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NANOBIOROBOT
OLTRE LA FANTASCIENZA

Siamo ormai in grado di realizzare sistemi ibridi nano-strutturati

con un vasto spettro di potenziali applicazioni in biomedicina

ALBERTO DIASPRO

indicare un sistema ibrido artificiale-naturale progettato e

realizzato per svolgere attivita specifiche in modo ripetitivo,
efficiente e flessibile, ad alto livello di parallelismo. Questo sistema
puo essere considerato un robot per la sua capacita di svolgere azioni
specifiche in modo programmato. E di tipo bio poiché si avvale di un
sistema decisionale e produttivo di tipo biologico. E classificabile
come nano in quanto permette di realizzare un controllo a livello
molecolare, o nanometrico, per attuare meglio e specializzare le pro-
prie attivita, e per proteggere e rendere pil flessibile il sistema biolo-
gico integrato.

La definizione di robot, inteso come congegno che mima le azio-
ni di un uomo, ha radici lontane, ma il termine si fa attendere fino al
1920, per bizzarra coincidenza anno di nascita di Isaac Asimov. In
quell'anno il drammaturgo cecoslovacco Karel Capek scrive R.UR.
(Rossum’s Universal Robots), un testo teatrale in cui il protagonista pro-
duce in serie esseri umani artificiali destinati a liberare 'uvomo dai lavo-
ri pilt faticosi, in modo di permettergli un'esistenza pitt confortevole.
Capek usa per questi esseri artificiali proprio la parola robot, che in
cecoslovacco significa «lavoratore forzato» o «schiavo».

Ma i robot cominciano ben presto a provare emozioni ovvero a
sottrarsi al controllo e al dominio dei propri creatori e questo porta a
innescare nel pubblico un senso di pericolo ogni qual volta se ne parli.
Sara Asimov, nel 1942, a riportare serenita sull'argomento introducen-
do nel racconto Circolo vizioso ' le tre leggi fondamentali della roboti-
ca’ impresse nel cervello positronico di queste macchine. Nonostante
Asimov, l'evoluzione artificiale nel XXI secolo vede riproposto un
senso di diffidenza e di insicurezza verso i nuovi esseri artificiali pro-
dotti dalluomo, grazie alle scoperte e agli avanzamenti tecnologici
nelle nanotecnologie e nelle nanoscienze *. Non a caso gli esseri arti-
ficiali di Viaggio allucinante hanno come contraltare lo sciame di micro-
robot descritto da Michael Crichton in Preda, dove il sistema roboti-
co sfugge al controllo degli scienziati e oltre a riprodursi avvia un
attacco contro I'uomo.

Le nanotecnologie offrono comunque la possibilita di progettare,
costruire e utilizzare dispositivi di dimensioni estremamente ridotte,
nell'ordine delle decine o centinaia di nanometri, ossia miliardesimi di
metro, dispositivi migliaia di volte pitt piccoli del diametro di un capel-
lo umano. A questo livello nanoscopico, dove c'¢ ancora molto da
comprendere e sperimentare, sara possibile controllare l'intima orga-
nizzazione della materia per realizzare sistemi fortemente specializza-

II TERMINE NANOBIOROBOT & un neologismo qui utilizzato per
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Immagine multifotonica di un organismo unicellulare, Paramecium primaurelia, ospitante cellule di lievito di cui & visibile il DNA marcato in blu, incapsu-
late in matrice di polielettroliti evidenziata tramite la fluorescenza indotta nel suo guscio.
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Rimozione
facoltativa
dello
stampo

Nanocapsule

Figura 1. Schema di realizzazione di una nanocapsula. Su uno stampo superficialmente carico (riquadro centrale) polielettroliti

di carica opposta sono ripetutamente adsorbiti (passi | e Il) fino a ottenere un «guscio» di spessore, di carica e di permeabilita ap-
propriate (Ill). Lo stampo puo essere preservato e protetto dal guscio oppure puo essere rimosso (IV) per realizzare una nano-
capsula vuota (V), che successivamente puo essere riempita e svuotata controllandone la permeabilita.

ti. L'anno di nascita delle nanotecnologie, termine
reso popolare nel 1981 da Eric Drexler per definire
una tecnologia a livello molecolare *, coincide con
una prolusione di Richard Feynman tenuta nel 1959.
«C'¢ un sacco di spazio laggil in fondo» recitava il
titolo della conferenza °. Quel discorso pud essere
considerato come una sorta di manifesto per le odier-
ne nanoscienze. Oggi, dopo anni di intensa attivita
di ricerca, siamo in grado di realizzare sistemi ibridi
nano-strutturati a base di catene polimeriche e cellu-
le per realizzare bio-fabbriche, per aumentare la
comprensione dei meccanismi vitali dei sistemi bio-
logici, per condurre esperimenti a livello molecolare,
per somministrare farmaci in modo intelligente, per
addestrare sistemi biologici a riparare altri sistemi
biologici. Sono stati fatti progressi incredibili in bio-
logia molecolare e cellulare, cosi come nella chimica
dei colloidi e in altre aree, dominio della fisica e del-
lingegneria. Come nel Viaggio allucinante, si sta cer-
cando di realizzare nanodispositivi capaci di perlu-
strare linterno dell'organismo, come avviene nel
videogioco Brain wave, battle for the mind 7 dove nanoro-
bot distruggono cellule tumorali nel cervello umano.

Oggi il ricercatore israeliano Ehud Shapiro ha potu-
to dimostrare che robot costituiti da poche moleco-
le possono effettivamente essere realizzati in questa
prospettiva *. [l suo prototipo di nanocomputer misu-
ra pochi nanometri ed & programmato per leggere
I'RNA cellulare e scoprire quei difetti che possono
indicare una prossima attivita tumorale. Secondo
Shapiro questi dispositivi potrebbero essere operati-
vi tra una decina d'anni, con la prospettiva di intro-
durli nel circolo sanguigno dove potrebbero analiz-
zare le cellule una per una, senza interferire con le
normali funzioni dell'organismo, e individuare even-
tuali alterazioni. Una sola goccia d'acqua o di sangue
pud contenere circa un miliardo di nanorobot, i suc-
cessori delle prime macchine molecolari °, che oggi
includono anche dispositivi a movimentazione bipe-

de a base di DNA .

Cellule incapsulate

In questo scenario dalle molteplici e fantastiche
applicazioni basate sul controllo nanoscopico si svi-
luppano i nanobiorobot, che sfruttano due processi
che sono alla base della formazione di sistemi sopra-
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Figura 2. Strutture a base di carbonato di calcio utilizzate come stampi per dare forma alle nanocapsule. In funzione delle mo-

dalita di preparazione si possono ottenere forme sferiche (A), a nocciolina (B) o romboedriche (C).

molecolari: il primo, largamente diffuso in natura, &
basato sulle interazioni deboli che si instaurano
spontaneamente tra molecole, cosi che 'aggregazio-
ne avviene in modo da non distruggere né formare i
cosidetti legami covalenti. Il secondo, che diremmo
pil artificiale, sfrutta anche reazioni in grado di for-
zare nuovi legami tra le molecole "'. Nel nostro caso
la macchina ¢ costituita da cellule biologiche gene-
ticamente modificate e confinate in una matrice
costituita da polimeri carichi, che hanno caratteri-
stiche controllabili su scala nanometrica . | nano-
biorobot sono dunque costituiti di cellule incapsula-
te in matrici di polielettroliti, note come nanocap-
sule *, e agiscono da fabbriche di bioprodotti come
proteine ed enzimi, con la proprieta di offrire un
rilascio controllabile. In questa fase si sta lavorando
su cellule di lievito — Pichia pastoris o Saccharomyces
cerevisiae — programmate geneticamente per l'espres-
sione e il rilascio di proteine o prodotti specifici. Il
sistema ¢ completato da superfici nano e micro-
strutturate che consentono di vincolare i nanobioro-
bot e di raccoglierne i prodotti, ad esempio protei-
ne o enzimi.

La messa a punto di una tecnica planare per la
costruzione di film di spessore nanometrico di polie-
lettroliti, ovvero polimeri carichi — tecnica nota
come Layer by Layer, «strato per strato» ' — e la sua
estensione alla realizzazione di strutture a base di
polielettroliti organizzati tridimensionalmente in
modo fuzzy '* (non predeterminato), hanno creato le
condizioni per costruire una nuova generazione di
colloidi con spessore e permeabilita controllate a
livello nanometrico, base di partenza per la realizza-
zione dei nanobiorobot.

Le modalita di realizzazione di una nanocapsu-
la, illustrate in figura 1, sono relativamente semplici,
mentre & pilt complicata la loro progettazione. Un
oggetto, dotato di carica superficiale, viene ricoper-
to in modo completo ma disomogeneo da una
matrice polimerica che si autoassembla partendo da
una matrice di polimeri carichi di segno opposto.
Dopo questo passaggio si pud immaginare come
l'oggetto iniziale, che chiameremo stampo, abbia

cambiato carica. A questo punto viene avvolto da
una matrice polimerica di carica opposta rispetto
alla precedente e il processo ¢ ripetuto fino all'otte-
nimento del numero di strati progettato. Questa
caratteristica, insieme alle modalita di avvolgimen-
to, determina la permeabilita molecolare e lo spes-
sore dell'oggetto finale.

Versatili forme

[l termine nanocapsula si deve al fatto che lo spes-
sore & controllabile strato per strato, tra gli 1,5 e i
2,5 nanometri ciascuno. Loggetto avvolto nella
matrice di polielettroliti pud quindi avere dimensio-
ni variabili da qualche decina di nanometri fino a
centinaia di micrometri. Un aspetto che ha reso
interessanti le nanocapsule ¢ la possibilita di rimuo-
vere lo stampo a fasciatura avvenuta. La permeabili-
ta del guscio di polielettroliti, una volta eliminato lo
stampo, dipende dal pH circostante. Si pud imma-
ginare il guscio appena realizzato come costituito da
pori che si allargano e si restringono in relazione
alle condizioni ambientali in cui si
Abbiamo quindi ottenuto gusci di polimeri che si
possono riempire e svuotare facendo permeare le
molecole di interesse attraverso una parete di cui
siamo in grado di controllare lo spessore e la poro-
sita a livello nanometrico.

Questo sistema potra consentire di trasportare
un farmaco, visto che nell'ultimo strato delle pareti
della nanocapsula si pud inserire un riconoscitore
biologico o artificiale di bersaglio, ovvero realizzare
un sistema ligando-recettore o un agonista farmaco-
logico su bersaglio farmacologico.

Una serie di esperimenti sono stati dedicati alla
messa a punto di uno stampo ionico che fosse non
tossico, di facile preparazione e relativamente eco-
nomico '*. Lindividuazione del carbonato di calcio
¢ stato un passo prezioso in quanto con questo
materiale si possono ottenere una varieta di forme
(figura 2).

Limportanza della versatilita delle forme risiede
nel fatto che si possono realizzare «navicelle» di
forme differenti adatte ad ambienti particolari e che,

trovano.
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Figura 3. Nanocapsule contenenti cellule di lievito di cui si € evidenziato il DNA in blu.

pill tecnicamente, ¢ possibile ottimizzare il sistema
colloidale per diversi rapporti di superficie-volume.
Poiché l'unica limitazione nella scelta dello stampo &
che esso sia carico, se ne possono usare moltissimi
tipi, tra cui cellule emopoietiche fissate, cristalli ioni-
ci, sonde fluorescenti cristallizzate o aggregati di
proteine. Inoltre le capsule possono essere utilizzate
come gusci protettivi per isole pancreatiche 7, per
cellule viventi '*'*, per materiale per trapianti '° o per
tessuti artificiali che in questo modo non vengono
riconosciuti e attaccati dal sistema immunitario. In
particolare per i trapianti, I'incapsulamento di interi
tessuti o di singole cellule & una tecnica molto pro-
mettente e quindi si stanno studiando diversi tipi di
polielettroliti e diversi tipi di cellule modello *.
Ovviamente resta ancora molta sperimentazione da
fare per arrivare all'efficacia sull'uomo, ma la strada
intrapresa sembra promettente.

Nanofabbriche
Esperimenti compiuti utilizzando come stampo il
comune lievito da panettiere Saccharomyces cerevisiae
hanno indicato come sia possibile non solo incapsula-
re cellule, ma anche preservarne le caratteristiche prin-
cipali quali morfologia, attivita metabolica e capacita
duplicative . Lo schema costruttivo & simile a quello
mostrato per le nanocapsule evitando la rimozione
dello stampo, che questa volta & una cellula biologica.
Questa scoperta ci ha fatto immediatamente
pensare alla possibilita di utilizzare cellule incapsu-
late come bio-fabbriche o bio-reattori eventual-
mente operanti in ambienti specifici o su bersagli
specifici in funzione delle condizioni al contorno.
s1s La vitalita delle cellule di lievito incapsulate &
stata studiata utilizzando il microscopio confocale e
sonde fluorescenti specifiche per DNA e attivita
metabolica.
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Figura 4. Cellula di lievito incapsulata che origina una figlia.

Figura 5. Nanobiorobot ordinati su superficie nanostrutturata.

In figura 3 & mostrata una popolazione di questi
nanobiorobot mentre la figura 4 mostra come l'in-
capsulamento non prevenga la possibilita di duplica-
zione della cellula vivente. La capacita di mantenere
condizioni vitali ci permette di progettare una serie
di esperimenti in cui la cellula di lievito sia il produt-
tore di sostanze biologiche a comando, sostanze che
vengono trattenute in modo controllato dalla nano-
capsula e rilasciate solo a determinate condizioni su
bersagli specifici, che vengono riconosciuti tramite
la funzionalizzazione del guscio della nanocapsula.

Dopo essere riusciti a indurre un'espressione
proteica specifica, ad esempio di proteine fluore-
scenti verdi prodotte quando l'ambiente del nano-
biorobot viene invaso da galattosio al posto di altri
nutrienti, il sistema & stato inserito in un altro siste-
ma biologico e collaudato nei confronti degli attac-
chi di enzimi lisosomiali, come le lipasi o le protea-
si. Nel nostro caso si ¢ avviata con successo la pro-
gettazione di nanocapsule resistenti agli attacchi
biologici di un particolare ospite, I'organismo unicel-
lulare Paramecium primaurelia.

Llentrata dei nanobiorobt & veicolata da vacuoli
alimentari. Oggi si stanno analizzando i comporta-
menti dei nanobiorobot e dell'organismo ospitante,
dopo avere trovato il numero di strati ottimali e le
condizioni saline di lavoro per evitare la duplicazio-
ne e mantenere attive le cellule di lievito incapsula-
te. Parallelamente ¢ in corso una sperimentazione
volta a ottimizzare il comportamento del nanobio-
robot come produttore di proteine specifiche. Il
nanobiorobot ¢ dotato di una fabbrica proteica par-
ticolarmente efficiente nella programmazione di
espressione proteica extracellulare, che utilizza
Pichia pastoris, un ceppo di lievito che in biologia
molecolare ha portato alla massiccia produzione di

proteine eterologhe. La produzione di proteine
avviene con meccanismi di folding e modifiche post-
traduzionali del tutto simili a quelle degli organismi
superiori. In questo senso Pichia pastoris & un ottimo
compromesso tra efficienza di produzione e prodot-
to finito, poiché fa si che la proteina espressa abbia
caratteristiche molto simili a quelle di una proteina
prodotta da una cellula superiore. Levoluzione del
nanobiorobot si & poi sviluppata con Saccharomyces
cerevisiae, ceppo che da tempo viene impiegato nei
laboratori di biologia molecolare per raffinati e con-
trollabili sistemi di espressioni proteiche, grazie al
fatto che il suo intero genoma & stato sequenziato e
tutti i suoi geni identificati.

In questo caso la difficolta maggiore riguardera
l'inserzione di un vettore episomico o cromosomico
che assicuri lI'inducibilita dall'esterno dell'espressione
proteica e una sequenza di estrusione della proteina
che le permetta di essere rilasciata nell'ambiente
extracellulare, in questo caso tra la cellula e le pareti
della nanocapsula. In questo sistema & possibile pro-
durre una qualsiasi proteina di mammifero con la pos-
sibilita di averne un'espressione nativa e genetica-
mente controllata. Con queste unita pud essere rea-
lizzata una sorta di catena di montaggio robotizzata
avvalendosi della possibilita di ancorare i nanobioro-
bot a superfici nanostrutturate che da un lato ne vin-
colino la posizione e dallaltro ne raccolgano il pro-
dotto, ad esempio proteine naturalmente purificate.

Occorre realizzare i presupposti per cui 'auto-
ma operi in modo ripetitivo e ad alto livello di paral-
lelismo in un ambiente nel quale ha a disposizione un
vasto magazzino di materiali e I'energia necessaria
per eseguire qualsiasi operazione su di essi.
| nanobiorobot sono stati quindi ordinati su una
superficie vetrosa nella quale sono state poste per
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Figura 6. La figura in alto a sinistra schematizza I'attivita di una fabbrica impiegante nanobiorobot attraverso i diversi passaggi
del ciclo produttivo: sulle piste vengono indirizzati i nanobiorobot (verdi) che producono una certa sostanza A, al termine della
produzione vengono rimossi e rimpiazzati con altri (rossi) che producono una sostanza B (uguale o differente). Il processo viene
iterato fino al conseguimento della struttura supramolecolare desiderata. Non solo I'uso di nanobiorobot rende flessibile la fab-
brica, ma pemette di realizzare reti molecolari organizzate spazialmente in modo ottimizzato come mostra, in basso a destra,

un esempio di configurazione spaziale dei nanobiorobot nella fabbrica.

microcontatto piste a carica opposta, in grado di
mantenere ancorate le nanocapsule contenenti le
cellule di lievito . Il successo di questa operazione
di bloccaggio ha permesso di avviare la progettazio-
ne di superfici nanostrutturate, basate su stampa a
microcontatto biocompatibile 2. In questo modo &
possibile disporre sistemi proteici su substrati soli-
di**, a loro volta in grado di interagire con sistemi
biologici o altri sistemi proteici per formare com-
plessi sopramolecolari. Si tratta quindi di un innesto
selettivo di molecole organiche su superfici varie, ad
esempio vetrose o metalliche. Con questo tipo di
metodica & possibile realizzare superfici ospitanti,
autostrade proteiche o enzimatiche ** e corsie a cari-
ca programmabile >.

In questo modo i nanobiorobot vengono siste-
mati sulle piste cariche delle superfici funzionalizza-
te e spinti, da condizioni esterne, a produrre protei-
ne specifiche o altri bioprodotti nel modo deciso
dalla modificazione genetica subita dalle cellule
ospitate. Il prodotto viene raccolto sulle piste a base
organica in base a una affinita biochimica program-
mabile. Terminato il loro compito i nanobiorobot

possono essere rilasciati e le locazioni che li ospita-
vano ripopolate da altri nanobiorobot specializzati
nel produrre altre molecole che verranno accatastate
sulle precedenti (figura 5,6). Si potranno cosi forma-
re in modo estremamente flessibile strutture sopra-
molecolari utilizzabili, ad esempio stack di proteine
naturalmente purificate.

Lo scenario di Feynman

Il connubio tra le nanoscienze, che studiano le pro-
prieta dei materiali alla scala pilt bassa a cui la natu-
ra opera, e le nanotecnologie, che riguardano la pro-
gettazione, caratterizzazione, costruzione e applica-
zione di nanostrutture e nanodispositivi, pud porta-
re a una nuova rivoluzione scientifica *. | nanobio-
robot si presentano come un sistema versatile, che
consente di controllare la materia al miliardesimo di
metro, e dove il sinergismo costruttivo tra le nano-
tecnologie e le nanoscienze potrebbe aprire nuovi
traguardi. Lo scenario intravisto da Richard
Feynman oltre 40 anni fa si concretizza giorno dopo
giorno. Con le nanocapsule, ad esempio, si aprono
non solo nuove prospettive per la somministrazione
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dei farmaci, per la cura dei tumori, per lo sviluppo di
biosensori sentinella dell'ambiente e del corpo
umano, ma anche nuove vie di collaborazione tra i
polimeri e le cellule viventi. Infatti la nuova frontie-
ra & una nanocapsula che non si limita a compiere un
viaggio nel corpo umano, ma impara anche a elude-
re la sorveglianza immunitaria e giunta nelle vici-
nanze del tumore riesce a distruggerlo senza dan-
neggiare i tessuti sani. Appena individua le cellule
malate, le attacca con i farmaci che trasporta e che
produce in continuazione.

Lobiettivo pilt avanzato & infatti collocare nella
nanocapsula una cellula viva, non artificiale, che
arrivata a destinazione sia capace di trasformarsi in
nanobiorobot per fornire enzimi, proteine e sostan-
ze attive, necessarie a ripristinare la salute del
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