostra una curva con un minimo con
convessita rivolta verso il basso.

2. la variazione di entalpidHappin funzione della temperatura é rappresentata da un
linea retta con una pendenZ&, » positiva. Se dividiamaiC,a per Cpw, Che € la
capacita termica isobara molare dell’acqo&ieniamon,, che rappresenta il numero di
molecole d’acqua ¥ espulse dal solvente per formare una cavita, peitawe uno
specifico soluto4Cy o = Cpwhwdove G = 75.36 I 'mol™).

3. la variazione di entropidSppin funzione di IiT € rappresentata da una linea retta
con una pendenzAC,, positiva che e esattamente la stessa di quekauit per
I'entalpia. La corrispondenza delle due pendenzgiaa chen, sia lo stesso ottenuto
sia con le funzioni entalpiche che entropiche.

4. le funzioni entalpiche ed entropiche sono la mandi tre termini, ognuno dei
quali corrisponde ad uno specifico passaggio mtdeeqinterazione soluto-solvente,
riempimento della cavita e agitazione termica ealeatholecole d'acqua W) con
corrispondenti termini in entalpia ed entropia.dReta variazione entalpicAHap, PUO
essere rappresentata dall'equazione (31) e lazvani@ entropica\S,pp dall'equazione
(33).

| riferimenti bibliografici [632-642] riguardano processi appartenenti a questa

classe e da essi sono stati tratti i dati necepsatianalisi condotta.
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Caratteristiche della Classe A
Tutto l'insieme delle funzione termodinamiche pgracessi di classe A é riportato

in Tab. 42.

* AHaPP: AHO(fWZO)"— EW AhW +Ewcp,w T eq(33)
DSupp =AW 48, As,+ ECouIN T €q(34)

ENTALPIA RANGE O,
Dissoluz. gas AHgpp=-17.7 —21(&, €, [0.07540 kJmol™* 2-6
Dissoluz. liquidi AHgpp= +4. 6 -238,  +&,[0.07540 kJmhol* 2.7-5.4
Denat. proteine AHapp= +211.8 —2214,, +£,, [0.07540T kJrhol™ 80-140
Proton. anioni carb. AHg,,= +0.1 213, +£,, [D.0754T kJrol™ 1.8-2.3
ENTROPIA

Dissoluz. gas AS,= -86.4 4458,  +&,75.4IhT  JK'mol? 2-6
Dissoluz. liquidi ~ AS, = -0.5 448,  +§\75.4IhT  JK'mol'  2.7-5.4
Denat. proteine  AS,,= +415 -428B,  +,[75.4IhT JK'mol*  80-140
Proton. acidi ASy= +104 -4428,  +&, 75.4IhT  JK'mol*  1.8-2.3

Tab. 42.Funzioni entalpiche ed entropiche per i processlatse A
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MODELLO MOLECOLARE: CLASSE B

| pit importanti risultati delle analisi termodinarhe relative ai processi di classe B
POSSONO essere cosi riassunti:

1. il grafico di IrKapp in funzione di (1T) mostra una curva con un massimo con
convessita rivolta verso l'alto.

2. la variazione di entalpidHappin funzione della temperatura é rappresentata da un
linea retta con una pendend@, g negativa. Anche per i processi di classe B il numer
nw Puo essere calcolato dividendo la pendenza spetatedC, g perC, wottenendo dei
valori negativi (,<0). Percio é stato introdotto il valore assoldg=Chn,[], per
rappresentare il numero reale di molecole d’acqua W

3. la variazione di entropidSyppin funzione di IT € rappresentata da una linea retta
con una pendenzAC,g negativa che & esattamente la stessa di quellautdteer
I'entalpia.

4. questi processi implicano una condensaziomeotiecole d’acqudy.

Dei processi di classe B é stato da noi studiatettdmente il fenomeno della
formazione di micelle attraverso misure di condilitb condotte sui tensioattivi
DeTAB, DTAB, TTAB, CTAB i cui risultati sono ripoati nelle Tab. 31-34 e nelle Fig.
89-92 e che hanno portato alla determinazione defizioni termodinamiche descritte

in Tab. 35 e alla determinazione dei numeri di roole d’acqua g riportati in Tab. 36.

Formazione di micelle
Nella formazione delle micelle I'entalpia apparenseillta essere una funzionergi
pero conn,<0. Introducendo il simbol§,=Cn,, I'entalpia apparente nella formazione

di una micella sara data da

dove ¢, rappresenta il numero delle molecole d’acqua @élla reazione. Il calore
endotermico associato ad ogni molecola d’acqfh.g= 23.1 kdhol™* [, e il termine
=&ConT kJmol™ rappresenta il calore rilasciato dalle molecolacdua di tipo W
quando si condensano in clusters Wnumeron,, (n,<0 perché la pendenzg, ny =

AC, e negativa) dipende in questo caso dalla riduzdaeia cavita. Ciascuna molecola
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di tensioattivo idrofobico, prima della micellizzaze, e circondata in soluzione da una

“tasca” d'acqua (W)x che forma una gabbia con meccanismo analogo Hoque

proposto per la dissoluzione dei gas. Quando dueiqyo separate, per esempio due
catene alifatiche, si uniscono l'una all’altra permare una micella ((SUH§W||))(X'+

X— &) (dovea indica il numero di monomeri gia aggregati) le tawioalescono e la

cavita risultante risultera essere piu piccola alelbmma dei volumi delle cavita
componenti (Fig. 123). Quindi le molecole d’acqua Wevono rientrare nella struttura
del bulk W per riempire I'eccesso di cavita. Secondo quepfiraecio, lo scambio si
riferisce ad una qualungque unita monomea@ala coalescenza delle cavita ha luogo tra
la micella @-1) conx’ unita d’acqua VW, circondata dalla sua cavita, e un monomero
aggiunto con la sua cavita. Il numekg si riferisce all’'ultimo monomero aggiunto,
quale che sia il numero di aggregaziane

Il processo totale pud essere scritto come
((Surf)(Wiy) +&w Wi + ((Surflg_n(Wi)y) O - ((Surf)a(wll)(x’+ X— EW)) +Ew Wi

(36)
e corrisponde all'entalpia appareitd.,,(equazione 33).
Il contatto iniziale
((Surf)(Wi)y) + ((Surfla_p(Wi)x) O -~ ((Surf)(Wi)x)((Surfla_p(Wi)x') (37)

corrisponde a\Ho‘“w™® = —3.6 klhol™. Questa variazione entalpica molto bassa sta a

indicare I'affinitA monomero-monomero.

Il successivo passaggio della reazione e

((Surf)(Wh)x ((Surfla_p(Wi)x)+ &w Wi U - ((Surfa(Wi)(x'+ x-¢,,)) +éw Wi
(38)

che corrisponde Ah,, = +23.1/kdmol @, indicando il calore endotermico necessario
per trasformare Win W, collocando ciascuna delle molecdlg Wy, nel bulk per
riempire I'eccesso di cavita. Infine, I'entalpiaéwCy T indica la quantita di calore

rilasciato dalle molecole d’acqéa W), quando sono ricollocate nel bulk.
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Fig. 123.Equilibrio tra tensioattivo e fase micellare

Per verificare la validita del modello propostocla@ nel caso delle micelle, & stato
determinato il cambiamento di energia lib&@ di formazione delle micelle a diverse

temperature. Il parametro termodinamico scelto pwmitorare la reazione é la
concentrazione micellare criticanig.

Il cambiamento di energia libera della soluzione e
AG = ,Uﬂ,s(micelle)—/f/ﬂ.s’(solut) —RTINS] = AGﬂmic —RTIN 4 (39)

dove (Lgmicelie) € il potenziale chimico standard del tensioattif/oella pseudofase
aggregatajgsoun € il potenziale chimico standard del monomero inzone, ] & la
concentrazione del tensioattivdA&°c € I'energia libera standard di formazione delle
micelle. Nel punto in cui monomero e aggregato isb@so in equilibrio, quindAG =

0, [8] = (cmg I'energia libera standard si ottiene da quedtziene:

—AG’nmic = RTInknic = —RTIn(cmc) (40)
con kmic = 1/cmc), dove la(cmc) non € soggetta alla legge sull’azione di massa
applicabile alle reazioni chimiche. Si puo piuttogtarlare di una variazione di fase
chimico-fisica. Oppure, nel caso in cui la formamodi micelle sia vista come una
reazione di equilibrio, come proposto da Zana [6I8hergia libera di micellizzazione

nel caso di tensioattivo ionico convenzionale 1dbfa da:
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—AG’mic =RT (1+ ) In(cmc) (41)

dove S e il grado di legame del controione. La stessazqune € ottenuta usando |l
modello di separazione pseudofase. Per i tensioattici, I'equazione (40) diventa
uguale all'equazione (41). La differenza, comunqueostanziale perché I'equazione
(41) e soggetta alla legge sull’azione di massaieqde corrisponde a una reazione
chimica. | parametri termodinamici possono essateotati con entrambi gli approcci,
ma solo i dati calcolati utilizzando il modello pseudofase sono in accordo con i dati
sperimentali, includendo la corrispondenza tratégma di Van't Hoff e I'entalpia
calorimetrica di formazione delle micelle. Seconidlonostro modello é [affinita
supramolecolare che porta alla formazione delleehgie la dipendenza &G’ dalla
temperatura e soprattutto dovuta al riempimentopatée delle molecole d’acqua, del
vuoto lasciato nella cavita dall’associazione deléene idrofobiche ed é scarsamente
influenzato dal cambiamento della sfera polareedaiicelle. Inoltre, va sottolineato
come nella formazione delle micelle non sono leeoale di tensioattivo, bensi quelle
d’acqua a giocare il ruolo piu importante.

Nel caso di formazione di micelle I'entropia pssere rappresentata dall’equazione
DSapp =S WO + &y Asy — EuCpwin T (42)

dove AS,,, corrisponde alla reazione totale dell’equazione).(B6termine A, W™ =

+10.2 K ™mol* corrisponde alla reazione dell'equazione (37)t@ & indicare il
guadagno entropico da parte del ligando (Surf) daanlegato al recettore (Sugf)),
indipendentemente dalla dimensione del ligandterthineAS“w™® = +10.2 & *mol™*
corrispondente all’equazione (18) indica la ridmao della cavita equivalente
all'espulsione del volume del solvente quando uméenvola d’acqua | € ricollocata
come bulk W. Questo guadagno entropico +&g8K *hol™* & enorme ed & la quantita
termodinamica che guida la reazione. Infine, I'epta <,C,w In T indica I'entropia
termica rilasciata dalle molecole d'acqéa Wy quando si condensano in fondo alla

struttura W.

| riferimenti bibliografici [643-646] riguardano iglaltri processi appartenenti a

questa classe e da essi sono stati tratti i daéissari per I'analisi condotta.
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Caratteristiche della Classe B
Tutto l'insieme delle funzione termodinamiche pgracessi di classe B e riportato
in Tab. 43.

AHgp= AH O+ €, Ahy, —£,Con T eq(43)
ASapp = AS)({V\FO) +& ASy— Epr,w InT eq(44)

ENTALPIA RANGE D&,
Micella AHgpp=  —4.22 +23®, £, 07540 kJmol* 4-19
Bio-complesso AHqp, = -120.9 +248, -=<,075.40 kJmol* 19- 189
ENTROPIA

Micella ASp=  +10.2 +428, £, 75.4IhT  JK'mol* 4- 19
Bio-complesso AS,,,= +262 +436%, -£,75.4IhT  JK'mol* 19- 189

Tab. 43.Funzioni entalpiche ed entropiche per i processladse B

CONFRONTO TRA LE DUE CLASSI

Confrontando le funzioni termodinamiche della atagscon quelle della classe B
osserviamo uno stretto collegamento. Infatti lezfani termodinamich@éHapp € ASypp
in entrambe le classi possono essere divise itetreini ognuno dei quali puo essere
attribuito a uno specifico passaggio della reazidrientalpia apparentédHap, nella

dissoluzione dei gas non polari e definita daligusaite equazione:

AHeapr= AHO(‘FW:O)"' &w Ahy +EWCp,W T (33)

MentreAHap, nella formazione delle micelle e dato dalla setgiequazione:
AHapg= AHo™ O+ &, Ahy — & Cpw T (43)

Il primo termine AH!W™® = —17.7 /kdmot per i gas non polari &HyW™® = —

3.6/kJmot per le micelle sta a indicare I'attrazione esistdra gas e solvente nel primo

caso e tra i monomeri nel secondo caso. Le diffessrita osservate vanno incontro a
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tutte le aspettative. Il secondo termibg Ah,, € legato alla formazione della cavita
(esotermico) nella classe AAHlcaor = &w Ahy <0) o alla riduzione della cavita
(endotermico) nella classe BHcareq = &w Ahy >0). Nella classe A avviene la seguente
reazione &W, -¢&W;+ W, + cavity) che corrisponde alla trasformazione
dellacqua da Wa W, e la creazione di una cavita con espulsione deliecole
d’acqua W, mentre nella classe B avviene la reazione oppoafgpresentata
dall'espressione&(W;+ &, W, - &W, — cavity). Vale la pena notare che i valori
unitari Ah,= —21.6 /ki@ol'@,* nella dissoluzione dei gasih,= + 23.1/kdnol @,
nella formazione delle micelle sono praticamentealiga parte il segno, che e opposto.
Questi due processi sono ben rappresentativi dspettive classi. Il terzo termine
+EuwCow T /kImol* corrisponde al calore assorbito dalle molecole gliac,W,, che
sono rilassate dalla struttura nella classe &J&w T ) mentre nella classe B&xCpw
T ) rappresenta la stessa quantita di calore peate holecole d’acqua Wche sono
condensate nella struttura del bulk.

Per quanto riguarda I'entropia apparef,,nella dissoluzione dei gas non polari &

definita dalla seguente equazione:
ASipp = AW 48, As,+ EaCpw INT (34)

MentreAS,ppnella formazione delle micelle & dato dalla segei@gfuazione:

ASipp = AW +8, As,— E,CowINT (44)

Nei processi di classe A il primo termid&“" = —86.4 &K *mol™ corrisponde
all’energia cinetica persa dalle molecole di gaa ualta intrappolate nella gabbia del
solvente, mentre nei processi di classe B il pritmonine indica un cambiamento
positivo di entropiaAS W = +10.2 I *hol™, prodotto dalla diluizione del soluto
quando scompare dalla soluzione associandosital defia micella. Il secondo termine
&w Asy €, analogamente all’'entalpia, associato alla farome della cavita nella classe
A (ASasor= &w Asy <0) 0 alla riduzione della cavita nella classeM{req= &w ASy >0).
Anche qui i valori sono molto simili ma di segnopogto:As, = —445 /K ‘ol @§,*
nella classe A ds, = +428 /K ‘Mol [§," nella classe B. Questa corrispondenza dei
valori con segno opposto & un’ulteriore prova debdidita del modello molecolare
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proposto. Come gia visto per I'entalpia, questi guecessi sono ben rappresentativi
delle rispettive classi. Infine, il terzo termina gferisce all'entropia termica
ASH=EWCowIn T JJK *mol™ associato con il passaggio di stato delle moled@lequa
W, e rappresenta nella classe A I'entropia termicadggaata dalle molecole d’acqua
W, quando raggiungono il livello termico appropriataaemperaturd’. Nella classe
B, I'entropia termicaASr= —uwCpw InT/JK *hol* rappresenta la stessa energia
cinetica persa come calore rilasciato dalle mokecdlacqua W quando sono

nuovamente condensate nel bulk.

Questo studio e presentato nelle pubblicazioni:

1. Fisicaro, E.; Compari, C.; Duce, E.; Biemmi, M.;rét@, M.; Braibanti, A.
Thermodynamics of micelle formation in water, hydrabic processes and
surfactant self-assemblieBhysical Chemistry Chemical Physics (2008), 10(26),
3903-3914.

2. Fisicaro, E.; Compari, C.; Duce, E.; Biemmi, M.;ré&@, M.; Braibanti, A.
Hydophobic hydration processeabmitted.
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INIBITORI DI HIV-1 INTEGRASI

MECCANISMO D’AZIONE DELL'ENZIMA

L’integrasi del virus dellimmunodeficienza umanatigo | (HIV-1 IN) e un target
interessante e consolidato per sviluppare nuovitagatiretrovirali [647-655]. Il ruolo
fondamentale dell'integrasi nel ciclo di replicazéo virale e la mancanza di una
controparte umana di questo enzima rendono ausigdatggiunta di IN-inibitori alla
terapia antiretrovirale esistente [656-658, 70d]siCaspetta che I'uso di IN-inibitori
aumenti gli effetti della terapia attraverso unatepaiale azione sinergica, senza
incrementare gli effetti tossici.

Il processo di integrazione e catalizzato dall’'ltttaverso due reazioni distinte: la
reazione di 3’-processing e quella di strand tren§59-661] (Fig. 124). In seguito
all'azione della trascrittasi inversa, il CDNA Migaviene attivato per l'integrazione nel
citoplasma con un cleavage endonucleolitico detkéesita 3° del DNA virale per
mezzo della rimozione degli ultimi due nucleoti@T). Questo passaggio € noto come
reazione di 3’-processing e genera due estremita3'dévossilate, che sono gli
intermedi reattivi richiesti per lo step successiaaeazione di strand transfer.

Dopo il 3'-processing, IN rimane legata al cDNA al& come complesso
multimerico che si lega ad entrambe le estremitdYA virale all’interno di particelle
intracellulari, chiamate complessi di preintegrazo

I complesso di preintegrazione trasloca successivde nel nucleo, dove IN
catalizza I'unione delle estremita processate 3’€0H il fosfato del DNA all’estremita
5' del cromosoma dell'ospite (reazione di strandnsfer). L'integrazione virale é
portata a termine con la rimozione di nucleotidaiap e dalla riparazione del gap
eseguita da enzimi cellulari, conducendo alla faioae di un provirus stabile.

HIV-1 IN appartiene ad una grande famiglia di potikeotidil trasferasi che include
le trasposasi e le polimerasi [662-664] ed €& com@pata una singola catena
polipeptidica di 288 amminoacidi che si ripiegatia domini funzionali. Il dominio
catalitico comprende i residui 51-212 e contiemaativo D,D(35)E, due aspartati (D64
e D116) ed un glutammato (E152), che sono essemaal’attivita enzimatica [665,
666]. La conservazione di questa triade cataliicastende al di la delle integrasi
retrovirali, in quanto i retrotrasposoni e qualdhesposasi procariotica possiedono la

stessa disposizione dei residui carbossilici esakmila catalisi.
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Fig.124.Schema del meccanismo d’azione di HIV-1 integrasi.

Questi residui coordinano gli ioni metallici divatecome Mg* o Mr**, forse con un
meccanismo “two-metal-ion”, similmente al altre ipedrasi polinucleotidiche [662,
667-669]. Come rivelato dalle strutture a raggieX dominio catalitico del’'HIV-1 IN, i
due residui aspartato (D64 e D116) formano un cessa di coordinazione con Kig
[666]. E stato proposto che un secondo metallogpessere coordinato verosimilmente
da E152 (con anche D64 e D116) una volta che HIM-Ei lega al suo substrato di
DNA [670, 671]. Inoltre, e stato ipotizzato che ronecessaria la costante presenza dei
due ioni metallici nel sito attivo dell'integrasucnte l'intera reazione enzimatica. In
quest'ottica, il primo ione metallico, legato aiedaspartati, potrebbe giocare un ruolo
fondamentale nella reazione di 3'-processing, neeihsecondo, legato prevalentemente
al glutammato, potrebbe essere piu di rilievo nedzione di strand transfer [672, 673].
E quindi probabile che i cofattori metallici coanifio IN con la struttura fosfodiesterea
del DNA substrato durante i passaggi di 3’-processe di strand transfer. Nella
maggior parte delle strutture, il dominio catabticontiene un loop, comprendente i
residui 141-150, che puo essere stabilizzato dah [8%$8].

GLI INIBITORI DI HIV-1 INTEGRASI: |  B-DICHETO ACIDI
In passato, moltissimi composti con diverse canatiehe strutturali sono stati
descritti come inibitori dell'IN [658, 674-678]. Leaggior parte di loro inibisce sia

I'enzima virale che la replicazione virale in cotucellulari ed in modelli animali. La
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classe dei composti con una porzighdicheto acida (di cui gli esempi piu significativi
sono riportati in Fig. 125), scoperta indipenderdgata dagli scienziati della Shionogi &
Co. e della Merck, & subito emersa come la piu pttante nell'inibizione di HIV-1 IN
[679].

| B-dicheto acidi comprendono tre componenti strulitFag. 126): a) una porzione
B-dichetonica, b) una porzione aromatica o eteroatimar c) un gruppo carbossilico,
che puo essere rimpiazzato anche da altre funhioisosteriche.

| B-dicheto acidi ed i loro congeneri rappresentano sao la classe piu importante

di inibitori dell'IN, ma anche un prototipo considito di chelanti metallici.
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Fig. 126.Parti strutturali def-dicheto acidi.
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Un bioisostero dei dicheto acidi, 5CITEP, é statlocessivamente cocristallizzato
con I'enzima, fornendo cosi la prima struttura ggraX di un inibitore all'interno del
complesso con HIV-1 IN [680]. Altri membri dellanfaglia dei dicheto acidi, come L-
731,988, sono stati estesamente studiati [681-&8&GFcchi congeneri dei dicheto acidi
inibiscono selettivamente la reazione di stranddier e, in saggi su colture cellulari,
inibiscono l'integrazione senza coinvolgere le fasiali del ciclo replicativo dell’HIV
[681-687]. Dei quattro composti che sono riusattiarivare ai clinical trials, S-1360
[688, 689], L-870,810 [690, 691], GS-9137 e MK-05Kdlo quest'ultimo & stato
commercializzato con il nome di Raltegravir [6924% Della terza molecola é attesa a
breve I'immissione sul mercato con il nome di Bkgravir [695, 696]. Del primo e del
secondo composto € stato bloccato lo sviluppo peblemi farmacocinetici [697].
Sebbene per i dicheto acidi siano stati riportateidi studi sintetici e biologici, il
meccanismo con cui essi si legano all'IN non eostatcora pienamente compreso. Si
ritiene che il motivo farmacoforic@3-dicheto acido possa essere coinvolto in un
sequestro funzionale di uno o di entrambi gli iometallici divalenti (Fig. 127) per
formare un complesso ligando?MIN [670, 698, 699]. Di conseguenza questo
bloccherebbe lo stato di transizione del compldbBs®NA [658, 687] attraverso la
competizione con il DNA substrato, agendo da “iit# interfacciale” [655, 687]. E
quindi evidente come sia di grande importanza atguinformazioni sul meccanismo
d’azione dei dicheto acidi, che potrebbe rivelargie nella progettazione di nuovi
inibitori dell'IN.
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Fig. 127.Ruolo deip-dicheto acidi nel sito attivo dell'enzima.
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APPROCCIO DI STUDIO

In uno studio precedente [701], si € proposta @ni sli complessi metallici d§-
dicheto acidi come nuovi prototipi di inibitori diéiN: € stata sintetizzata una serie di
complessi usando i ligandi,H* (1) (acido (Z)-2-idrossi-4-0sso-4-fenilbut-2-enoico) e
H,L? (2) (acido (Z)-4-[1-(4-fluorobenzil)- H-pirrol-2-il]-2-idrossi-4-ossubut-2-enoico)
(Fig. 43) ed i loro esteri metilici assieme ad @ di ioni metallici divalenti (MJ,
Mn?*, Mg®*, Ni*, C&*, CU"). Complessi con diverse stechiometrie sono s&gpdma
isolati, pienamente caratterizzati e poi testatiljp@ibizione dell’'IN. Questi complessi
hanno inibito HIV-1 IN in un range da micromolar@@anomolare. In particolare, hanno
mostrato una certa dipendenza dal metallo (soptattlicomplesso tra il C3 e il
ligando HL', che ha mostrato il miglior profilo biologico). @sti risultati hanno dato
I'impulso per condurre una serie di studi di dogkimnizialmente il docking é stato
condotto sui ligandi kL' e H,L? ed i loro esteri metilici (nella forma monodepmuéta
e bideprotonata) nel sito attivo dell'IN contenelatéone Md*.

Successivamente il docking e stato fatto suglisstesmposti come complessi di
Mg** e C3" nel sito attivo, con e senza rimozione dello idfg®". | risultati dei vari
docking sono stati poi confrontati.

Il set dei complessi metallici dei ligandibH e HL? & stato ampliato con la sintesi
dei derivati al P e P£* e di due nuovi complessi con Kfguno dei quali, contenente
Mg(NOs3),, ha mostrato un’attivita inibitoria in un rangebsuicromolare. La struttura di
guesto composto e stata risolta con cristallogeafiaggi X a singolo cristallo.

Per caratterizzare meglio I'abilita di complessagio deif3-dicheto acidi, abbiamo
condotto una serie di misure potenziometriche geerchinare le costanti di equilibrio
tra HL' e H,L? con Mrf* e C&". Sebbene M sia un cofattore pit verosimile per il
funzionamento di IN nelle cellule (a causa della sbbondanza rispetto a K IN
preferisce MA' in vitro. C&* & uno ione fisiologicamente significativo, con whémica

di coordinazione simile a quella del Kig

STUDIO POTENZIOMETRICO

Lo studio potenziometrico sul comportamento detieizioni dei composti kL' e
H,L? & stato condotto con gli ioni €ae Mrf* (Fig. 128 e Tab. 44). Per evitare problemi
di solubilita, tutte le titolazioni sono state cott@ in soluzione metanolo/acqua (9:1

v/v). Il miglior fit delle curve sperimentali & $taottenuto usando il set di specie
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riportato in Tab. 44. Le specie trovate in solugi@on il Mrf* [H-L ligando diprotico,
ML,%, MoL?*, Msl,, € MoLo(OH)] sono le stesse trovate per il Md701], ma le
costanti di formazione e mostrano una maggiorelgéakispetto a quelle dei complessi
con il Mg®. Le specie ME> e MyL,(OH) non sono state trovate per il Cain
soluzione alcalina e presente solelGaCome mostrato dai diagrammi di distribuzione
in Fig. 128a-d, a pH fisiologico, la specie;lM € la piu abbondante per entrambi i
ligandi e gli ioni metallici. ML?* si forma a pH pill acido. La costanti di formazione
della specie monomerica, ML, e della dimericaLM non possono essere raffinate
insieme, probabilmente a causa della loro altaetaxione matematica. Come gia
osservato nel rif. [701], con il solo utilizzo delbotenziometria non possiamo escludere
completamente la presenza in soluzione della specr@merica, poiché il modello con
ML invece di ML, e solo leggermente sfavorito. La ragione dellatraoscelta é
dovuta, oltre a valori statistici lievemente migljal fatto che ML, € anche supportato
da dati spettroscopici e di molecular modeling.

M = Ca(Il) M = Mn(II} M = Mgl
» i r HgL.I H_\-L: Hg]_l Hng H_\LI HgL.:
M+2L=ML, 1 2 0 11.58(0.29) 13.41(0.35) 5.81(0.30) 12.45(0.26)
IM+L=M,L 2 1 0 10.42(0.06) 11.2400.11) 10.12(0.26) 12.1600.15) 9.43(0.17) 10.46(0.16)
2M+ 2L =MLz 2 2 0 18.27(0.05) 19.26(0.11) 17.85(0.16) 20.92(0.17) 14.14(0.25) 17.99(0.10)
2M+ 2L+ OH= M:L: (OH) 2 2 -1 BA6(016) LL6200.17) 3.89(0.18) TEO0.10)
i T H_\LI"‘ HgL:"'
L+H=LH 0 1 1 9.89(0.02) 1 1L.6610.03)
L +2ZH=LH, ] 1 2 13.7000.04) 15.9100.06)

Tab. 44 Costanti di protonazione di,H" e H,L? e di formazione dei complessi tra questi due astip
ed i cationi metallici divalenti CA e Mrf*. Per completezza sono riportate anche le costinti
formazione ottenute con Mg[701].

Nel caso del Mfi, & stato introdotto anche M, formato dalla coordinazione degli
ossigeni del 2-enolato e del carbossilato con h@ imetallico (Fig. 128c-d), mentre la
specie con il ligando monoprotonato, HE stata scartata dal software. ML(QH) il
suo dimero ML,(OH),, aumentano leggermente i parametri statisticifiizhg ma,
ammesso che si formino, si formano solo a pH maltalino (Fig. 128a-b). Le curve
sperimentale e calcolata si sovrappongono perfetiganper le titolazioni condotte ai
rapporti M:L 1:2 e 1:4 per tutte le coppie metaligando esaminate. Il fit leggermente

peggiore per il rapporto M:L 1:1 pu0 essere spegdtraverso un’idrolisi parziale del
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catione, non evitata dalla bassa quantita di ligandsoluzione. Infatti, in questo caso, i
punti della titolazione raggiungono I'equilibrio ttwlentamente a pH intermedio.
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Fig. 128. Diagrammi di distribuzione dei complessi ligandetallo ai rapporti L:M = 2:1 (la
concentrazione del ligando @ 4 mM). a) L3LH M = C&*; b) L = HL>, M= C&"; c) L = LY, M =
Mn?*; d) L = HL2 M = Mn*".

COME SI LEGANO GLI INIBITORI NEL SITO ATTIVO DELL'I NTEGRASI?

Benché l'esatto meccanismo d’azione degli inibitdell'IN non sia ancora stato
chiarito, si ritiene che la maggior parte deglbitori specifici dell'IN interferiscano con
gli ioni metallici nel sito attivo dell’enzima. Lehelazione del metallo nel sito catalitico
puo essere cosi sfruttata per progettare nuovitanilcon una piu alta selettivita verso
'IN [699]. Ovviamente si potra ottenere una maggi@omprensione quando sara
disponibile una struttura cristallina dell’enzimantplessato con il DNA substrato.

E generalmente accettato che il ¥1gia il cofattore piti probabile per Iintegrazione
nelle cellule, data la sua abbondanza un milioneotte superiore al M, anche se

I'attivita del’enzima purificato & pitl alta con Mirispetto a M§'.
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Nella progettazione di ligandi selettivi che ingiszono con questi ioni metallici, e
necessario fare considerazioni strutturali e scdlmtteristiche elettroniche dei centri
donatori del ligando. In particolare, Kigpreferisce una coordinazione ottaedrica, ma
lingombro sterico dei ligandi polidentati potrebirpedire la coordinazione. Mh
forma in prevalenza composti ottaedrici ad altovsgnl ha una sfera di coordinazione
pit flessibile di quella del piu piccolo Mg Sebbene Mii possa rimpiazzare
funzionalmente Mg nel suo ruolo catalitico e strutturale, le divecsratteristiche
elettroniche e geometriche dei due ioni possonegspe i differenti comportamenti
osservati nelle diverse condizioni dei saggi ensithacosi come le diverse attivita
degli inibitori con frammenti farmacoforici bioisesi. E quindi importante investigare
la capacita di complessazione del farmacoforo dictecido. Nel nostro studio é
particolarmente interessante notare che parecghieies [ML>, MoL?*, Mol e
M,L,(OH)] sono state trovate per il Nh in soluzione attraverso titolazioni
potenziometriche. Queste specie erano le stess®lger[701], ma con una stabilita
maggiore. Nel caso del My le specie ML, erano predominanti a pH fisiologico per
entrambi i ligandi HL! e HL2 L’alta affinita per il Mt mostrata daB-dicheto acidi
potrebbe in parte spiegare perché molti inibitdre eerano stati identificati con uno
screening che prevedeva ftome cofattore siano inattivi in presenza diffMénoltre,
le specie ML, sono risultate predominanti a pH fisiologico pe€#*, con costanti di
formazione confrontabili con quelle del complessa Mrf*. Tuttavia, titolando kL1,

Si e osservata la presenza di una piccola quahrtita%) di ML, a pH fisiologico. La
titolazione del complesso con €& stata eseguita sia per ampliare la valutaziotia de
capacita di complessazione di questi compostipsrastudiare I'affinita def-dicheto
acidi nei confronti di altri ioni metallici fisiolgicamente importanti.

Un altro punto importante da chiarire € in qualepstiella sequenza catalitica
agiscano ip-dicheto acidi. Questo € un aspetto importante ipelesign di nuovi
inibitori, in quanto i ligandi liberi o i complesgiossono interagire con uno o due
metalli, sia direttamente in un singolo passagfie im maniera sequenziale. In realta,
qualchep-dicheto acido ha un’attivita inibitoria verso lteg di 3’-processing ma a piu
alte concentrazioni rispetto allo strand transfaurindi essi si possono legare prima del
3'-processing (per esempio ad un ¥)cge poi interagire con I'altro metallo quando esso
€ mantenuto nel sito attivo. Oppure, si posson@regndipendentemente e non
sequenzialmente in entrambi gli step in modo piimeno forte, a seconda della

disponibilita di uno o di ambedue gli ioni metallica selettivita mostrata d@kdicheto
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acidi per la reazione di strand transfer potreblied] essere spiegata dal fatto che gli
inibitori necessitano di entrambi gli ioni metailiper legarsi fortemente e che il
secondo metallo si lega solo in presenza del DN#ssato. In realta, in seguito a studi
cristallografici, solo un Mg & stato trovato nel sito attivo [702, 703], ma tasenza
del DNA virale potrebbe essere critica per il legatel secondo metallo. Questa é una
rappresentazione piu realistica delle condiziomiiofogiche. L'assenza di questo
secondo ione metallico nelle strutture cristallfiadpotizzare che lo ione metallico sia
legato al substrato (i. e. il DNA). Considerand@-dicheto acidi come inibitori
competitivi di questo substrato, I'ipotesi ch@-dicheto acidi agiscano sotto forma di
complessi metallici € in buon accordo con questa.id

Siccome abbiamo dimostrato la formazione di congpléa parte deB-dicheto acidi
in soluzione, i nostri studi si orientano vers@diesi che questi composti possano
formare immediatamente complessi in studi enzimatiovitro e in presenza di ioni
metallici divalenti nello spazio intracellulare wivo. In base a questa ideg3-dicheto
acidi e i loro complessi metallici possono agireiniditori interfacciali, sia con un
unico meccanismo, sia interferendo con I'IN ed NA accettore (virale). In questo
modo possono bloccare la reazione di strand trgnetene detto precedentemente.
Questa interferenza con I'enzima potrebbe essevatal@i seguenti meccanismi: a) il
complesso si lega cosi com’e all'IN, trattiene oisioni metallici ed occupa il sito di
legame come una singola entita “statica” o b) guge al legame con IN, avviene uno
scambio dinamico degli ioni metallici, e il ligandiéascia i suoi metalli complessati e
forma un complesso con gli ioni metallici nel sitblegame. Gli studi di modellismo
molecolare sembrano supportare l'ipotesi clfiedicheto acidi stessi possano agire da
complessi, o formare un complesso stabile corogiiinetallici nel sito attivo. In realta,
I complessi hanno mostrato una migliore energidodking rispetto al ligando libero ed
un’accomodazione piu favorevole nel sito attivop@almente se considerati nella
forma monomerica. In assenza di una struttura dmristallo, il modello del
meccanismo di inibizione “two-metal binding” putseee ragionevolmente esteso alla

famiglia deip-dicheto acidi.
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TENSIOATTIVI CATIONICI COME
VETTORI NON-VIRALI IN TERAPIA GENICA

Il risultato piu importante ottenuto in questi awiitesi € certamente quello di aver
posto in rilievo il ruolo fondamentale della confazione del lipide nel processo di
trasfezione. Nella letteratura precedente € infadSsibile trovare informazioni circa
I'effetto di ciascun singolo componente della molec (le teste polari, le code
alchiliche, il linker, lo spaziatore) sulle propgetrasfettive (I'effetto della “struttura
primaria” del vettore) e non esistono dati sulliihza della conformazione della
molecola in soluzione (la “struttura secondarid’gffetto della struttura secondaria e
importante soprattutto per i tensioattivi gemimgddanno la caratteristica di modificare
la loro conformazione in funzione della lunghezedalspaziatore.

Il lavoro svolto ha permesso di evidenziare compadicolare configurazione che il
lipide assume in soluzione sia in grado di influemeznon solo proprieta come quelle
termodinamiche o tensidiche, ma anche la modailitglivery.

Piu in particolare, oltre all'effetto di allunganterdella catena alchilica, si e cercato
di determinare il contributo di gruppo per le piega termodinamiche dei possibili
sostituenti legati alla testa polare di tensioattiationici monomerici e quello della
variazione della lunghezza dello spacer tra leetpstari dei tensioattivi gemini, aspetto
riguardo al quale sono ancora scarsi i dati pregetdtteratura.

Le misure effettuate sui tensioattivi glucocatiomeonomerici e in particolare il
confronto tra GAGCB e GDGCB ha permesso di quantificare [linfluenza
dell’acetilazione dei gruppi -OH dello zucchero swbcesso di micellizzazione: la
presenza degli acetili, come atteso, aumenta fadhioita della molecola, abbassando
cosi il valore delle cmc e diliH,.

Confrontando AGCB e G.DGCB con DEDAB e DTAB si € potuto ricavare il
volume dei gruppi 2, 3, 4, 6,-tetra-O-acib-glucopiranosile, [{-D-
glucopiranosil)etile §-D-glucopiranosile.

Per quanto riguarda l'interazione con le membratigiceali di DPPC, sembra che |l
gruppo -OH dello zucchero disacetilato formi legaad idrogeno con l'atomo
d’ossigeno dei fosfati dei lipidi causando la perdl'impaccamento del doppio strato e
lo spostamento della transizione da doppio stratéase gel a doppio strato in fase
liquida-cristallina a temperature piu basse. L'daeibne presente sul :6AGCB,

invece, impedisce la formazione di questi legami nell'interazione diventa
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fondamentale il coinvolgimento delle molecole d'aaptuttavia esso € in grado di
provocare cambiamenti piu significativi nella mesn, in presenza di acqua,
suggerendo la formazione di domini. Il saggio EM&Adenzia come né i composti
acetilati, né quelli disacetilati siano in gradoddire un’interazione significativa con il
DNA, fatta eccezione per entrambi i composti a geditomi di carbonio ad alte
concentrazioni.

Il saggio di trasfezione transiente pero dimostn@ solo il GAAGCB riesce a
trasfettare le cellule, anche se con scarsi riguitasolo in presenza del DOPE in
rapportol:2. Questi risultati sono confermati dattemagini AFM, dove appunto e
evidente che l'effetto dei fAGCB e GgDGCB sul DNA é assolutamente trascurabile
e solo la presenza del DOPE riesce ad indurre aragte compattazione nel caso del
composto acetilato.

Questo fatto pero potrebbe giustificare il risutaeppur minimo, ottenuto da questo
tensioattivo nella trasfezione.

Il risultato piu rilevante riguarda pero il partiace comportamento evidenziato
dall’altra classe di lipidi analizzata: i geminpdidinici. Infatti, per i 12-Py(2)-n-(2)Py-
12 MS/CI, I'andamento delle curve entalpiche namtria nel comportamento standard
dei tensioattivi ionici. In tutte e due le seriedipendentemente dal controione, si
osserva l'inversione della curva del composto quazstore a quattro atomi di carbonio
che si posiziona al di sopra di quello con spargat@ tre. Questo comportamento
inusuale non ha consentito di calcolare il contobdi gruppo del -Ck quando questo
viene aggiunto allo spacer. L'ipotesi propostag@egare i risultati ottenuti presuppone
l'instaurarsi d’interazioni tipo stacking tra leste polari della molecola, mediate dai
controioni, che consentono alla struttura di ripisgsu se stessa in una conformazione
a “libro”.

Lo stesso comportamento anomalo e visibile negldaarenti delle tensioni
superficiali delle serie 12-Py(2)-4-(2)Py-12 MS &Ry(2)-n-(2)Py-16 ClI e il valore di
Anmin del composto con spacer a quattro, piu basso tiispegli altri composti,
confermerebbe l'ipotesi proposta poiche suggens@ecerta tendenza della molecola a
ripiegarsi.

Per quanto riguarda le immagini AFM, sia i compasin catena alchilica a dodici
che a sedici atomi di carbonio sono in grado dérangire con il DNA. Il composto piu
efficiente per la compattazione é risultato esfet6-Py(2)-4-(2)Py-16 Cl, che é attivo
gia ad un rapporto DNA/lipide di 1:3000; tuttaviache i composti 12-Py(2)-4-(2)Py-12
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Cl e 12-Py(2)-8-(2)Py-12 CI sono in grado di congrat completamente il lipide ad un
rapporto 1:6000. Il saggio EMSA effettuato sui 3§F)-n-(2)Py-16 Cl ha confermato
la loro capacita di legare il DNA.

Infine, il saggio di trasfezione transiente ha dstnato I'efficacia trasfettiva del
composto 16-Py(2)-4-(2)Py-16 Cl, con cui sono stdtenuti ottimi risultati sia in
assenza che in presenza del colipide DOPE (soficatturapporto lipide/DOPE 1:2),
che ne aumenta l'efficienza fino ad arrivare altésgucomparabili con quelli dell’agente
trasfettante commerciale di riferimento GenePorferche il composto 16-Py(2)-8-
(2)Py-16 Cl ha dato qualche risultato, ma solorespnza del lipide helper e in rapporto
lipide/DOPE 1:1.

Il buoni risultati ottenuti con il gemini 16-Py(Z242)Py-16 Cl sono stati correlati
alla particolare conformazione che il lipide asstgbbe in soluzione, come gia
proposto per i tensioattivi bissBEC, e al fatto che la lunghezza dello spaziatore
consenta alla molecola di ripiegarsi su se stesgairdi di interagire con i fosfati
carichi negativamente del DNA in modo da facilimta compattazione. Nei composti
con spaziatore piu lungo (per esempio 12 atomiadbanio), infatti, le teste polari
andrebbero ad interagire con il doppio filamentopunti distanti I'uno dall’altro
rendendo piu difficile la compattazione; con spexigpiu corti (per esempio tre atomi
di carbonio), invece, le teste polari si trovereblieoppo vicine per dare un’interazione
efficace, soprattutto a basse concentrazioni. Bigogerd sottolineare anche
'importanza della concomitante presenza sia dedigena alchilica a sedici atomi di
carbonio, sia dello spaziatore a quattro. Infattcomposto analogo, ma con catena
alchilica piu corta (12-Py(2)-4-(2)Py-12 CI), hasbdgno di una concentrazione
maggiore per condensare completamente il DNA, reemarita di catena laterale (16-
Py(2)-n-(2)Py-16 CI), il composto con spacer a gjaa 'unico della serie che ha dato
un risultato significativo nel saggio di trasfezotransiente, anche senza il colipide.
Anche se non sono disponibli i dati di trasfeziolee 12-Py(2)-n-(2)Py-12 CI, il fatto
che, seppur a concentrazioni piu elevate, tutémipi dipiridinici con catena alchilica a
dodici carboni sono in grado di compattare il DNA,supporre che la conformazione
particolare del composto con spaziatore a quatissa influire anche su altri step della
trasfezione come la fuoriuscita dall’endosomardakcio del plasmide dal complesso.

Per quanto riguarda invece il ruolo del DOPE, neep#r i tensioattivi glucocationici
andava ad agire anche a livello della compattazioome dimostrato dalle immagini

AFM, nel caso dei gemini 16-Py(2)-4-(2)Py-16 Cl nsembrerebbe avere nessun
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effetto di rilievo, lI'incremento della trasfeziomgindi € da correlare alle sue proprieta
fusogeniche.

Il confronto tra le classi dei glucocationici e deimini conferma I'effetto favorevole
della presenza di due cariche positive sulla mddecbe, come € noto, consentono una
migliore compattazione del DNA. Inoltre, in entramloasi la catena alchilica a sedici
atomi di carbonio si & dimostrata essere la picafe.

In conclusione, risulta evidente come la struteifa conseguente conformazione che
il lipide assume, da solo o associato ad un cdipgla un fattore fondamentale per
permettere un’interazione efficace con il DNA, etieeche rappresenta il punto base di
partenza per la trasfezione cellulare e di consegueer avere un vettore non-virale di

SUCCeSSO.

PROCESSI DI IDRATAZIONE IDROFOBICA

L’applicazione del modello termodinamico-statistieanesso a punto dal gruppo di
ricerca presso cui ho svolto il Dottorato — allodsv della formazione delle micelle da
parte di tensioattivi cationici ha evidenziato conseloi componenti si avvicinino 'uno
all'altro creando una cavita attorno alle unitacasste che risulta essere piu piccola
della somma delle cavita che circondavano i singmthponenti separati. L’aumento di
entropia, dovuto al riempimento di parte della tavtd uguale all'incremento di
volume del solvente, € la driving forcell'interazione idrofobica. Nel nostro modello
questo aumento di entropia e attribuito alla “ridne della cavita” all'interfaccia, con
conseguente ristrutturazione delle molecole d’acqdaespansione del volume del
solvente.

Il numero di molecole d’acqua () coinvolte nel processo di micellizzazione é
negativo poiché esse devono riempire lo spazioovlasiciato dalla riduzione di volume
della cavita che circonda il soluto ed e proporaleralle sue dimensioni.

Il numero di molecole d’acqua coinvolte nei pramesli idratazione idrofobica
consente di suddividere i processi in due classn@uabbiamo classificato i processi
idrofobici come:

- CLASSE A: (dissoluzione in acqua di gas non ppldissoluzione in acqua di liquidi

non polari, denaturazione delle proteine, protamazidi anioni carbossilato) caso in cui
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ny € positivo (f >0). Questo implica che un numerq di molecole d’acqua W
vengano rilasciate dalla struttura (acqua tipd pér formare una cavita.

- CLASSE B: (formazione di micelle in acqua, fornmeee di un complesso tra un
substrato e una proteina, effetto di un sostitupotare sulla capacita termica, effetto di
un sostituente carico sul solvente, associaziomdallica) caso in cuié negativo (p
<0). Questo implica che un numero nw di molecolacdua WIII ritornino nella

struttura (acqua tipo WI) per riempire I'eccessaalita che si forma.

INIBITORI DI HIV-1 INTEGRASI

Attraverso lo studio potenziometrico e stata indadg distribuzione in soluzione dei
complessi formati da dug-dicheto acidi (una promettente classe di inibitori
dell’lenzima HIV-1 integrasi) con gli ioni Mi e C&". E interessante notare che per
queste due molecole §H" e H,L?) sono state trovate parecchie specie §¥LM,L*,
M,L,, € MpLo(OH)] per la compessazione con fin soluzione. Queste specie sono le
stesse che erano state trovate pef'Mga con una stabilita maggiore. Inoltre, titolando
H,L®, a pH fisiologico si & osservata la presenza dipincola quantita (~10%) di ML

Per il C&", altro ione metallico fisiologicamente importartke ha permesso di
ampliare la valutazione della capacita di complesse di questi composti, a pH
fisiologico sono risultate predominanti le specieLM con costanti di formazione
confrontabili con quelle del complesso con¥in

274



BIBLIOGRAFIA

275



[1] Verma IM, Somina MNature1997;389:239-242.

[2] Anderson WFNature1998;392:25-30.

[3] Yla-Herttuala S, Martin JH.ancet2000;355:213-222.

[4] http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/

[5] Hollon T. Nature Med2000;6:6

[6] Schroder AR, et alCell 2002;110:521-529.

[7] Woods NB, et alBlood2003;101:1284-1289.

[8] Li Z, et al.Science2002;296:497.

[9] Hacein-Bey-Abina S, et abcience2003;302:415-419.

[10] Check ENature2003;423:573-574.

[11] Wolff IA, Malone RW, Williams P, et alScience1990;247:1465-1468.

[12] Hickman MA, Malone RW, Lehmann-Bruinsma K, ettdlim Gene Thefl994;5:1177 1483.

[13] zhang G, Vargo D, Budker V, Armstrong N, KnechtleV&olff IA. Hum Gene Therl997;8:1763-
1772.

[14]BudkerV.Zhang G, Knechtle S, Wolff IAGene Therl996;3:593-598.

[15] Choate KA, Khavari PAHum Gene Ther1997;8:1659-1665.

[16] Meyer KB, Jr, Thompson MM Jr, Levy MY, Jr Barto®|-Jr Szoka FC, JiGene Ther1995;2:450-
460.

[17] Synnes, M.; Prydz, K.; Lovdal, T.; Brech, A. andr@eT.

(1999)Biochim. Biophys. Actal421(2), 317-328.

[18].Wells, J.M.; Li, L.H.; Sen, A.; Jahreis, G.P. andiH5.W.

(2000)Gene Ther.7(7), 541-547.

[19] Synnes, M.; Prydz, K.; Lovdal, T.; Brech, A. andr@eT.

(1999)Biochim. Biophys. Actal421(2), 317-328.

[20] Chan, C.K.; Senden, T. and Jans, D.A. (20B8&he Ther.7(19), 1690-1697.

[21] Chan, C.K. and Jans, D.A. (200&gne Therapy8 (2), 166-171.

[22] Chan, C.K. and Jans, D.A. (1999ym. Gene Therl0(10), 1695-1702.

[23] Chan, C.K.; Hubner, S.; Hu, W. and Jans, D.A. (399&ne Ther.5(9), 1204-1212.

[24] Uherek, C.; Fominaya, J. and Wels, W. (1998Biol. Chem.273(15), 8835-8841.

[25] Paul, R.W.; Weisser, K.E.; Loomis, A.; Sloane, DllaFoe, D.; Atkinson, E.M. and Overell, R.W.
(1997)Hum. Gene Ther8(10), 1253-1262.

[26] Fominaya, J. and Wels, W. (1995)Biol. Chem.271(18), 10560-10568.

[27] Chen, S.Y.; Zani, C.; Khouri, Y. and Marasco, W(2995)Gene Ther.2(2), 116-123.

[28] Perales, J.C.; Ferkol, T.; Beegen, H.; Ratnoff, Gabd Hanson, R.W. (199#&roc. Natl. Acad. Sci.
US A 91(9), 4086-4090.

[29] Edwards, R.J.; Carpenter, D.S. and Minchin, R.B96)Gene Ther.3(10), 937-940.

[30] Junbo, H.; Li, Q.; Zaide, W. and Yunde, H. (198%) J. Mol. Med. 3(6), 601-608.

[31] Han, J. and Il Yeom, Y. (2000)t. J. Pharm, 202(1-2), 151-160.

[32] Liang, W.W.; Shi, X.; Deshpande, D.; Malanga, @dd Rojanasakul, Y. (199®&jiochim. Biophys.
Acta, 1279(2),227-234.

[33] Kollen, W.J.; Schembri, F.M.; Gerwig, G.J.; Vliegkart, J.F.; Glick, M.C. and Scanlin, T.F. (1999)
Am. J. Respir. Cell. Mol. Bigl20(5), 1081-1086.

[34] Chen, J.; Gamou, S.; Takayanagi, A. and Shimiz\{18B94)FEBS Lett. 338(2), 167-169.

[35] Chen, J.; Gamou, S.; Takayanagi, A.; Ohtake, Yts@o, M. and Shimizu, N. (1998)Jum. Gene
Ther, 9(18), 2673- 2681.

[36] Yano, L.; Shimura, M.; Taniguchi, M.; Hayashi, Buzuki, T.; Hatake, K.; Takaku, F. and Ishizaka,
Y. (2000)Hum. Gene Ther11(7), 995-1004.

[37] Sato Y. Yamauchi N, Takahashi M, etRASEB J.2000;14:2108-2118.

[38] Schughart K, Rasmussen UBethods Mol Med2002;69:83-94.

[39] Schughart K, Bischoff R, Rasmussen UB, et al. H&gne Therl999;10:2891-2905.

[40] Desigaux L, Gourden C, Bello-Roufai M, ettdum Gene TheR005;16:821-829.

[41] Freeman DJ, Niven RWharm Res1996;13:202-209

[42] Lemoine IL, Farley R, Huang IGene Ther2005;12:1275-1282.

[43] Ross GF, Bruno MD, Uyeda M, et @8ene Therl998;5:1244-1250.

[44] Walther W, Stein U, Siegel R, Fichtner I, Schidg R Gene Med2005;7:477-485

[45] Glasspool-Malone J, Malone RWum Gene Thefl999;10:1703-1713.

[46] Yang NS, Burkholder I, Roberts B, Martinell B, Mali2 D.Proc Natl Acad Sci USA.990;87:9568-
9572.

[47] Yang, N.S. and Sun, W.H. (199Npat. Med, 1(5), 481-483.

[48] Irvine, K.R.; Rao, J.B.; Rosenberg, S.A. and Restif.P. (1996)). Immunol, 156(1), 238-245.

[49] Mahvi, D.M.; Burkholder, J.K.; Turner, J.; Culp,; Malter, J.S.; Sondel, P.M. and Yang, N.S.
(1996)Hum. Gene Ther7(13), 1535-1543.

276



[50] Turner, J.G.; Tan, J.; Crucian, B.E.; Sullivan, D.Mallester, O.F.; Dalton, W.S.; Yang, N.S.;
Burkholder, J.K. and Yu, H. (1998)um. Gene Ther9(8), 1121-1130.

[51] Tanigawa, K.; Yu, H.; Sun, R.; Nickoloff, B.J. andhang, A.E. (2000)Cancer Immunol.
Immunother,.48(11), 635-643.

[52] Rakhmilevich, A.L.; Janssen, K.; Turner, J.; Culp,And Yang, N.S. (1997fum. Gene Ther.
8(11), 1303-1311.

[53] Rakhmilevich, A.L.; Timmins, J.G.; Janssen, K.; Podnn,E.L.; Sheehy, M.J. and Yang, N.S.
(1999)J. Immunother, 22(2), 135-144.

[54] Sakai, T.; Hisaeda, H.; Nakano, Y.; Ishikawa, HadWawa, Y.; Ishii, K.; Nitta, Y.; Miyazaki, J. and
Himeno, K. (2000Jmmunology 99(4), 615-624.

[55] Tuting, T.; Gambotto, A.; Baar, J.; Davis, |.D.p8tus, W.J.; Zavodny, P.J.; Narula, S.; Tahara, H.;
Robbins, P.D. and Lotze, M.T. (199@gne Ther.4(10), 1053-1060.

[56] O'Brien J, Lummis S@rain Res Brain Res Protd2002;10:12-15.

[57] Heller LC, Ugen K, Heller RExpert Opin Drug Deliv2005;2:255-268.

[58] Neumann E, Schaefer-Ridder M, Wang Y, HofschnditerEmbo J1982;1:841-845.

[59] Wolf, H.; Rols, M.P.; Boldt, E.; Neumann, E. an€ligsie, J. (1994Biophys. J.66(2 Pt 1), 524-531.
[60] Neumann, E. and Rosenheck, K. (1972Vlembr. Biol. 10(3), 279-290.

[61] Neumann, E.; Schaefer-Ridder, M.; Wang, Y. And ddbheider, P.H. (198Fmbo J, 1(7), 841-
845.

[62] Robello, M. and Gliozzi, A. (198®Biochim. Biophys. Act®82(1), 173-176.

[63] Hasson E, Slovatizky Shimoni Y, Falk H, PanetA, Mitrani B.GeneMed.2005;7:926-935.

[64] Dean DA, Machado-Aranda.Blair-Parks K, Yeldandi AV, Young JLGene Ther2003;10:1608-
1615.

[65] Magin-LachmannC, Kotzamanis G, D'Aiuto L, Cooke H, Huxley C, WagrE. J Gene Med.
2004,6:195-209.

[66] Molnar MJ, Gilbert R, Lu Y, et aMol Ther.2004;10:447-455.

[67] Wells, J.M.; Li, L.H.; Sen, A.; Jahreis, G.P. didi, S.W. (2000)Gene Ther.7(7), 541-547.

[68] Nishi, T.; Yoshizato, K.; Yamashiro, S.; Takeshjn&; Sato, K.; Hamada, K.; Kitamura, 1.;
Yoshimura, T.; Saya, H.; Kuratsu, J. and Ushio(1®96)Cancer Res$.56(5), 1050-1055.

[69] Yoshizato, K.; Nishi, T.; Goto, T.; Dev, S.B.; Teghima,H.; Kino, T.; Tada, K.; Kimura, T.;
Shiraishi, S.; Kochi, M.;Kuratsu, J.I.; Hofmann AGand Ushio, Y. (2000)nt. J.Oncol, 16(5), 899-905.
[70] Goto, T.; Nishi, T.; Tamura, T.; Dev, S.B.; Takisa, H.; Kochi, M.; Yoshizato, K.; Kuratsu, J.;
Sakata, T.; Hofmann, G.A. and Ushio, Y. (2080)c. Natl. Acad. Sci. U S,R7(1), 354-359.

[71] McMahon 3M, Wells DJBioDrugs.2004;18:155-165.

[72] McMahon JM, Signori E, Wells KE, Fazio VM, Wells)O5ene Ther2001;8:1264-1270.

[73] Sakai M, Nishikawa M, Thanaketpaisam O, Yamadhitdashida MGene Ther2005;12:607-616.
[74] Durieux AC, Bonnefoy R, Busso T, Freyssened Biene Med2004;6:809-816.

[75] Gissel H, Clausen Acta Physiol Scan@001;171:327-334.

[76] Kim HJ, Greenleaf JF, Kinnick RR, Bronk JT, Bolan#/lE.Hum Gene Thef.996;7:1339-1346.

[77] Koch S, Pohl P, Cobet U, Rainov Ndltrasound MedBiol2000;26:897-903.

[78] Huber PE, Jenne J, Debus J, Wannenmacher MF, rBfifeUltrasound Me d Biol1999;25:1451-
1457.

[79] Liu F, Song Y, Liu D.Gene Ther2000;7:2023-2027.

[80] Zzhang G, Budker V, Wolff JAdum Gene Thef999; 10:1735-1737.

[81] Zhang G, Gao X, Song YK, et &ene Ther2004;11:675-682.

[82] Miao CH, Thompson AR, Loeb K, Ye Xlol Ther.2001;3:947-957.

[83] Miao CH, Ye X, Thompson ARdum Gene TheR003;14:1297-1305.

[84] Zzhang G, Song YK, Liu DGene Ther2000;7:1344-1349.

[85] Aline SF, CrespoA, Dasi leene Ther2003;10:1672-1679.

[86] Stoll SM, Sclimenti CR, Baba EJ, Meuse L, Kay M¥ates MPM o | Ther.2001;4:122-129.

[87] Jiang J, Yamato E, MiyazakiBiochem BiophysRes Comm2001;289:1088-1092.

[88] Yang J, Chen S, Huang L, Michalopoulos GK, Liulépatology2001;33:848-859.

[89] Maruyama H, Higuchi N, Kameda S, Miyazaki J, GdfydMel Biotechnol2004;26:165-172.

[90] Weiss, R.A. and Tailor, C.S. (1995¢ll, 82(4), 531-533.

[91] Miller, D.G.; Edwards, R.H. and Miller, A.D. (199®roc. Natl. Acad. Sci. U S,A1(1), 78-82.

[92] van Zeijl, M.; Johann, S.V.; Closs, E.; CunninghdmEddy, R.; Shows, T.B. and O'Hara, B. (1994)
Proc. Natl. Acad. Sci. U S,R81(3), 1168-1172.

[93] Roe, T.; Reynolds, T.C.; Yu, G. and Brown, P.®93) Embo J, 12(5), 2099-2108.

[94] Miller, A.D. (1990)Hum. Gene Therl(1), 5-14.

[95] Bordignon, C.; Notarangelo, L.D.; Nobili, N.; Farr, G.; Casorati, G.; Panina, P.; Mazzolari,E.;
Maggioni, D.; Rossi, C.; Servida, P. agtdal (1995)Science270(5235),470-475.

277



[96] Costello, E.; Munoz, M.; Buetti, E.; Meylan, P.Riggelmann, H. and Thali, M. (200@ene Ther.
7(7),596-604.

[97] Bergelson, J.M.; Cunningham, J.A.; Droguett, Guyrtk Jones, E.A.; Krithivas, A.; Hong, J.S.;
Horwitz, M.S.; Crowell, R.L. and Finberg, R.W. (I9%cience275(5304), 1320-1323.

[98] Wickham, T.J.; Mathias, P.; Cheresh, D.A. and Neme G.R. (1993 ell, 73(2), 309-319.

[99] Albert, M.J. (1986Arch. Virol, 88(1-2), 1-17.

[100] Bett, A.J.; Haddara, W.; Prevec, L. and Graharm, @.994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA1(19),
8802-8806.

[101] Kochanek, S.; Clemens, P.R.; Mitani, K.; Chen, HEhan, S. and Caskey, C.T. (19%8dc. Natl.
Acad. Sci. USA93(12), 5731-5736.

[102] Fisher, K.J.; Choi, H.; Burda, J.; Chen, S.J. Afidon, J.M. (1996)irology, 217(1), 11-22.

[103] Graham, F.L. and Prevec, L. (1998dl. Biotechnol. 3(3), 207-220.

[104] Krougliak, V. and Graham, F.L. (199Hum. Gene Ther6(12), 1575-1586.

[105] Yang, Y. and Wilson, J.M. (1995) Immunol. 155(5), 2564-2570.

[106] Yeh, P. and Per r ic audet, M. (19%7aseb J.11( 8) , 615-623.

[107] Trapnell, B.C. and Gorziglia, M. (199€urr. Opin. Biotechno).5(6), 617-625.

[108] Roth, J.A.; Swisher, S.G.; Merritt, J.A.; Lawren&p.; Kemp, B.L.; Carrasco, C.H.; EI-Naggar,
AK.; Fossella, F.V.; Glisson, B.S.; Hong, W.K.; ith F.R.; Kurie, J.M.; Nesbitt, J.C.; Pisters, K;
Putnam, J.B.; Schrump, D.S.; Shin, D.M. and WaBl, (1998)Semin. Onco).25(3 Suppl 8), 33-37.
[109] Hu, Z. and Garen, A. (200@roc. Natl. Acad. Sci. U S,A7(16), 9221-9225.

[110] Alemany, R.; Balague, C. and Curiel, D.T. (2083)}. Biotechnol.18(7), 723-727.

[111] Barkats, M.; Bilang-Bleuel, A.; Buc-Caron, M.H.;a§tel- Barthe, M.N.; Corti, O.; Finiels, F.;
Horellou, P.; Revah, F.; Sabate, O. and Malle&f]1 998)Prog. Neurobiol. 55(4), 333-341.

[112] Russell, D.W.; Miller, A.D. and Alexander, 1.E.9Q94)Proc. Natl. Acad. Sci. U S,R1(19), 8915-
8919.

[113] Weger, S.; Wistuba, A.; Grimm, D. and KleinschmiiA. (1997). Virol., 71(11), 8437-8447.
[114] Ding, L.; Lu, S. and Munshi, N.C. (199Gene Ther.4(11), 1167-1172.

[115] Buller, R.M.; Janik, J.E.; Sebring, E.D. and Rak#, (1981)J. Virol., 40(1), 241-247.

[116] Chiorini, J.A.; Kim, F.; Yang, L. and Kotin, R.M1999)J. Virol., 73(2), 1309-1319.

[117] Srivastava, A.; Lusby, E.W. and Berns, K.I. (1983Virol., 45(2), 555-564.

[118] Im, D.S. and Muzyczka, N. (1989) Virol., 63(7), 3095- 3104.

[119] Im, D.S. and Muzyczka, N. (1992) Virol., 66(2), 1119- 1128.

[120] Young, S.M.; McCarty, D.M.; Degtyareva, N. And Sadski, R.J. (2000). Virol., 74(9), 3953-
3966.

[121]Im, D.S. and Muzyczka, N. (199Qgll, 61(3), 447-457.

[122] Xiao, X.; Xiao, W.; Li, J. and Samulski, R.J. (199. Virol., 71(2), 941-948.

[123] Rolling, F. and Samulski, R.J. (1994pl. Biotechnol. 3(1), 9-15.

[124] Kearns, W.G.; Afione, S.A.; Fulmer, S.B.; Pang, M.Erikson, D.; Egan, M.; Landrum, M.J.;
Flotte, T.R. and Cutting, G.R. (1996¢ne Ther.3(9), 748-755.

[124] Ferrari, F.K.; Samulski, T.; Shenk, T. and SamulRk]. (1996)J. Virol., 70(5), 3227-3234.

[126] Xiao, X.; Li, J. and Samulski, R.J. (199B)Virol., 70(11), 8098-8108.

[127] Fisher, K.J.; Jooss, K.; Alston, J.; Yang, Y.; eker, S.E.; High, K.; Pathak, R.; Raper, S.E. and
Wilson, J.M. (1997Nat. Med, 3(3), 306 312.

[128] Kaplitt, M.G.; Leone, P.; Samulski, R.J.; Xiao,; ®faff, D.W.; O'Malley, K.L. and During, M.J.
(1994)Nat. Genet.8(2), 148-154.

[129] Koeberl, D.D.; Alexander, I.E.; Halbert, C.L.; Red, D.W. and Miller, A.D. (1997Proc. Natl.
Acad. Sci. U S A4(4), 1426-1431.

[130] Flotte, T.R.; Afione, S.A.; Solow, R.; Drumm, M;Markakis, D.; Guggino, W.B.; Zeitlin, P.L.
and Carter, B.J. (1993) Biol. Chem.268(5), 3781-3790.

[131] Fisher-Adams, G.; Wong, K.K.; Podsakoff, G.; Fonn&.J. and Chatterjee, S. (1986)0d, 88(2),
492-504.

[132] Russell, D.W. and Hirata, R.K. (1998at. Genet.18(4), 325-330.

[133] Inoue, N.; Hirata, R.K. and Russell, D.W. (1999Virol., 73(9), 7376-7380.

[134] Hirata, R.K. and Russell, D.W. (200D)Virol., 74(10), 4612-4620.

[135] Gruenheid, S.; Gatzke, L.; Meadows, H. and Tuferq;1993)J. Virol., 67(1), 93-100.

[136] Yeung, S.; Bockhold, K. and Tufaro, F. (1993ne Ther.6(9), 1536-1544.

[137] Lachmann, R.H. and Efstathiou, S. (19@%). Sci. (Colch)96(6), 533-541.

[138] Kennedy, P.G. (199'Brain, 120(Pt 7), 1245-1259.

[139] Krisky, D.M.; Marconi, P.C.; Oligino, T.J.; Rous®,J.; Fink, D.J.; Cohen, J.B.; Watkins, S.C. and
Glorioso, J.C. (1998%ene Ther.5(11), 1517-1530.

[140] Akkaraju, G.R.; Huard, J.; Hoffman, E.P.; Goins,A¥ Pruchnic, R.; Watkins, S.C.; Cohen, J.B.
and Glorioso, J.C. (1999) Gene Med.1(4), 280-289.

278



[141] Oligino, T.; Ghivizzani, S.; Wolfe, D.; Lechman,;Krisky, D.; Mi, Z.; Evans, C.; Robbins, P. and
Glorioso, J. (1999%5ene Ther.6(10), 1713-1720.

[142] Marconi, P.; Krisky, D.; Oligino, T.; Poliani, P,LRamakrishnan, R.; Goins, W.F.; Fink, D.J. and
Glorioso, J.C. (1996proc. Natl. Acad. Sci. U S,83(21), 11319-11320.

[143] Krisky, D.M.; Wolfe, D.; Goins, W.F.; Marconi, P.CRamakrishnan, R.; Mata, M.; Rouse, R.J.;
Fink, D.J. and Glorioso, J.C. (1998gne Ther.5(12), 1593-1603.

[144] Greco, A.; Bausch, N.; Coute, Y. and Diaz, J.00(® Electrophoresis21(12), 2522-2530.

[145] Toda, M.; Rabkin, S.D.; Kojima, H. and Martuzal. R1999)Hum. Gene Therl0(3), 385-393.
[146] Todryk, S.; McLean, C.; Ali, S.; Entwistle, C.; Bsnell, M.; Rees, R. and Vile, R. (1999ym.
Gene Ther.10(17), 2757-2768.

[147] Huard, J.; Krisky, D.; Oligino, T.; Marconi, P.;ap, C.S.; Watkins, S.C. and Glorioso, J.C. (1997)
Neuromuscul. Disord7(5), 299-313.

[148] Carpenter, D.E. and Stevens, J.G. (1996N. Gene Ther7(12), 1447-1454.

[149] Wu, G.Y., Wu, C.H., 1987. Biol. Chem?262, 4429-4432.

[150] Brown, M.D., Scha'tzlein, A., Brownlie, A., Jack,, Wang, W., Tetley, L., Gray, A.l., Uchegbu,
I.F., 2000 Bioconj. Chem11, 880-891.

[151] Wadhwa, M.S., Collard, W.T., Adami, R.C., McKenZ®L.,

Rice, K.G., 1997Bioconj. Chem8, 81-88.

[152] Benns, J.M., Choi, J.S., Mahato, R.I., Park, K#n, S.W., 2000Bioconjug. Cheml1, 637-645.
[153] Wolfert, M. A., Seymour, L. W. (1996jum. Gene Ther3: 269-273.

[154] Wolfert, M.A., Schacht, E.H., Toncheva, V., UlbrjcK., Nazarova, O., Seymour, L.W. (1996)
Hum. Gene Ther7: 2123-2133.

[155] Boussif, O., Lezoualch, F., Zanta, M. A., MergM/, D., Scherman, D., Demeneix, B., Behr, J.-P.
(1995)Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.82: 7297-7301.

[156] Helander, I. M., Alakomi, H. L., Kala-Latva, K.,dski, P. (1997Microbiology, 143: 3193-3199.
[157] Godbey, W.T., Mikos, A.G. (2001) Controlled Rel.72:115-125.

[158] Godbey, W.T., Wu, K.K., Mikos, A.G. (200Bjomaterials22 : 471-480.

[159] Fischer, D., Li, Y.X., Ahlemeyer, B., Krieglsteid,, Kissel, T. (2003Biomaterials,24: 1121-1131.
[160] Thomas, M., Ge, Q., Lu, J.J., Chen, J.Z., KlibariaW. (2005)Pharm. Res22: 373-380.

[161] Lungwitz, U., Breunig, M., Blunk, T., Gopferich A2005) Eur. J. Pharm. Biopharm§0: 247—
266.

[162] Koyama, Y., Ito, T.,Matsumoto, H., Tanioka, A., @la, T., Yamaura, N., Aoyagi, H., Niidome, T.
(2003)J. Biomat. Sci.-Polym. Edl4: 515-531.

[163] Oupicky, D., Ogris, M., Howard, K.A., Dash, P.Rlprich, K., Seymour, L.W. (200ol., Ther,

5: 463-472.

[164] Tang, GP; Zeng, JM; Gao, SJ; Ma, YX; Shi, L; Li, o, HP; Wang, S. (200Biomaterials 24:
2351-2362.

[165] Thomas, M., Klibanov, A.M. (200Broc. Nat. Ac. Sci. USA99: 14640-14645.

[166] Boussif O, Lezoualch F, Zanta MA, etRtoc Natl Acad Sci USA995;92:7297-7301.

[167] Sonawane ND, J4 Szolca FC, Jr, Verkman ASiol Chem2003;278:44826-44831.

[168] Bielinska, A.U., Kukowska-Latallo, J.F., BakerRJ.Jr (1997Biochim. Biophys. Actd,353: 180-
190.

[169] Bielinska, A.U., Chen, C.L., Johnson, J., BakeR, J1999)Bioconjugate Chem10: 843-850.

[170] Haensler, J., Szoka, F.C. (198dconjugate Chem4: 372-379.

[171] Tomalia, D. A., Naylor, A. M., and Goddard, W. Al1 (1990)Angew. Chem. Int. Ed. EngR9:
138-175.

[172] Subbarao, N. K., Parente, R. A., Szoka, F. C.,addi L. and Pongracz, K. (198F)Biol. Chem
26: 2964-2972.

[173] Kukowska-Latallo, J.F., Chen, C.L., Eichman, JgliBska, A.U., Baker, J.R., (1998iochem.
Biophys. Res. Commui64: 253-261.

[174] Manunta, M., Tan, P.H., Sagoo, P., Kashefi, K.pi@e, A.J.T. (2004Nucl. Acids Res32: 2730-
2739.

[175] Verbaan, F.J., Oussoren, C., Snel, C.J., CrommBlidA., Hennink, W.E., Storm, G. (2004)
Gene Med.6: 64-75.

[176] Greenland, J. R., Liu, H., Berry, D., Anderson®, Kim, W.—K_, Irvine, D.J., Langer R., Letvin,
N. L. (2005)Mol. Ther.,12: 164-170.

[177] Liu, W. G., De Yao, K. (2002). Controlled Rel.83: 1-11.

[178] Richardson, S.C.W., Kolbe, H.V.J., Duncan, R. @9d6t. J. Pharm, 178: 231-243.

[179] Niculescu-Duvaz D, Heyes J, Springer CJ (2003) ®lad Chem 10:1233-1261

[180] Martin B, Sainlos M, Aissaoui A, Oudrhiri N, Hawstorne M, Vigneron JP, Lehn JM, Lehn P
(2005)Curr Pharm Desl1:375—-394

[181] Hirko A, Tang F, Hughes JA (2008urr Med Cheml0:1185-1193

279



[182] Simberg D, Weisman S, Talmon Y, Barenholz Y (2004) Rev Ther Drug Carrier Sy&1:257—
317

[183] Kim JK, Choi SH, Kim CO, Park JS, Ahn WS, Kim CR003)J Pharm Pharmacd5:453-460
[184] Eastman SJ, Siegel C, Tousignant J, Smith AE, @l&H, Scheule RK (199Biochim Biophys
Acta1325:41-62

[185] Prasad TK, Gopal V, Madhusudhana RN (2®chim Biophys Actd619:59-69

[186] Ciani L, Ristori S, Salvati A, Calamai L, Marti@i (2004)Biochim Biophys Acta664:70-79

[187] Xu Y, Hui SW, Frederik P, Szoka FC Jr (1983physJ 77:341-353

[188] Hafez IM, Maurer N, Cullis PR (200Gene TheB:1188-1196

[189] Safinya CR (2001) Cu®pin Struct Bioll1:440-448

[190] May S, Ben Shaul A (2004urr Med Chenl1:151-167

[191] Pozharski E, MacDonald RC (20@ipphysJ 85:3969-3978

[192] Matulis D, Rouzina |, Bloomfield VA (2002) Am Chem Sot24:7331-7342

[193] May S, Harries D, Ben Shaul A (200BipphysJ 78:1681-1697

[194] Koltover I, Salditt T, Safinya CR (1998jophys] 77:915-924

[195] Zzhang Y, Garzon-Rodriguez W, Manning MC, Anchondpdrd (2003)Biochim Biophys Acta
1614:182-192

[196] Tarahovsky YS, Koynova R, MacDonald RC (20B&)physJ 87:1054-1064

[197] Zabner J, Fasbender AJ, Moninger T, Poellinger W&lsh MJ (1995)) Biol Chem270:18997—
19007

[198] Akao T, Fukumoto T, lhara H, Ito A (199BEBS Lett391:215-218

[199] Zuidam NJ, Barenholz Y (1998jochim Biophys Act4368:115-128

[200] W.L. Hsu, H.L. Chen, W. Liou, H.K. Lin, W.L. Lid,angmuir21 (2005) 9426-9431.

[201] Israelachvili JN, Marcelja S, Horn RG (198D)Rev Biophy43:121-200

[202] Wasungu, L; Hoekstra, DJpurnal of Controlled Releaskl6 (2006) 255-264

[203] Radler, J. O.; Koltover, I.; Salditt, T.; Safiny@, R.Sciencel997,275, 810-4.

[204] Koltover, I.; Salditt, T.; Radler, J. O.; Safiny@, R.Sciencel998,281, 7881.

[205] Ho, R. J.; Rouse, B. T.; Huang, Riochemistry1986,25, 5500-6.

[206] Sternberg, B.; Sorgi, F. L.; Huang, EEBS Lett1994,356, 361-6.

[207] Hirko A, Tang F, Hughes JACurrent Medicinal Chemistry2003,10,1185-1193

[208] Templeton, N.S., Lasic, D.D., Frederik, P.M., $trel.H., Roberts, D.D., Pavlakis, G.N., 1997.
Nature Biotechnoll5, 647—652.

[209] Rakhmanova VA, Pozharski EV, MacDonald RC (20D4)embr Biol200:35-45

[210] Dias R, Antunes F, Miguel M, Lindman S, Lindmar{Z®02)Braz J Med Biol Re85:509-522
[211] Song, Y.K., Liu, F., Chu, S., Liu, D., 199um. Gene The, 1585— 1594.

[212] Ogris, M., Brunner, S., Schuller, S., Kircheis, Wagner, E., 199%ene Ther6, 595-605.

[213] Tomlinson, E., Rolland, A.R. Controlled Releas&996,39, 357-372.

[214] Eastman, S.J., Siegel, C., Tousignant, J., Snditk,, Cheng, S.H., Scheule, R.IBiochim.
Biophys. Actd 997,1325 41 - 62.

[215] Pires, P., Simdes, S., Nir, S., Gaspar, R., DiegliN. and Pedroso de Lima, M.Biochim.
Biophys. Actd 999,1418 71-84.

[216] Pedroso de Lima, M.C., Simoes, S., Pires, P., dand., Duzgunes, NAdv. Drug. Deliv. Rev.
2001,4, 277-294.

[217] Ahmad A, Evans HM, Ewert K, George CX, Samuel CGRfinya CR (2005) Gene Med/:739-
748

[218] Hirota, S., Tros de llarduya, C., Barron, L.G.pkz, F.C.JrBiotechnique4.999,27, 286-290.
[219] S. Huebner, E. Politsch, U. Vierl, G. CeBipchim. Biophys. Actd421 (1999) 1-4.

[220] V. Oberle, U. Bakowsky, I.S. Zuhorn, D. HoeksBiphys. J79 (2000) 1447-1454.

[221] M.T. Kennedy, E.V. Pozharski, V.A. Rakhmanova, RMacDonald Biophys. J.78 (2000) 1620—
1633.

[222] G. Caracciolo, D. Pozzi, H. Amenitsch, R. Camiriingmuir21 (2005) 11582-11587.

[223] D. Simberg, S. Weisman, Y. Talmon, Y. Barenh&@zt. Rev. Ther. Drug Carr. Sys21 (2004)
257-317.

[224] Oberle, V., Bakowsky, U., Zuhorn, I.S., HoekstraHbphys. J2000,79, 1447-1454.

[224] N.S. Templeton, D.D. Lasic, P.M. Frederik, H.Hre§t D.D. Roberts, G.N. Pavlaki$Jat.
Biotechnol.15 (1997) 647—652.

[225] D. Hirsch-Lerner, M. Zhang, H. Eliyahu, M.E. Feira€.J. Wheeler, Y. BarenholBiochim.
Biophys. Actdl714 (2005) 71-84.

[226] V.M. Meidan, J. Glezer, S. Salomon, Y. Sidi, Y.r&aholz, J.S. Cohen, G. Lilling,. Liposome
Res.16 (2006) 27-43.

[227] 1. van derWoude, H.W. Visser, M.B. ter Beest, A.\Wiagar, M.H. Ruiters, J.B. Engberts, D.
HoekstraBiochim. Biophys. Actda240 (1995) 34-40.

280



[228] I.S. Zuhorn, U. Bakowsky, E. Polushkin, W.H. Viss#.C.A. Stuart, J.B. F.N. Engberts, D.
HoekstraMolec. Ther11 (2005) 801-810.

[229] M. Scarzello, J. Smisterova, A. Wagenaar, M.C. $tiia Hoekstra, J.B. Engberts, R. HulktAm.
Chem. Socl27 (2005) 10420-10429.

[230] I.S. Zuhorn, W.H. Visser, U. Bakowsky, J.B. EndbeD. HoekstraBiochim. Biophys. Acta560
(2002) 25-36.

[231] Ulrich AS (2002)Biosci Rep22:129-150

[232] Takeuchi K, Ishihara M, Kawaura C, Noji M, Furung Nakanishi M (1996)EBS Lett397:207—
209

[233] Almofti MR, Harashima H, Shinohara Y, Almofti A, I\, Kiwada H (2003)Mol Membr Biol
20:35-43

[234] Lobo, B.A., Davis, A., Koe, G., Smith, J.G., Midds, C.R.Arch. Biochem. Biophy2001,386,
95-105.

[235] Siegel DP, Epand RM (199BjophysJ 73:3089-3111

[236] Harvie, P., Wong, F.M., Bally, M.BBiophys. J1998,75, 1040-1051.

[237] Simoes, S., Slepushkin, V., Pires, P., GaspaR&lroso de Lima, M.C., Diizgliines,®ene Ther.
1999,6, 1798-1807.

[238] Koltover I, Salditt T, Radler JO, Safinya CR (19%®ience281:78-81

[239] Simberg D, Danino D, Talmon Y, Minsky A, FerrariBAWheeler CJ, Barenholz Y (2001)Biol
Chem276:47453-47459

[240] Smisterova J, Wagenaar A, Stuart MCA, Polushkinds, Brine G, Hulst R, Engberts JBFN,
Hoekstra D (2001) Biol Chenm276:47615-47622

[241] Mok KW, Cullis PR (1997Biophys] 73:2534-2545

[242] N.J. Zuidam, Y. BarenholBiochim. Biophys. Acta368 (1998) 115-128.

[243] M. Scarzello, V. Chupin, A. Wagenaar, M.C.A. StydrB.F.N. Engberts, R. Hul®jophys. J88
(2005) 2104-2113.

[244] J.M. Seddon, BiochinBiophys. Actdl031 (1990) 1-69.

[245] Liu, Y., Mounkes, L.C., Liggitt, H. D., Brown, C.SSolodin, I., Heath, T.D., Debs, RNat.
Biotech.1997,15, 167-173.

[246] Wang, J., Guo, X., Xu, Y., Barron, L., Szoka, FICJ. Med. Cheml1998 41, 2207-2215.

[247] Hong, K., Zheng, W., Baker, A., Papahadjopoulos;-EBS Lett1997,400 233-237.

[248] Sternberg, B., Hong, K., Zheng, W., Papahadjopulb Biochim. Biophys. Act4998,1375 23-
35.

[249] Smith, J.G., Wedeking, T., Vernachio, J.H., Way, Niven, R.W.Pharm. Res1998,15, 1356-
13683.

[250] Semple, S. C., Chonn, A. and Cullis, P. R., 1#6chemistry 35,2521-2525.

[251] Chen, Z. and Rand, R. P., 198iophysical Journagl73, 267-276.

[252] Goncalves E, Debs RJ, Heath TD (20B#jphys J86:1554-1563

[253] Whitmore M, Li S, Huang L (199%Fene Theb:1867-1875

[254] Wheeler JJ, Palmer L, Ossanlou M, MacLachlan §ham RW, Zhang YP, Hope MJ, Scherrer P,
Cullis PR (1999)Gene Theb:271-281

[255] Lasic DD (1998)rends Biotechnal6:307—321

[256] Ross PC, Hui SW (199@ene Theb:651-659

[257] Faneca H, Simoes S, Pedroso de Lima MC (20@3&ne Med:681-692

[258] zZelphati O, Uyechi LS, Barron LG, Szoka FC Jr @@Biochim Biophys Act4390:119-133
[259] Anchordoquy, T.J., Girouard, L.G., Carpenter,, XFoll, D.J.J. Pharm. Sci1998,87, 1046-1051
[260] Zelphati, O., Nguyen, C., Ferrari, M., Felgner,Tkai, Y., Felgner, P.lGene Ther1998,5, 1272-
1282.

[261] Li, B., Li, S., Tan, Y., Stolz, D.B., Watkins, S,@lock, L.H., Huang, LJ. Pharm. Sci2000,89,
355-364.

[262] Ledley, F.D.Pharm. Res1996,13, 1595-1614.

[263] Mahato, I.R., Rolland, A., Tomlinson, Bharm. Res1997,14, 853 - 859.

[264] Faneca, H., Simoes, S., Pedroso de Lima, Biachim. Biophys. Acta002,1567, 23-33.

[265] J. Rejman, A. Wagenaar, J.B. Engberts, D. HoekBtoghim. Biophys. Acta660 (2004) 41-52.
[266] J.W. Holland, C. Hui, P.R. Cullis, T.D. Maddd@ipchemistry35 (1996) 2618—2624.

[267] J.W. Holland, P.R. Cullis, T.D. Madddiochemistry35 (1996) 2610-2617.

[268] G. Blume, G. Cevc, M.D. Crommelin, I.A. Bakker-Wimnberg, C. Kluft, G. StornBiochim.
Biophys. Actal149 (1993) 180-184.

[269] F. Shi, L. Wasungu, A. Nomden, M.C.A. Stuart, BIUBhkin, J.B.F.N. Engberts, D. Hoekstra,
Biochem. J366 (2002) 333-341.

[270] Medina-Kauwe LK, Xie J, Hamm-Alvarez S (2005¢ne Thed2:1734-1751

[271] Mounkes LC, ZhongW,Cipres-Palacin G, Heath TD, $rl{1998)) Biol Chem273:26164—26170

281



[272] Mislick KA, Baldeschwieler JD (199@8roc Natl Acad Sci US83:12349-12354

[273] J. Zabner, A.J. Fasbender, T. Moninger, K.A. Pog#r, M.J. WelshJ. Biol. Chem270 (1995)
18997-19007.

[274] ElI Ouahabi, M. Thiry, S. Schiffmann, R. Fuks, Hguyen-Tran, J.M. Ruysschaert, M.
Vandenbranden, J. Histoche@ytochem47 (1999) 1159-1166.

[275] B. Nichols,J. Cell Sci.116 (2003) 4707-4714.

[276] S.D. Conner, S.L. Schmitllature422 (2003) 37-44.

[277] M. Kirkham, R.G. PartorBiochim. Biophys. Acta745 (2005) 273—-286.

[278] F. Shi, D. Hoekstral. Control. Releas87 (2004) 189-209.

[279] L.K. Medina-KauweGene Therl2 (2005) 863—-864.

[280] I.A. Khalil, K. Kogure, H. Akita, H. Harashim&harmacol. Re\58 (2006) 32—45.

[281]1.A. Khalil, K. Kogure, S. Futaki, H. Harashim&, Biol. Chem281 (2006) 35443551

[282] I.S. Zuhorn, R. Kalicharan, D. Hoekstda,Biol. Chem?277 (2002) 18021-18028.

[283]J. Rejman, A. Bragonzi, M. Conedéolec. Ther.12 (2005) 468—-474.

[284] J. Rejman, V. Oberle, I.S. Zuhorn, D. HoeksB@chem. J377 (2004) 159-169.

[285] Duzgunes N, De llarduya CT, Simoes S, ZhdanovK®hopka K, Lima Pedroso de MC (2003)
Curr Med Chen10:1213-1220

[286] Mukherjee S, Ghosh RN, Maxfield FR (19%h)ysiol Rew7:759-803

[287] Elouahabi A, Ruysschaert JM (2008pl Ther11:336-347

[288] Zelphati O, Szoka FC Jr (199Bjoc Natl Acad Sci US83:11493-11498

[289] Zuhorn IS, Bakowsky U, Polushkin E, Visser WH, 8tuMC, Engberts JB, Hoekstra D (20089|
Ther11:801-810

[290] Ewert K, Ahmad A, EvansHM, SafinyaCR(20@}pert Opin Biol Theb:33-53

[291] Fattal E, Nir S, Parente RA, Szoka FC Jr (18iérhemistry33:6721-6731

[292] Bhattacharya S, Mandal SS (19®8ychemistry37:7764—7777

[293] Lewis RN, McElhaney RN (200®iophys J79:1455-1464

[294] de Kruijff B (1997)Curr Opin Chem Bioll.:564-569

[295] Ewert K, Evans HM, Ahmad A, Slack NL, Lin AJ, MartHerranz A, Safinya CR (2005dv
Genet53:119-155

[296] Bentz J, Ellens H, Lai MZ, Szoka FC Jr (1983pc Natl Acad Sci US82:5742-5745

[297] Barenholz Y (2001Lurr Opin Colloidal Interf Scb:66—77

[298] Verma SK, Mani P, Sharma NR, Krishnan A, Kumar \Réddy BS, Chaudhuri A, Roy RP, Sarkar
DP (2005)J Biol Chenm280:35399-35409

[299] Kumar VV, Pichon C, Refregiers M, Guerin B, Midol% Chaudhuri A (2003%5ene Ther
10:1206-1215

[300] Pack DW, Putnam D, Langer R (20@iptechnol Bioen@7:217—-223

[301] Benns JM, Choi JS, Mahato RI, Park JS, Kim SW (@@Joconjug Cheni1:637-645

[302] Singh RS, Goncalves C, Sandrin P, Pichon C, Mid®dughaudhuri A (2004Chem Biol11:713-
723

[303] Zzhu J, Munn RJ, Nantz MH (2000)Am Chem Sot22:2645-2646

[304] Lechardeur D, Sohn KJ, Haardt M, Joshi PB, Monck Gtaham RW, Beatty B, Squire J,
O’Brodovich H, Lukacs GL (1999%kene The6:482—-497

[305] Lechardeur D, Verkman AS, Lukacs GL (20@&)v Drug Deliv Re%7:755-767

[306] Lukacs GL, Haggie P, Seksek O, Lechardeur D, Fna@dN, Verkman AS (200Q) Biol Chem
275:1625-1629

[307] Lechardeur D, Lukacs GL (2002urr Gene Thef:183-194

[308] Pollard H, Toumaniantz G, Amos JL, Avet-LoiseauGlihard G, Behr JP, Escande D (2001)
Gene Me®:153-164

[309] Huang Z, Li W, MacKay JA, Szoka FC Jr (2008)| Ther11:409-417

[310] Dean DA, Strong DD, ZimmerWE (200&ene Thed2:881-890

[311] Pante N, Aebi U (1996}rit Rev Biochem Mol Bid31:153—-199

[312] Gasiorowski JZ, Dean DA (2003)dv Drug Deliv Re%5:703-716

[313] Dean DA, Dean BS, Muller S, Smith LC (199%p Cell Re®53:713-722

[314] Cornelis S, Vandenbranden M, Ruysschaert JM, HialiaA (2002)DNA Cell Biol21:91-97

[315] Brunner S, Sauer T, Carotta S, Cotten M, SaltiRikhgner E (20005ene Thei7:401-407

[316] Brunner S, Furtbauer E, Sauer T, Kursa M, Wagn@0B2)Mol Ther5:80-86

[317] Subramanian A, Ranganathan P, Diamond SL (1889Biotechnoll7:873-877

[318] van der Aa MA, Koning GA, d’'Oliveira C, Oosting R®ilschut KJ, Hennink WE, Crommelin DJ
(2005)J Gene Med:208-217

[319] Guillaume C, Delepine P, Mercier B, Gobin E, Led#®, Morin V, Ferec C (200Q) Pharm Sci
89:639-645

[320] Dean DA (1997Exp Cell Re230:293-302

282



[321] Vacik J, Dean BS, Zimmer WE, Dean DA (1999ne The6:1006-1014

[322] Felgner, P.L., Gadek, T.R., Holm, M., Roman, R.agmH.W., Wenz, M., Northrop, J.P., Ringold,
G.M., Danielsen, MProc. Natl. Acad. Sci. USA987,84, 7413.

[323] Felgner, J.H., Kumar, R., Sridhar, C.N., Wheet&d., Tsai, Y.J., Border, R., Ramsey, P., Martin,
M., Felgner, P.LJ. Biol. Chem.1994,269, 2550.

[324] Leventis, R., Silvius, J.RBiochim. Biophys. Actd,990,1023 124.

[325] Massing, U., Kley, J.T., Gurtesch, L., FankhaeS8eGChem. Phys. Lipid000,105 189.

[326] Ren, T., Liu, DTetrahedron Lett.1999,40, 209.

[327] Bennett, M.J., Aberle, A.M., Balasubramaniam, R\Nralone, J.G., Malone, R.W., Nantz, M.H.
Med. Chem.1997,40, 4069.

[328] Pinnaduwage, P., Schmitt, L., HuangBiochim. Biophys. Actd,989,985 33.

[329] Ballas, N., Zakai, N., Sela, 1., Loyter, Biochimica Et Biophysica Actd 988,939, 8.

[330] Remy, J.S., Sirlin, C., Vierling, P., Behr, JBfoconjugate Chem1994 5, 647.

[331] Banerjee, R., Das, P.K., Srilakshmi, G.V., Chaughf., Rao, N.M.J. Med. Chem.1999, 42,
4292.

[332] Deshmukh, H.M., Huang, INew J. Chem1997,21, 113.

[333] Lasic, D.D.Liposomes in Gene DelivergRC Press: Boca Raton, 1997.

[334] Srilakshmi, G.V., Sen, J., Chaudhuri, A., RamadasRao, N.M.Biochim. Biophys. Act&002,
1599,87.

[335] Menger, F.M., Keiper, J.&ngew Chem. Int. EA2000,39, 1906.

[336] Rosenzweig, H.S., Rakhmanova, V.A., MacDonald,.Bi6conjug. Chem2001, 12, 258.

[337] llies, M.A., Balaban, A.TExpert Opin. Ther. Patent2001,11, 1729.

[338] Miller, A.D. Angew Chem. Int. Ed1998,37, 1768.

[339] Byk, G., Scherman, DExp. Opin. Ther. Patent4998,8, 1125.

[340] Gao, X., Huang, LBiochim. Biophys. Actd,991,179, 280.

[341] Farhood, H., Bottega, R., Epand, R.M., HuandgBibchimica Et Biophysica Actd992,1111, 239.
[342] Ghosh, Y.K., Visweswariah, S.S., Bhattachary&EBS Lett.2000,473, 341.

[343] Okayama, R., Noji, M., Nakanishi, NFEBS Lett.1997,408 232.

[344]Behr, J.-PTetrahedron Lett.1986,27, 5861

[345] Behr, J.-P., Demeneix, B., Loeffler, J.P., Peraztt¥] J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,989, 86,
6982.

[346] Byk, G., Dubertret, C., Escriou, V., Frederic, Maslin, G., Rangara, R., Pitard, B., Crouzet, J.,
Wils, P., Schwartz, B., Scherman, D.Med. Chem1998,41, 229.

[347] Byk, G., Frederic, M., Scherman, Detrahedron Letters1997,38, 3219.

[348] Lee, E.R., Marshall, J., Siegel, C.S., Jiang, C.Mew, N.S., Nichols, M.R., Nietupski, J.B.,
Ziegler, R.J., Lane, M.B., Wang, K.X., Wan, N.Cch8ule, R.K., Harris, D.J., Smith, A.E., Cheng, S.H
Hum. Gene Ther1996,7, 1701.

[349] Cooper, R.G., Etheridge, C.J., Stewart, L., Mdtsldlg Rudginsky, S., Cheng, S.H., Miller, A.D.
Chem. Eur. J.1998/4, 137.

[350] Hawley-Nelson, P., Ciccarone, V., Gebeyehu, Gséde, J., Felgner, P.Eocus 1993,15, 73.

[351] Hofland, H.E., Shephard, L., Sullivan, S.Rtoc. Natl. Acad. Sci. USA996,93, 7305.

[352] Hofland, H.E., Nagy, D., Liu, J.J., Spratt, K.,e,€Y.L., Danos, O., Sullivan, S.MPharm. Res.,
1997,14, 742.

[353] Wheeler, C.J., Sukhu, L., Yang, G., Tsai, Y., Bugnte, C., Felgner, P., Norman, J., Manthorpe,
M, Biochim. Biophys. Actd,996,128Q 1.

[354] Wheeler, C.J., Felgner, P.L., Tsai, Y.J., Marshh|lSukhu, L., Doh, S.G., Hartikka, J., Nietupski
J., Manthorpe, M., Nichols, M., Plewe, M., Liang,, Norman, J., Smith, A., Cheng, S.Proc. Natl.
Acad. Sci. USAL996,93, 11454.

[355] Vigneron, J.P., Oudrhiri, N., Fauquet, M., Vergely, Bradley, J.C., Basseville, M., Lehn, P.,
Lehn, J.M.Proc. Natl. Acad. Sci. USA996,93, 9682.

[356] Ruysschaert, J.M., el Ouahabi, A., Willeaume, Muez, G., Fuks, R., Vandenbranden, M., Di
Stefano, PBiochem. Biophys. Res. Commur994,203, 1622.

[357] Oudrhiri, N., Vigneron, J.P., Peuchmaur, M., Lecl€T., Lehn, J.M., Lehn, RRroc. Natl. Acad.
Sci. USA1997,94, 1651.

[358] Densmore, C.L., Giddings, T.H., Waldrep, J.C.,d€¢yn B.M., Knight, V.J. Gene Med.1999,1,
251.

[359] Patel, M., Vivien, E., Hauchecorne, M., OudrhMi,, Ramasawmy, R., Vigneron, J.P., Lehn, P.,
Lehn, J.M.Biochem. Biophys. Res. Comm2101,281, 536.

[360] Heyes, J.A., Niculescu-Duvaz, D., Cooper, R.Grjr§jer, C.JJ. Med. Chem2002,45, 99.

[361] Bhattacharya, S., Subramanian, M., Hiremath, Ql&m. Phys. Lipids995,78, 177.

[362] Solodin, I., Brown, C.S., Bruno, M.S., Chow, C.Ydang, E.H., Debs, R.J., Heath, T.D.
Biochemistry 1995,34, 13537

283



[363] Niven, R., Zhang, Y., Huang, P., Wang, JW©99253421999

[364] Liang, E., Hughes, Biochim. Biophys. Actd,998,1369 39.

[365] Huang, S.K., Jin, B., Quinn, Y.P., Zalipsky, Shang, W.M. InW001266252001.

[366] van der Woude, |., Wagenaar, A., Meekel, A.A., Berest, M.B., Ruiters, M.H., Engberts, J.B.,
Hoekstra, DProc. Natl. Acad. Sci. USA997,94, 1160.

[367] Meekel, A.A.P., Wagenaar, A., Smisterova, J., Kmel.E., Haadsma, P., Bosgraaf, B., Stuart,
M.C.A., Brisson, A., Ruiters, M.H.J., Hoekstra, Bngberts, J.B.F.Nzur. J. Org. Chem2000, 665.
[368] Aberle, A.M., Tablin, F., Zhu, J., Walker, N.J.ru@nert, D.C., Nantz, M.HBiochemistry 1998,
37, 6533.

[369] Li S, Rizzo MA, Bhattacharya S, Huang L. 198%ne Ther5:930

[370] Liu Y, Mounkes LC, Liggitt HD, Brown CS, Solodin ket al. 1997Nat. Biotechnol15:167

[371] Mahato RI, Anwer K, Tagliaferri F, Meaney C, Leoth#®, et al. 1998Hum. Gene The®:2083
[372] Thierry AR, Rabinovich P, Peng B, Mahan LC, Bryabj et al. 1997Gene Ther4:226

[373] L. G. Barron, L. Gagne, and F. C. Szoka Jr. Huené&Ther. (1999), 10, 1683- 1694.

[374] L. G. Barron and F. C. Szoka. In L. Huang, M. Qinlg, and E. Wagner (eds.), Nonviral Vectors
for Gene Therapy, Academic, San Diego, 1999, p9-265.

[375] Liu F, Qi H, Huang L, Diu LGene Thefl997;4:517-523.

[376] Yang JP, Huang LGene Thef997;4:950-960.

[377] Kitson C, Angel B, Judd D, Rothery S, Severs Ndwer A, Huang L, Wadsworth SC, Cheng SH,
Geddes DM, Alton EWFWGene The999;6:536-546.

[378] Litzinger DC, Brown JM, Wala |, Kaufman SA, Van Gkarell CL, Collins DBiochim Biophys Acta
1996;1281:139-149.

[379]Li S, Tseng WC, Stolz DB, Wu SP, Watkins SC, HuanGene Thed999;6:585-594.

[380] Yang JP, Huang lGene Thed 998;5:380-387.

[381] Crook K, Stevenson BJ, Dubouchet M, Porteous B981Gene Thers: 137

[382] Ambegia E, Ansell S, Cullis P, Heyes Palmer L, Mmahlan I. Biochim Biophys Acta.
2005;1669:155-163.

[383] Guo X, Jr, Szoka FC, Bioconjug Chem2001;12:291-300.

[384] G.F. Walker, C. Fella, J. Pelisek, J. FahrmeirB&ckle, M. Ogris, E. Wagneklolec. Ther.11
(2005) 418-425.

[385] B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Raoise P. Walter. Molecular Biology of the Cell.
Garland, New York, 2002.

[386] Thierry AR, Lunardi-Iskandar Y, Bryant JL, Rabindv P, Gallo RC, Mahan L®&roc Natl Acad Sci
USA.1995;92:9742-9746.

[387] Hyde SC, Southern KW, Gileadi U, et@ene Ther2000;7:1156-1165.

[388] Noone PG, Hohneker KW, Thou Z, atdiol Ther.2000;1:105-114.

[389] Bragonzi A, Dina G, Villa A, et alsene Ther2000;7:1753-1760.

[390] Duncan JE, Whitsett JA, Horowitz ABLum Gene Thef.997;8:431-438.

[391] Rosenecker J, Naundorf S, Gersting SW. €& @ene Med2003;5:49-60.

[392] Simberg D, Weisman S, Taimon Y, Faerman A, ShashahBiol Chem2003;278:39858-39865.
[393] Song YK, Liu F, Liu D.Gene Ther1998;5:1531-1537.

[394] Sellins K, Fradkin L, Liggitt D, Dow SMol Ther2005; 12: 451-459.

[395] Krieg AM. J Gene Med1999;1:56-63.

[396] McLachlan G, Stevenson BJ, Davidson DJ, Porteau&Bne Ther2000;7:384-392.

[397] Yew NS,Wang KX, Przybylska M, Bagley RG, Stedman1999.Hum. Gene Thed0:223

[398]Liu F, Shollenberger LM, Huang EASEB J2004; 18: 1779-1781.

[399] Plank C, Jr, Mechtler K, I6zokaFC, Jr; Wagner BHum Gene Thef.996;7:1437-1446.

[400] Penske DB, MacLachlan I, Cullis PRurr Opin Mol Ther2001:3:153-158.

[401] Song LY, Ahkong QF, Rong Q, at 8iochim Biophys Act&2002;1558:1-13.

[402] Wetzer B, Byk G, Frederic M, et &iochem J2001;356:747-756.

[403] Tang F, Hughes JMioconj Chen.999;10:791-796.

[404] Ruiz FE, Clancy JP, Perricone MA, ettdlim Gene TheR001;12:751 761.

[405] Scheule RK, St George JA, Bagley RG, eHaln Gene Thef.997;8:689-707.

[406] Yew NS, Scheule RKAdv Genet2005;53:189-214.

[407] R. Bottega, R.M. Epan@iochemistry31 (1992) 9025-9030.

[408] A. Roosjen, J. Smisterova, C. Driessen, J.T. Ander§Vagenaar, D. Hoekstra, R. Hulst, J.B.F.N.
EngbertsEur. J. Org. Chem? (2002) 1271-1277.

[409] M.A. llies, W.A. Seitz, M.T. Caproiu, M. Wentz, R. Garfield, A.T.BalabanEur. J. Org. Chem.
14 (2003) 2645-2655.

[410]M.A. llies, B.H. Johnson, F. Makori, A. Miller, A.®/illiam, E. Seitz, B. Thompson, A.T. Balaban,
Arch. Biochem. Biophy&35 (2005) 217-226.

[411] B.E. Yingyongnarongkul, M. Howarth, T. Elliott, NBradley,Chem. Eur. J10 (2004) 463—-473.

284



[412] F.X. Tang, J.A. Hughed, Control. Releas62 (1999) 345—-358.

[413] S.J. Freedland, R.W. Malone, H.M. Borchers, Z. Zadm, J.G. Malone, M.J. Bennett, M.H.
Nantz, J.H. Li, P.H. Gumerlock, K.L. EricksdBiochem. Mol. Med59 (1996) 144—153.

[414] H. Farhood, R. Bottega, R.M. Epand, L. HuaBmpchim. Biophys. Acta111 (1992) 239-246.
[415]J.S. Choi, E.J. Lee, H.S. Jang, J.S. PBid¢onjug. Chem12 (2001) 108-113.

[416] D.L. Liu, J.J. Hu,W.H. Qiao, Z.S. Li, S.B. ZharlgB. Cheng,Bioorg. Med. Chem. LetL5 (2005)
3147-3150.

[417]D.L. Liu, J.J. Hu,W.H. Qiao, Z.S. Li, S.B. ZhangBL. ChengLipids 40 (2005) 839-848.

[418]T. Ren, G.S. Zhang, D.X. Lidetrahedron Lett42 (2001) 1007-1010.

[419]J.A. Boomer, D.H. Thompso&Ghem. Phys. Lipid89 (1999) 145-153.

[420]J.A. Boomer, D.H. Thompson, S.M. Sullivd&?harm. Res19 (2002) 1292-1301.

[421]Kresina, T.F.; Branch, A.D.; Kresina, Editor 200iley-Liss: New York, 1-22.

[422] Zzhu N, Liggitt D, Liu Y, Debs RSciencel993;261:209-211.

[423] Li S, Huang LGene Thed997;4:891-900.

[424] Sakurai F, Nishioka T, Saito H, Baba T, Okuda Atdeoto 0, Taga T, Yamashita F, Hashida M.
Gene TheR001,;8:677-686.

[425]Li S, Huang L.Gene Thed997;4:930-937.

[426] Sorgi FL, Bhattacharya S, Huang@&ene Thed997;4:961-968.

[427] Pitard B, Aguerre 0, Airiau M, Lachages AM, Boukkachvilli T, Byk G, Dubertret C, Herviou C,
Scherman D, Mayaux JF, CrouzePdoc Natl Acad Sci USA997;94:14412-14417.

[428] Xing, X., Zhang, S., Chang, J.Y., Tucker, S.D.e@hH., Huang, L., Hung, M.@Gene Ther.1998,

5, 1538.

[429] Hortobagyi, G.N., Ueno, N.T., Xia, W., Zhang, S.oMyJ.K., Putham, J.B., Weiden, P.L., Willey,
J.S., Carey, M., Branham, D.L., Payne, J.Y., TuckeD., Bartholomeusz, C., Kilbourn, R.G., De Jager
R.L., Sneige, N., Katz, R.L., Anklesaria, P., IimhN.K., Murray, J.L., Theriault, R.L., Valero, V.
Gershenson, D.M., Bevers, M.W., Huang, L., LopezeBtein, G., Hung, M.Cl. Clin. Oncol.,2001,19,
3422,

[430] Nabel, G.J., Nabel, E.G., Yang, Z.Y., Fox, B.AaWRz, G.E., Gao, X., Huang, L., Shu, S., Gordon,
D., Chang, A.EProc. Natl. Acad. Sci. USA993,90, 11307.

[431] Hottiger, M.O., Dam, T.N., Nickoloff, B.J., Johnsol .M., Nabel, G.JGene Ther.1999,6, 1929.
[432] Schatzlein, A.G., 200Anti-Cancer Drugsl2, 275-304.

[433] Aoki, K., Yoshida, T., Sugimura, T., Terada, M995.Cancer Res55, 3810-3816.

[434] Egilmez, N.K., Cuenca, R., Yokota, S.J., SorgiBankert, R.B., 19965ene Ther3, 607—614.
[435] Anwer, K., Kao, G., Proctor, B., Anscombe, I., felck, V., Earls, R., Wilson, E., McCreery, T.,
Unger, E., Rolland, A., Sullivan, S.M., 200Bene Ther7, 1833-1839.

[436] Anwer, K., Kao, G., Proctor, B., Rolland, A., Sulin, S., 2000J. Drug Target8, 125-135.

[437] Zou, Y.Y., Zong, G., Ling, Y.H., Perez-Soler, RQ00.Cancer Gene Thef7, 683—696.

[438] Vogel, J.CHum. Gene Ther2000,11, 2253.

[439] Daniels, G.A., Galanis, Eourr. Opin. Mol. Ther.2001,3, 70.

[440] Galanis, E., Hersh, E.M., Stopeck, A.T., Gonzalez, Burch, P., Spier, C., Akporiaye, E.T.,
Rinehart, J.J., Edmonson, J., Sobol, R.E., Forsc@ier Sondak, V.K., Lewis, B.D., Unger, E.C.,
O'Driscoll, M., Selk, L., Rubin, d. Clin. Oncol.1999,17, 3313.

[441] Oshikawa, K., Shi, F., Rakhmilevich, A.L., SondElM., Mahvi, D.M., Yang, N.SProc. Natl.
Acad. Sci. USAL999,96, 13351.

[442] Hui, K.M., Ang, P.T., Huang, L., Tay, S.kaene Ther.1997,4, 783.

[443] Nabel, E.G., Yang, Z., Muller, D., Chang, A.E.,d3&., Huang, L., Cho, K.J., Nabel, G.J., 1994.
Hum. Gene Thelb, 1089-1094.

[444] Nabel, G.J., Gordon, D., Bishop, D.K., Nicoloff,JB. Yang, Z.Y., Aruga, A., Cameron, M.J.,
Nabel, E.G., Chang, A.E., 1998roc. Natl. Acad. Sci. US®3, 15388-15393.

[445] Stopeck, A.T., Hersh, E.M., Brailey, J.L., ClarkRR Norman, J., Parker, S.E., 199&ncer Gene
Ther.5, 119-126.

[446] Kawakami S, Yamshita F, Nishikawa M, Takakura Yashida M.Biochem Biophys Res Commun
1998;252:78-83.

[447] Kawakami S, Fumoto S, Nishikawa M, Yamshita F, Htdesivl. Pharm Ref000;17:306-313.

[448] Fumoto S, Kawakami S, Ito Y, Shigeta K, Yamshit&l&shida MMol Ther2003;7:719-729.

[449] Garin-Chesa P, et édm J Pathol1993;142:557-567.

[450] Ross JF, Chaudhuri PK, Ramam ®&ancerl1994;73:2432-2443.

[451] Reddy JA, Abburi C, Hofland H, Howard SJ, VlahoWliils P, Leamon CRGene The2002;9:1542-
1550.

[452] Hofland HEJ, Masson C, Iginla S, Osetinsky |, Reddy Leamon CP, Scherman D, Bessodes M,
Wils P.Mol Ther2002;5:739-744.

285



[453] Hood JD, Bednarski M, Frausto R, Guccione S, REISRA, Xiang R, Cheresh DAScience
2002;296:2404-2407.

[454] Mukherjee A, Prasad TK, Rao NM, BanerjeelRiol Chen2005;280:15619-15627.

[455] Reddy BS, Banerjee Rngew Chem Int EB005;44:6723-6727.

[456] Felix R, During GLancet2003;361:681-689.

[457] Yang, Y., Raper, S.E., Cohn, J.A., Engelhardt, J\rlson, J.M.Proc. Natl. Acad. Sci. USA993,
90, 4601.

[458] Davies, J.C., Geddes, D.M., Alton, E.Wol. Med. Today1998,4, 292.

[459] Riordan, J.R., Rommens, J.M., Kerem, B., Alon, Rozmahel, R., Grzelczak, Z., Zielenski, J.,
Lok, S., Plavsic, N., Chou, J.Bcience1989,245 1066.

[460] Alton, E., Geddes, DAdv. Drug Deliv. Rev1998,30, 205.

[461] Alton, E., Kitson, CExpert Opin. Investig. Drug2000,9, 1523.

[462] Geddes, D., Alton, EAdv. Drug Deliv. Rev1998,30, 205.

[463] Geddes, D.M., Alton, E.WThorax 1999,54, 1052

[464] Jaffe, A., Bush, A., Geddes, D.M., Alton, E.Wch Dis. Child,1999,80, 286.

[465] Jaffe, A., Judd, D., Ratcliffe, C., Cheng, S.H.sBuA., Geddes, D.M., Alton, E.\WGene Ther.,
2000,7, 273.

[466] Porteous, D.J., Alton, E.W., 199ioessay45, 485—486.

[467] Porteous, D.J., Dorin, J.R., 19%3um. Mol. Gen2, 211-212.

[468]Caplen, N.J., Alton, E., Middleton, P.G., DorinRJ]. Stevenson, B.J., Gao, X., Durham, S.R.,
Jeffery, P.K., Hodson, M.E., Coutelle, C., Huang, Porteous, D.J., Williamson, R., Geddes, D.M.,
1995.Nature Med 1, 39-46.

[469]Gill, D.R., Southern, K.W., Mofford, K.A., Seddor,., Huang, L., Sorgi, F., Thomson, A.,
MacVinish, L.J., Ratcliff, R., Bilton, D., Lane, D, Littlewood, J.M., Webb, A.K., Middleton, P.G.,
Colledge, W.H., Cuthbert, AW., Evans, M.J., Higgi&.F., Hyde, S.C., 199@ene Ther4, 199-209.
[470] Ennist, D.L.Trends Pharm. Sci1999,20, 260.

[471] Bragonzi, A., Boletta, A., Biffi, A., Muggia, ASersale, G., Cheng, S.H., Bordignon, C., Assael,
B.M., Conese, MGene Ther.1999,6, 1995.

[472] Alton EW, Middleton PG, Caplen NJ, Smith SN, Ste#, Munkonge FM, Jeffery PK, Geddes DM,
Hart SL, Williamson R, et aNat Genetl993;5:135-142.

[473] Middleton, P.G., Caplen, N.J., Gao, X., Huang, Gaya, H., Geddes, D.M., Alton, E.\ViEur.
Respir. J.1994,7, 442.

[474] Chadwick, S.L., Kingston, H.D., Stern, M., CookMR. O'Connor, B.J., Lukasson, M., Balfour,
R.P., Rosenberg, M., Cheng, S.H., Smith, A.E., Meeb.P., Geddes, D.M., Alton, E.V&ene Ther.,
1997,4, 937.

[475] zabner, J., Cheng, S.H., Meeker, D., LaunspachBalfpur, R., Perricone, M.A., Morris, J.E.,
Marshall, J., Fasbender, A., Smith, A.E., Welsh].M. Clin. Invest.1997,100, 1529.

[476] Porteous, D.J., Dorin, J.R., McLachlan, G., DavwidSwmnith, H., Davidson, H., Stevenson, B.J.,
Carothers, A.D., Wallace, W.A., Moralee, S., Hoertgs Kallmeyer, G., Michaelis, U., Naujoks, K., Ho
L.P., Samways, J.M., Imrie, M., Greening, A.P.,danJ.AGene Ther.1997,4, 210.

[477] Norman, J.A., Hobart, P., Manthorpe, M., Felger,Wheeler, CVaccing 1997,15, 801.

[478] Guillaume, C., Delepine, P., Droal, C., Montier, Tymen, G., Claude, Biochem. Biophys. Res.
Commun.2001,286, 464.

[479] Alton, E.W.F.W., 2000Proc. Int. Symp. Control Rel. Bioactive Mat2r.,, 176.

[480] Davies, J.C., Geddes, D.M., Alton, E.W.F.@urr Opin Pharmacql2001,1, 272.

[481] Stribling R, Brunette E, Liggit D, Gaensler K, ReBR. Proc Natl Acad Sci USA992;89:11277-
11281.

[482] Blomer, U., Naldini, L., Verma, I.M., Trono, D.,&@8e, F.HHum. Mol. Genet.1996,5, 1397.

[483] Federoff, H.JGene Ther.1999,6, 1907.

[484] Yenari, M.A., Fink, S.L., Sun, G.H., Chang, L.KatBl, M.K., Kunis, D.M., Onley, D., Ho, D.Y.,
Sapolsky, R.M., Steinberg, G.Knn. Neurol.;1998,44, 584.

[485] Costantini, L.C., Bakowska, J.C., Breakefield, X.[Bacson, OGene Ther.2000,7, 93.

[486] Pardridge, WDrug Discov. Today2001,6, 125.

[487] Yang, K., Clifton, G.L., Hayes, R.LlJ. Neurotraumal997,14, 281.

[488] Shi, N., Pardridge, W.MProc. Natl. Acad. Sci. US2000,97, 7567.

[489] zhu, J., Zhang, L., Hanisch, U.K., Felgner, PReszka, RGene Ther.1996,3, 472.

[490] Zou, L.L., Huang, L., Hayes, R.L., Black, C., Qi,H., Perez-Polo, J.R., Le, W., Clifton, G.L.,
Yang, K.Gene Ther.1999,6, 994.

[491] Murray, K.D., McQuillin, A., Stewart, L., EtheridgeC.J., Cooper, R.G., Miller, A.D., Gurling,
H.M. Gene Ther.1999,6, 190.

[492] Ohki, E.C., Tilkins, M.L., Ciccarone, V.C., Pride,J.J. Neurosci. Method2001,112, 95.

[493] Nabel, E.G., Plautz, G., Nabel, GRtoc. Natl. Acad. Sci. USA992,89, 5157.

286



[494] Abraham, N.G., Lavrovsky, Y., Schwartzman, M.L.oI&t, R.A., Levere, R.D., Gerritsen, M.E.,
Shibahara, S., Kappas, Rroc. Natl. Acad. Sci. USA995,92, 6798.

[495] Wright, M.J., Rosenthal, E., Stewart, L., Wightmaryl., Miller, A.D., Latchman, D.S., Marber,
M.S.Gene Ther.1998,5, 301.

[496] DeBruyne, L.A., Li, K., Chan, S.Y., Qin, L., Bishop.K., Bromberg, J.SGene Ther.,1998,5,
1079.

[497] Mann, M.J.Mol. Med. Today2000,6, 285.

[498] Scholl, F.G., Sen, L., Drinkwater, D.C., Laks, Ma, X.Y., Hong, Y.S., Chang, P., Cui, G.
Heart Lung Transplant2001,20, 322.

[499] Laitinen, M., Hartikainen, J., Hiltunen, M.O., Ben, J., Kiviniemi, M., Narvanen, O., Makinen,
K., Manninen, H., Syvanne, M., Martin, J.F., Laakkb, Yla-Herttuala, S., 200Hum. Gene Therll,
263-270.

[500] Smith, B.F., Baker, H.J., Curiel, D.T., Jiang, \W@anry, R.M., 1998Gene Ther5, 865-868.

[501] Gregoriadis, G., Saffie, R., De Souza, J.B., 1¥BS Lett402, 107-110.

[502] Singh, M., Briones, M., Ott, G., O'Hagan, D., 2080oc. Natl. Acad. Sci. US87, 811-816.

[503] Fellowes, R., Etheridge, C.J., Coade, S., Codpés,, Stewart, L., Miller, A.D., Woo, P., 2000.
Gene Ther7, 967-977.

[504] Birchall, J.C., Marichal, C., Campbell, L., AlwaA,, Hadgraft, J., Gumbleton, Mnt. J. Pharm.,
2000,197, 233.

[505] Madry, H., Reszka, R., Bohlender, J., Wagned, 8ol. Med.,2001,79, 184.

[506] Imai, E.Nephrol. Dial. Transplant2001,16, 26.

[507] Kitamura, M., Tsuboniwa, N., Azuma, H., Wang, JatSumiya, K., Matsumoto, K., Kaneda, Y.,
Takahara, S., Okuyama, Aransplant. Proc.2001,33, 2865.

[508] Campeau, P., Chapdelaine, P., Seigneurin-Veninyi&ssie, B., Tremblay, J.Iene Ther.2001,
8, 1387.

[509] Madry, H., Trippel, S.BGene Ther.2000,7, 286.

[510] Pleyer, U., Groth, D., Hinz, B., Keil, O., Bertednm, E., Rieck, P., Reszka, Bxp. Eye Res2001,
73 1.

[511] Abul-Hassan, K., Walmsley, R., Boulton, Kurr. Eye Res2000,20, 361.

[512] F. M. Menger, C. A. LittauJ. Am. Chem. So0€]1991), 113, 1451-1452.

[513] C. A. Bunton, L. Robinson, J. Schaak, M. F. StanOrg. Chem(1971), 36, 2346.

[514] R. A. Moss, J. M. LiJ. Am. Chem. S0€1992), 114, 9227.

[515] C. McGregor, C. Perrin, M. Monck, P. Camilleri, A.Kirby.J. Am. Chem. So€2001), 123, 6215.
[516] S. D. Wetting, R. E. Verrall, M. FoldvaCurrent Gene Therapy2008), 8, 9-23.

[517] Fisicaro, E.; Compari, C.; Duce, E.; Donofrio, ®ozycka-Roszak, B.; Wouzniak, Biochim.
Biophys. Acta: Gen. Sul§005,1722 224-233.

[518] Rozycka-Roszak, B.; Pruchnik, A. Naturforsch2000,55¢, 240-244.

[519] Rozycka-Roszak, B.; Przyczyna, @hem. Phys. Lipid2003,123 209-221.

[520] Viscardi, G.; Quagliotto, P.; Barolo, C.; Savariio; Barni, E.; Fisicaro, E. Org. Chem2000, 65
(24), 8197-8203.

[521] Fisicaro, E.; Braibanti, ATalanta1988, 35, 769-774.

[522] Gran, G Analyst1952,77, 661.

[523] Gans, P.; Sabatini, A.; Vacca, Ralanta1996, 43, 1739-1753.

[524] S. D. Wetting, R. E. Verrall. of Colloid Interface Sc{2001), 235, 310.

[525]R. De Lisi, S. Milioto, R. E. Verrall. Solution Chem(1990), 19, 665.

[526] M. Igbal, R. E. Verrald. Phys. Chen{1987), 91, 967.

[527]T. V. Chalikian, A. P. Sarvazyan, K. BreslaugrPhys. Chem(1993), 97, 13017.

[528] J. J. Galan, A. Gonzalez-Pérez, J. R. Rodrigdearnal of Thermal Analysis and Calorimetry
(2003), 72, 465.

[529]J. J. Galan, A. Gonzéalez-Pérez, J. R. Rodrigtledd Phase Equilibria2004), 224, 7.

[530] E. Junquera, E. Aicartangmuir(2002), 18, 9250.

[531] E. Junquera, L. Pefia, E. Aicdrangmuir(1997), 13, 219.

[532] S.K. Mehta, K.K. Bhasin, R. Chauhan, S. Dhabwlloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspectq2005), 255, 153.

[533] P. Carpena, J. Aguiar, P. Bernaola-Galvan, RuZ&nerolLangmuir, (2002), 18, 6054.

[534]E. G. Alami, G. Beinert, P. Marie, R. Zahaangmuir(1993), 9, 1465.

[535]L. Perez, A. Pinazo, M. J. Rosen, M. R. Infahi@ngmuir(1998), 14, 2307.

[536] E. Fisicaro, M. Biemmi, C. Compari, E. Duce, M. &@rJ Colloid Surface Sci(2007), 305, 301—
307.

[537]R. De Lisi, S. Milioto, M. Castagnolo, A. Inglesk,Sol. Chem16 (1987) 373.

[538] S.K. Mehta, K.K. Bhasin, A. Kumar, S. Dhar@olloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspect278 (2006) 17.

287



[539] K. Hiramatsu, K. Kameyama, R. Ishiguro, M. Moroi, HayaseBull. Chem. Soc. Jp76 (2003)
19083.

[540]R. Zana . Coll. Inter. Sci78 (1980) 330.

[541] N.M. van Os, J.R. Haak, L.A.M. Rupert, in: Physichemical Properties of Selected Anionic,
Cationic and Nonionic Surfactant, Elsevier, Amséeng 1993.

[542] E. Fisicaro, E. Pelizzetti, M. Barbieri, P. SavariG. Viscardi,Thermochimica Actal68 (1990)
143.

[543] E. Fisicaro, M. Barbieri, E. Pelizzetti, P. Savarid. Chem. Soc. Faraday Trar®7 (1991) 2983.
[544]B. Rozycka-Roszak, U. Walkowiak, S. Witek, S. Ptakski, Colloids Poly. Sci267 (1989) 831.
[545] E. Fisicaro, A. Ghiozzi, E. Pelizzetti, G. Viscardi. Quagliotto,J. Colloid Interface Scil82
(1996) 549.

[546] E. Fisicaro, C. Compari, A. Braibanthysical Chemistry and Chemical Physics (PCGP)6)
(2004) 4156.

[547] D. Khatua, A. Gupta, J. Dey, Colloid Intererface Sck98 (2006) 451.

[548] Lollo CP, Banaszczyk MG, Mullen PM, et Methods Mol Med2002;69:1-13.

[549] G. Basu Ray, I. Chakraborty, S. Ghosh, S.P. Mo®ikPalepuLangmuir21 (2005) 1095.

[550] J.M. Richmond, ed., Cationic surfactants: Orgartie@istry, Marcel Dekker, New York, 1990.
[551] M. Frindi, B. Michels, H. Levy, R. Zanhdangmuir10 (1994) 1140.

[552] Mata J., Varade D., Bahadur Permochim. Act@28 (2005) 147.

[553]J. Dahmen, T. Frejd, G. Magnusson, G. Noori, A.&lstrom,Carbohydr. Res127 (1984) 15-25.
[554]J. Dahmen, T. Frejd, G. Magnusson, G. NoBerbohydr. Res114 (1983) 328-330.

[555] R.R. Schmidt, J. Michel, M. Rookiebigs Ann. Chen¥ (1984) 1343-1357.

[556] R.R. Schmidt, J. Michehngew Chem. Int. EQ1 (1982) 72—73.

[557] M. Blanzat, E. Perez, I. Rico-Lattes, D. Prom€&. Rrome, A. Latted,angmuirl5 (1999) 6163—
6169.

[558] A. Pasc-Banu, M. Blanzat, M. Belloni, E. PerezMingotaud, |. Rico-Lattes, T. Labrot, R. Odh,
Fluorine Chem126 (2005) 33-38.

[559] I. Rico-Lattes, M. Blanzat, S. Franceschi-Mess&ntPerez, A. Lattes, CRhimie 8 (2005) 807—
814.

[560] P.L. Quagliotto, G.Viscardi, C. Barolo, D. D’AngelE. Barni, C. Compari, E. Duce, E. Fisicajo,
Org. Chem0 (24) (2005) 9858—9866.

[561]R. De Lisi, E. Fisicaro, S. Milioto, E. Pelizzet, SavarinoJ. Solution Cheml9 (1990) 247-270.
[562] E. Fisicaro, A. Ghiozzi, E. Pelizzetti, G. Viscardi. Quagliotto,J. Colloid Interf. Sci184 (1996)
147-154.

[563] J.E. Desnoyers, G. Perron, in: R. Zana (Ed.), $tafa Solutions—New Methods of Investigation,
Marcel Dekker Inc., New York, 1987, p. 1.

[564]R. De Lisi, E. Fisicaro, S. Miliota]. Solution Cheml7 (1988) 1015-1041.

[565] E. Fisicaro, C. Compari, P.L. Quagliotto, G. VigliaJ. Colloid Interf. Sci255 (2) (2002) 410-
416.

[566] E. Fisicaro, C. Compari, Y. MordPolyhedron21 (2002) 1497-1502.

[567] E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, C. ContestaBiliQuagliotto, G. Viscardil. Phys. Chem. B09
(2005) 1744-1749.

[568] R. De Lisi, C. Ostiguy, G. Perron, J.E. Desnoyeolloid Interface Scir1 (1979) 147-166.
[569] P. Gianni, L. LeporiJournal of Solution Chemist35 (1996) 1-42.

[570] E. Fisicaro, M. Biemmi, C. Compari, E. Duce, M. &dr G. Viscardi and P. L. Quagliotto,
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Ergying Aspects301 (2007) 129-136.

[571] E. Fisicaro, E. Pelizzetti, G. Viscardi, P. Quafjip L. Trossarelli,J. Colloids Surf. A:
Physicochem. Eng. Aspe&4 (1994) 59-70.

[572] G.D. Schmidt-Wolf, I.G. Schmidt-Wolffrends Mol. Med9 (2003) 67-72.

[573] Zana, RJ. Colloid Interface Sci2002, 246, 182-190.

[580] Quagliotto, P.; Viscardi, G.; Barolo, C.; Barni, Bellinvia, S.; Fisicaro, E.; Compari, G. Org.
Chem.2003, 68 (20), 7651-7660.

[581] E. Kudryashov, T. Kapustina, S. Morrissey, V. BugkK. Dawson,Journal of Colloid and
Interface Scienc203 (1998) 59-68.

[582] K. Fukada, J. Li, M. Fujii, T. Kato, T. Seimiya, Oleo Sci51 (2002) 103-111.

[583] M. Bryszewska, R. M. Epan@&jochimica et Biophysica Ac@43 (1988) 485-492

[584] P.C. Bell, M. Bergsma, |.P. Dolbnya, W. Bras, M.CStuart, A. E. Rowan, M.C. Feiters, J.B.F.N.
Engberts,). Am. Chem. So&25 (2003) 1551-1558.

[585] C. Bustamante; C. Rivet#ynnu. Rev. Biophys. Biomol. Strut®96, 25, 395-429.

[586]H. G. HansmaAnnu. Rev. Phys. Che2001, 52, 71-92.

[587] F. Sansone, M. Dudic, G. Donofrio, C. Rivetti, LalBini, A. Casnati, S. Cellai, and R. Ungaio,
Am. Chem. S0d.28 (2006) 14528-14536.

288



[588] C. Volcke, S. Pirotton, Ch. Grandfils, C. Humbé&t,A. Thiry, I. Ydens, P. Dubois, M. Raes, J.
Biotechnol2006, 125, 11-21.

[589] P. Ceci, S. Cellai, E. Falvo, C. Rivetti, G. L. 980 E. Chiancond)ucleic Acids Res2004, 32,
5935-5944.

[590] P. Misiak, B. Rozycka-Roszak, A. Mozrzymas, E. ¢asd.J. Solution Chen{2007), 36, 845-851.
[591]H. H. Zuidema, , G. W. Watetad. Eng. Chem. Anal. EA941, 13, 312.

[592] B. Rozycka-Roszak, E. Fisicaro, A. GhiozxiColloid Interface Sci1996), 184, 209.

[593] D. Danino, Y. Talmon, R. Zanhangmuir(1995), 11, 1448.

[594] N. Hattori, H. Hirata, H. Okabayashi, M. Furusaka,J. O’'Connor, R. Zan&olloid Polym. Sci.
(1999), 277, 95.

[595] B. Rélycka-Roszak, E. Fisicarbhermochim. Act§1992), 205, 19-31.

[596] R. Zana, M. Benrraou, R. Rueffangmuir(1991), 7, 1072.

[597] A. Pinazo, X. Wen, L. Perez, M. R. Infante, E. dafisesLangmuir(1999), 15, 3134-3142.
[598] T. Yoshimura, H. Yoshida, A. Ohno, K. Esuri.Colloid Interface Sdj2003), 267, 167-172.
[599] K. Tsubone, Y. Arakawa, M. J. Rosen.Colloid Interface Sci(2003), 262, 516-524.

[600] M.E. Ferrari, C.M. Nguyen, O. Zelphati, Y. TsailL.PFelgner.Hum. Gene Ther1998), 9, 341 —
351.

[601] E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, A. BraibadtiSolut. Chem2008, 37, 487

[602] E. Fisicaro, C. Compari, A. Braibanihys. Chem. Chem. Phy2004, 6, 4156

[603] E. Fisicaro, C. Compari, A. Braibanihys. Chem. Chem. Phy2005, 7, 1324

[604] E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, M. Biemmi, M. &dr A. Braibanti,Phys. Chem. Chem. Phys.
2008, 10(26), 3903

[605]L. R. Pratt and D. Chandler (197F)Chem. Phys67, 3683

[606] C. Tanford, (1973)The Hydrophobic Effect: Formation of Micelles anoblBgical Membranes
New York, Wiley

[607] C. Tanford,J. Am. Chem. Sq@B4, 4240 (1962)

[608] Ben-Naim, Solvation Thermodynamics, Plenum, Newky ¢t987)

[609] M. Klotz, Brookhaven Symp. Bioll3, 25 (1960)

[610] B. Guillot and Y. Giussani]. Chem. Phys.1993, 99, 8075

[611]B. Lee and G. Graziand, Am. ChemSoc, 1996, 118, 5163

[612] G. GrazianoPhys. Chem. Chem. Phy2004, 6, 406

[613]R. Zanalangmuir (1996) 12, 1208

[614]W. Pfeil, P. L. PrivalovBiophys, 1976, Chem. 4, 23

[615] P. L. Privalov,Pure & Appl. Chem.1976, 47, 293

[616]P. L. Privalov, S. J. GillAdv. Protein Chem1988, 39, 191

[617]P. L. Privalov,Ann. Rev. Biophys. Chem989, 18, 47

[618] P. L. Privalov,FEBS Letts.40, S140 (1974)

[619]J. M. SturtevantAdv. Biophys. Bioengl974, 3, 35

[620]J. M. SturtevantAnn. Rev. Phys. Cheni987, 38, 463

[621]J. F. Brandts and L. Huntl, Am. Chem. Sqcl967, 89, 4826

[622] R. Lumry, Biophysical Chemistry(2003), 105, 545

[623] R. Lumry, in A. Braibanti (Ed.)Bioenergeticand thermodynamics: modgystemsReidel, D. F.
Shiao, R. Lumry, J. Fahey]. Am. Chem. Sqcl971, 93, 2024

[626]D. J. Winzor and C. M. Jacksah,Mol. Recognition2006, 19, 389

[627] G. E. WalrafenJ. Chem. Phys1968, 42, 244

[628] G. E. Walrafen, M. R. Fisher, M. S. Hokmabady andHVYang,J. Chem. Phys1986, 85, 6970
[629]D. P. Kharakoz). Solution Chem1992, 21, 569

[630]D. P. Kharakoz, Biophys. Chem., 1989, 34, 115

[631] F. Franks, Water, The Royal Society of Chemistgndon, 1983, p. 45. 28 N. Matubayasi, L. H.
Reed and R. M. Lewyl. Phys. Chem1994, 98, 10640

[632] E. Wilhelm, R. Battino, R. J. Wilcockchem. Rey 1977, 73, 1

[633] A. Braibanti, E. Fisicaro, F. Dallavalle, J. D. Llpd. L. Oscarsord, Phys. Chem1993, 97, 8062
[634] P. W. Atkins,Elem. of Physical Chemistrxford, 1992, p. 90

[635] A. Braibanti, E. Fisicaro, A. Ghiozzi, C. Compavl, Panelli,J. Solution Chem 1995, 24, 703
[636] A. Ben-Naim, J. Wilf, H. Yaacobi]. Phys. Chem197377, 95

[637]S. J. Gill, N. F. Nichols, I. Wadsd, Chem. Thermodynamj&875,7, 175

[638] A. Braibanti, E. Fisicaro, F. Dallavalle, J. D. LhmJ. L. Oscarson, F. X. Ughi Phys. Chem
1993, 97, 8071

[639] A. De Robertis, C. De Stefano, C. Rigano, S. SartanarJ. Solution Chem1990, 19, 569
[640]D. D. J. Wright,J. Am. Chem. Sqcl934, 56, 314

[641]F. S. Feates, D. J. G. Ivels,Chem. Sac1956, 2798

[642]H. S. Harned, R. W. Ehler§, Am. Chem. Sqcl934, 15, 2379

289



[643]J. C. Lee, S. N. TimasheBiochemistry 1979, 16, 1754

[644]H. J. Hinz, M. J. Gorbunoff, B. Price, S. N. Tima#hBiochemistry 1979, 18, 3084

[645] S. Cabani, G. Conti, A. Martinelli and E. Mattedli,Chem. Soc., Faraday Trans1B73, 61, 461
[646]S. CabaniPort. Electrochim. Actal985, 3, 5

[647] De Clercq, ENat. R&/. Drug Disc&/ery 2002,1, 13-25.

[648] Turpin, J. A.Expert R¥. Anti-Infect. Ther2003,1, 97-128.

[649] De Clercq, EJ. Med. Chen2005,48, 1297-1313.

[650] Pommier, Y.; Neamati, NAdV. Virus Res1999,52, 427-458.

[651] Neamati, N.; Marchand, C.; Pommier, XdV. Pharmacol2000,49, 147-165.

[652] Neamati, NExpert Opin. I est. Drug2001,10, 281-296.

[653] D’Angelo, J.; Mouscadet, J. F.; Desmaele, D.; 20uR.; Leh, H.Pathol. Biol.2001,49, 237-246.
[654] Anthony, N. JCurr. Top. Med. Chen2004,4, 979-990.

[655] Pommier, Y.; Johnson A. A.; Marchand,Nlat. Re. Drug Discovery2005,4, 236-248.

[656] Richman, D. DNature2001,410, 995-1001.

[657] Cohen, J. TherapieScience2002,296, 2320-2324.

[658] Little, S. J.; Holte, S.; Routy, J. P.; Daar, E; Barkowitz, M.; Collier, A. C.; Koup, R. A;;
Mellors, J. W.; Connick, E.; Conway, B.; Kilby, MWang, L.; Whitcomb, J. M.; Hellmann, N. S.,
Richman, D. DNew Engl. J. Med2002,387, 385-394.

[659] Engelman, A.; Mizuuchi, K.; Craigie, Rell 1991,67, 1211-1221.

[660] Brown, P. Olntegrationy Cold Spring Harbor Press,1999.

[661] Asante-Appiah, E.; Skalka, A. Mdv. Virus Res1999,52, 351-369.

[662] Steitz, T. ANature1998,391, 231-232.

[663] Dyda, F.; Hickman, A. B.; Jenkins, T. M.; Engelman; Craigie, R.; Davies, D. R5ciencel994,
266, 1981-1986.

[664] Rice, P. A.; Baker, T. ANat. Struct. Biol2001,8, 302-307

[665] Esposito, D.; Craigie, FAdv. Virus Res1999,52, 319-333.

[666] Chiu, T. K.; Davies, D. RCurr. Top. Med. Chen2004,4, 671-686.

[667] Steitz, T. AJ. Biol. Chem1999,274, 17395-17398.

[668] Horton, N. C., Perona, J.Nat. Struct. Biol2001,8, 290-293.

[669] Feng, M.; Patel, D.; Dervan, J. J.; Ceska, T.kSDc; Haq, I.; Sayers, J. Rlat. Struct. Biol2004,
11, 450-456.

[670] Grobler, J. A.; Stillmock, K.; Hu, B.; Witmer, M.Felock, P.; Espeseth, A. S.; Wolfe, A,
Egbertson, M.; Bourgeois, M.; Melamed, J.; WaiSJ.Young, S.; Vacca, J.; Hazuda, DPjoc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A£002,99, 6661-6666.

[671] Marchand, C.; Johnson, A. A.; Karki, R. G.; P&s,C.; Zhang, X.; Cowansage, K.; Patel, T. A,
Nicklaus, M. C.; Burke, T. R., Jr.; Pommier, Mol. Pharmacol2003,64, 600-609.

[672] Long, Y. Q.; Jiang, X. H.; Dayam, R.; Sanchez, Shpemaker, R.; Sei, S.; Neamati, N.Med.
Chem.2004,47, 2561-2573.

[673] Lins, R. D.; Adesokan, A.; Soares, T. A.; BriggsM. Pharmacol. Ther2000,85, 123-131.

[674] Neamati, NExpert Opin. Ther. PaR002,12, 709-724.

[675] Dayam, R.; Neamati, NCurr. Pharm. Des2003,9, 1789-1802.

[676] Gupta, S. P.; Nagappa, A. Qurr. Med. Chem2003,10, 1779-1794.

[677] Maurin, C.; Bailly, F.; Cotelle, RCurr. Med. Chem2003,10, 1795-1810.

[678] Johnson, A. A.; Marchand, C.; Pommier,Qurr. Top Med. Chen004,4, 671-686.

[679] Pais, G. C. G.; Burke, T. Rrugs Future2002,27, 1101-1111.

[680] Goldgur, Y.; Craigie, R.; Cohen, G. H.; Fujiwafa; Yoshinaga, T.; Fujishita, T.; Sugimoto, H.;
Endo, T.; Murai, H.; Davies, D. FRroc. Natl. Acad. Sci. U.S.A999,96, 13040-13043.

[681] Hazuda, D. J.; Felock, P.; Witmer, M.; Wolfe, Atillmock, K.; Grobler, J. A.; Espeseth, A.;
Gabryelski, L.; Schleif, W.; Blau, C.; Miller, M. .I5cience2000,287, 646-650.

[682] Wai, J. S.; Egbertson, M. S.; Payne, L. S.; FisfieE.; Embrey, M. W.; Tran, L. O.; Melamed, J.
Y.; Langford, H. M.; Guare, J. P., Jr.; Zhuang, Grey, V. E.; Vacca, J. P.; Holloway, M. K.; Naylor
Olsen, A. M.; Hazuda, D. J.; Felock, P. J.; WoleL.; Stillmock, K. A.; Schleif, W. A.; GabryelskL.
J.; Young, S. DJ. Med. Chem2000,43, 4923-4926.

[683] Pluymers, W.; Pais, G.; Van Maele, B.; Pannecou@ueFikkert, V.; Burke, T. R., Jr.; De Clercq,
E.; Witvrouw, M.; Neamati, N.; Debyser, Zntimicrob. Agents Chemoth&002,46, 3292-3297.

[684] Pais, G. C. G.; Zhang, X.; Marchand, C.; Neanitj,Cowansage, K.; Svarovskaia, E. S.; Pathak,
V. K.; Tang, Y.; Nicklaus, M.; Pommier, Y.; Burk&, R., JrJ. Med. Chem2002 45, 3184-3194.

[685] Marchand, C.; Zhang, X.; Pais, G. C. G.; Cowans&geNeamati, N.; Burke, T. R., Jr.; Pommier,
Y. J. Biol. Chem2002,277, 12596-12603.

[686] Sechi, M.; Derudas, M.; Dallocchio, R.; Dessi, Bgcchi, A.; Sannia, L.; Carta, F.; Palomba, M.;
Ragab, O.; Chan, C.; Shoemaker, R.; Sei, S.; DayamNeamati, NJ. Med. Chem2004,47, 5298-
5310.

290



[687] Espeseth, A. S.; Felock, P.; Wolfe, A. Witmer, M&robler, J.; Anthony, N.; Egbertson, M.;
Melamed, J. Y.; Young, S.; Hamill, T.; Cole, J. Hazuda D. JProc. Natl. Acad. Sci. U.S.R2000,97,
11244-11249.

[688] Yoshinaga, T. S.; Fujishita, T.; Fujiwara, T. Rneted at the 9th Conference on Retroviruses and
Opportunistic Infections, Seattle, WA, 2002.

[689] Billich, A. Curr. Opin. InVest. Drugs2003,4, 206-209.

[690] Young, S. Presented at the XIV International AlD&ference, West Point, PA, 2002.

[691] Hazuda, D. J.; Young, S. D.; Guare, J. P.; AnthdhyJ.; Gomez, R. P.; Wali, J. S.; Vacca, J. P;
Handt, L.; Motzel, S. L.; Klein, H. J.; Dornadul@,; Danovich, R. M.; Witmer, M. V.; Wilson, K. A. A
Tussey, L.; Schleif, W. A.; Gabryelski, L. S.; Jin,; Miller, M. D.; Casimiro, D. R.; Emini, E. A,;
Shiver, J. WScience2004,305 528-532.

[692] Wang, Y.; Serradell, N.; Bolos, J.; Rosa[lugs Future2007,32, 118-122.

[693] Rowley, M.Prog. Med. Chen008,46, 1-28.

[694] Grinsztein, B.; Nguyen, B.-Y.; Katlama, C.; Gatdll M.; Lazzarin, A.; Vittecoq, V.; Gonzalez, C.
J.; Chen, J.; Harvey, C. M.; Isaacs, RLBncet2007,369, 1261-1269.

[695] Sorbera, L. A.; Serradell, N. GS-91%%ugs Future2006,31, 310-313.

[696] Sato, M.; Motomura, T.; Aramaki, H.; Matsuda, W.amashita, M.; Ito, Y.; Kawakami, H.;
Matsuzaki, Y.; Watanabe, W.; Yamataka, K.; Ikeda, Kbdama, E.; Matsuoka, M.; Shinkai, H.
Med.Chem2006,49, 1506-1508.

[697] Witvrouw, M.; Van Maele, B.; Vercammen, J., Hamts®.; Engelborghs, Y.; De Clercq, E.;
Pannecouque, Debyser, Qurr. Drug. Metab2004,5, 291-304.

[698] Grobler, J. A.; Stillmock, K.; Hu, B.; Witmer, MFelock, P.; Espeseth, A. S.; Wolfe, A,
Egbertson, M.; Bourgeois, M.; Melamed, J.; WaiSJ.Young, S.; Vacca, J.; Hazuda, DPjoc. Natl.
Acad. Sci. U.S.£002,99, 6661-6666.

[699] Sechi, M.; Carcelli, M.; Rogolino, D.; Neamati, Role of metals in HIV-1 integrase inhibitor
design. In:HIV-1 Integrase: Mechanism of Action and Inhibifdesign John Wiley & Sons: New York,
in press.

[700] Barbaro, G.; Scozzafava, A.; Mastrolorenzo, Ap@an, C. TCurr. Pharm. Des2005,11, 1850-
1843.

[701] Sechi, M.; Bacchi, A.; Carcelli, M.; Compari, @uce, E.; Fisicaro, E.; Rogolino, D.; Gates, P.;
Derudas, M.; Al-Mawsawi, L. Q.; Neamati, Bl. Med. Chem2006,49, 4248-4260.

[702] Chiu, T. K.; Davies, D. RCurr. Top. Med. Chen2004,4, 965-77.

[703] Jaskolski, M.; Alexandratos, J. N.; Bujacz, G.;odAwer, A. Structural studies of retroviral
integrases. InHIV-1 Integrase: Mechanism of Action and Inhibi@esign John Wiley & Sons: New
York, in press.

2901



PUBBLICAZIONI

1. Bacchi, Alessia; Biemmi, Mariano; Carcelli, MaurCarta, Fabrizio; Compari,
Carlotta; Fisicaro, Emilia; Rogolino, Dominga; SedWario; Sippel, Martin; Sotriffer,
Christoph A.; Sanchez, Tino W.; Neamati, Nouifcrom Ligand to Complexes. Part 2.
Remarks on Human Immunodeficiency Virus type Igiase Inhibition byg -Diketo
Acid Metal Complexes Journal of Medicinal Chemistry (2008), 51)242253-7264.

2. Fisicaro, Emilia; Compari, Carlotta; Biemmi, Naro; Duce, Elenia; Peroni,
Monica; Barbero, Nadia; Viscardi, Guido; QuagligtRierluigi. Unusual Behavior of
the Aqueous Solutions of Gemini Bispyridinium Suafiats: Apparent and Partial
Molar Enthalpies of the Dimethanesulfonates. Journal of Physical Chemistry B
(2008), 112(39), 12312-12317.

3. Fisicaro, Emilia; Compari, Carlotta; Biemmi, Naro; Duce, Elenia; Peroni,
Monica; Donofrio, Gaetano; Sansone, Francesco; &@ziRoszak, Bozenna; Pruchnik,
Hanna; Barbero, Nadia; Viscardi, Guido; Quaglioeerluigi. Thermodynamics and
Biological Properties of the Aqueous Solutions @wNGlucocationic Surfactants.
Journal of Physical Chemistry B (2008), 112(33360-9370.

4. Fisicaro, E.; Compari, C.; Duce, E.; Biemmi, MPgroni, M.; Braibanti, A.
Thermodynamics of micelle formation in water, hyhabic processes and surfactant
self-assemblies. Physical Chemistry Chemical Physics (2008)(26), 3903-3914.

5. Fisicaro, Emilia; Biemmi, Mariano; Compari, QGath; Duce, Elenia; Peroni,
Monica; Viscardi, Guido; Quagliotto, PierluigiThermodynamic properties of aqueous
micellar solutions of some new acetylated gluceecét surfactants. Colloids and
Surfaces, A: Physicochemical and Engineering Aspé2007), 301(1-3), 129-136.

6. Fisicaro, Emilia; Biemmi, Mariano; Compari, G#th; Duce, Elenia; Peroni, Monica.

Thermodynamics of aqueous solutions of dodecyldytezhylammonium bromide.
Journal of Colloid and Interface Science (200305(2), 301-307.

292



7. Fisicaro, E.; Compari, C.; Duce, E.; Biemmi, MReroni, M.; Braibanti, A.
Hydophobic hydration processesSubmitted.

COMUNICAZIONI A CONGRESSI

1. Antonio Braibanti, Alessia Bacchi, Mariano BiemnMauro Carcelli, Carlotta
Compari, Elenia Duce, Emilia Fiscaro, Monica Perddominga Rogolino, Mario
Sechi. Ca(ll), Mg(ll), Mn(ll)/3-diketo acids complexes for inhibition of HIV-1
integrase XVIII Italian-Spanish congress on thermodynamic metal complexes,
Cagliari June 5th-9th 2007 - P4.

2. E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, M. Biemmi, NPeroni, A. Braibanti.

Thermodynamics of Micelle Formation in Water andpr@molecular Assemblies

XVIII Italian-Spanish congress on thermodinamicroétal complexes, Cagliari June
5th-9th 2007 - P30.

3. Elenia Duce, Mariano Biemmi, Carlotta Comp&milia Fisicaro, Monica Peroni.
Potential vectors for gene delivery: chemico-phgisproperties of gemini dipyridinium
cationic surfactants with 16 atoms carbons hydrdpbcchain 8Th ULLA Summer
school 29 June 2007 - 7 July 2007- Leiden, The &t&hds -P31.

4. Monica Peroni, Elenia Duce, Mariano Biemmi, |G&a Compari, Emilia Fisicaro.
Chimico-physical and biological properties of newlynthesised glucocationic
surfactants8Th ULLA Summer school 29 June 2007 - 7 July 20D&den, The

Netherlands -P80.

5. Mariano Biemmi, Mauro Carcelli , Carlotta Comip&ilenia Duce, Emilia Fisicaro,
Monica Peroni, Dominga Rogolino, Mario Sechhibition of HIV-1 integrase by
Ca(ll), Mg(Il), Mn(ll)/Z-diketo acids complexe®Th ULLA Summer school 29 June
2007 - 7 July 2007- Leiden, The Netherlands -P10.

293



6. M. Biemmi, E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, Reroni, F. Sanson€hemico-
Physical Properties of Gemini Dipyridinium Cation®urfactants with 16 Carbons
Hydrophobic Chain as Potential Non-Viral Vectors @ene Delivery,VIII Congresso

Nazionale di Chimica Supramolecolare Trieste 1&2fembre 2007 —P12.

7. M. Biemmi, E. Fisicaro, C. Compari, E. Duce, Meroni. Chemico-Physical

Properties of Gemini Dipyridinium Cationic Surfanta with 16 Carbons Hydrophobic
Chain as Potential Non-Viral Vectors for Gene Detiy “8th Mediterranean

Conference on Calorimetry and Thermal Analysis -IMETA 2007” Palermo 25 - 29

Settembre 2007-P76.

PARTECIPAZIONI A SCUOLE E CONGRESSI

1. 3-8 settembre 2006
Scuola di Chimica FisicaMateriali Compositi: dalle Scienze Molecolari alle

NanotecnologieSocieta Chimica Italiana, Universita degli Stddiorino.

2. 17-20 settembre 2006

International Visions on Blood Substitutemiversita degli Studi di Parma.

3. 25-29 settembre 2006
Scuola di Chimica Computazionaletroduzione, per Esercizi, al’'Uso del Calcolatore
in Chimica Organica e BiologicaSocieta Chimica lItaliana, Universita degli Stddi

Siena.
4. 9 marzo 2007

American Association of Pharmaceutical ScientitiBan University Network (AIltUN)
Student Chapter 2007 Meetingniversita degli Studi di Ferrara.

294



5. 29 giugno — 7 luglio 2007
8th ULLA Summer SchodJLLA Consortium, University of Leiden (The Nethands).

6. 9-22 settembre 2007
VIII Congresso Nazionale di Chimica Supramolecalddmiversita degli Studi di
Trieste.

7. 25-29 settembre 2007
8th Mediterranean Conference on Calorimetry and rirfe¢ Analysis - MEDICTA
2007 Universita degli Studi di Palermo.

8. 5 maggio — 3 luglio 2008

Corso di perfezionamento in “Tecniche di NMR avaaza
Centro Interdipartimentale Misure "G. Casnati", insita degli Studi di Parma

295



Ringrazio con particolare affetto la Professore&suilia Fisicaro che ha sempre
seguito con grandi professionalita, competenzaraibne e disponibilita I'intero
lavoro svolto durante il mio dottorato.

Un sentito ringraziamento alla Professoressa Maniaa Impicciatore ed alla
Professoressa Elisabetta Barocelli, coordinatori Dettorato, per la supervisione a
guesto lavoro.

Un ringraziamento particolare alla Dottoressa Catk Compari per i suoi preziosi
consigli di laboratorio ed il suo costante incoragento.

Grazie a Monica ed Elenia, con le quali ho condasstretto contatto I'esperienza
del dottorato.

Ringrazio anche tutti i tesisti e il personale warsitario conosciuti in questi tre
anni.

Un grazie di cuore, infine, ai miei genitori, pesmavermi mai fatto mancare il loro

sostegno.

296



