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1. Introduzione 
1.1 Nanoparticelle veicolanti principi attivi 

La nanotecnologia rappresenta un ramo della scienza rivolto alla produzione e all’utilizzo di 

materiali aventi dimensioni dell’ordine della nanoscala, ovvero di 10−9 metri. Le molteplici 
applicazioni delle nanotecnologie coinvolgono materiali innovativi, i nanocarriers, con 
proprietà peculiari e differenti rispetto agli stessi materiali se prodotti con dimensioni più 
elevate: un maggiore rapporto superficie su volume, una maggiore reattività, un’incrementata 
capacità di attraversare membrane cellulari o barriere naturali per favorire un’interazione 

specifica con i sistemi biologici e un elevato accumulo nei tessuti target.  

I nanocarriers vengono impiegati principalmente nel settore biofarmaceutico per veicolare e 
rilasciare principi attivi chemioterapici, vaccini, agenti diagnostici o di imaging (Chintamaneni 
et al., 2022) e, negli ultimi anni, si è sviluppato un crescente interesse nello studio delle loro 
potenzialità in ambito agricolo, come alternativa sostenibile per il rilascio di fertilizzanti e 
pesticidi (Machado et al., 2022). 

Nel panorama dei prodotti delle nanotecnologie, le nanoparticelle costituiscono dunque un 
elemento innovativo e oggetto di studi continui a causa delle loro prospettive promettenti in 
ambito medico. Impiegabili come materiali veicolanti medicinali o principi attivi verso un 
bersaglio specifico (tramite incapsulamento, adsorbimento o formazione di legami covalenti), 
queste sono in grado di superare le limitazioni che caratterizzano i sistemi tradizionali di 
trasporto di farmaci e hanno assunto, nel corso del tempo, una crescente importanza nel 
trasporto di biofarmaci ottenuti con la tecnologia del DNA ricombinante. 

1.2 Classificazione dei nanocarriers 

Si definiscono nanoparticelle materiali colloidali aventi una o più dimensioni comprese tra i 1-
100 nm (Strambeanu et al., 2014), ma rientrano nella categoria di nanocarriers anche sistemi 
che misurano fino a 300-1000 nm. Le nanoparticelle possono essere prodotte a partire da un 
ampio range di materiali naturali, sintetici organici e non organici e si possono dunque 
identificare diverse tipologie, descritte di seguito (Figura 1):  

a) Nanoparticelle polimeriche: nanoparticelle ottenute a partire da polimeri naturali o 
sintetici che si presentano sottoforma di nanocapsule o di nanosfere a seconda che la 
membrana polimerica circondi la cavità interna o formi una matrice dentro cui il 
principio attivo si trova disperso in maniera uniforme (Malodia et al., 2012). I polimeri 
sintetici più comunemente impiegati nella produzione di questo tipo di nanoparticelle 
comprendono l’acido polilattico, l’acido poliglicolico, poliammidi o poliortoesteri. I 

polimeri naturali più utilizzati invece sono l’albumina o i polisaccaridi come il chitosano 
e l’alginato; 
 

b) Nanoparticelle lipidiche o liposomi: le prime sono caratterizzate da un monostrato 
lipidico circondante un cuore idrofobo che confina un elevato numero di micelle e le 
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seconde da un doppio strato lipidico confinante una soluzione acquosa nel secondo. A 
causa della loro facile riproducibilità su scala industriale e non tossicità rappresentano 
una soluzione ottimale per l’incapsulamento e il trasporto di acidi nucleici. La 

descrizione più dettagliata di questo tipo di nanoparticelle seguirà nel paragrafo 1.3; 
 

c) Ciclodestrine anfifiliche: polisaccaridi ciclici a forma di anello tronco-conico costituiti 
da unità di glucosio connesse tra loro da legami glicosidici, ottenute per degradazione 
enzimatica dell’amilosio. Le ciclodestrine risultano classificabili a seconda delle unità 
di glucosio costituenti o dal volume della cavità confinata al loro interno; 
 

d) Dendrimeri: macromolecole con forma tridimensionale ramificata appartenenti alla 
categoria dei polimeri a causa della loro struttura ripetitiva, sintetizzati con approccio 
divergente o convergente a seconda che la crescita proceda dal centro verso le estremità 
o in direzione contraria. Le ramificazioni si diramano a partire da un centro e formano 
molteplici gruppi periferici e, inoltre, posseggono cavità interne che li rendono ideali 
nel trasporto dei principi attivi. I gruppi funzionali terminali possono essere 
chimicamente legati ad altri agenti biologicamente attivi formando dendrimeri coniugati 
(Patel et al., 2022); 
  

e) Nanoparticelle d’oro: nanoparticelle inorganiche metalliche prodotte in soluzione 
tramite riduzione di acido cloroaurico. Promettenti trasportatori di farmaci, le 
nanoparticelle d’oro posseggono particolari caratteristiche ottiche ed elettroniche che le 

rendono interessanti nell’ambito del trattamento di carcinomi, artriti reumatoidi ed altre 

malattie (Ahati et al., 2022); 
 

f) Micelle: particelle costituite da un monostrato lipidico con core idrofobo ideale per il 
trasporto di principi attivi insolubili in acqua, si generano per auto-assemblaggio di 
blocchi di co-polimeri anfifilici. Sono caratterizzate da diametri ridotti ed elevata 
stabilità in vivo che dipende dalle forze di aggregazione dei blocchi co-polimerici. 
L’aggregazione, a sua volta, dipende dal bilancio tra segmenti idrofobi e idrofilici del 
polimero (Shiraishi et al., 2015); 
 

g) Nanotubi di carbonio: tubi costituiti da uno strato di grafite arrotolato e chiuso alle 
estremità da calotte emifullereniche, classificabili a seconda del diverso ripiegamento 
del foglio di grafene. I nanotubi di carbonio presentano elevate prestazioni di 
penetrazione cellulare e, a causa dell’ibridazione sp2 del carbonio, è possibile ottenere 
una funzionalizzazione di questi ultimi con biomolecole o composti in grado di marcare 
selettivamente cellule target e rilasciare principi attivi sotto appropriati stimoli 
ambientali (Negri et al., 2020); 
 

h) Quantum dots: formati dall’inclusione di due materiali semiconduttori. In questo tipo di 
strutture gli elettroni manifestano un comportamento differente rispetto agli elettroni 
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presenti nel bulk di un materiale solido. Per tale ragione i quantum dots presentano 
proprietà chimiche, fisiche, elettriche ed ottiche peculiari, che li rendono materiali 
interessanti per applicazioni tecnologiche di imaging, approvvigionamento di energia 
solare, fotocatalisi, illuminazione (Pelayo Garcia de Arquer et al., 2021).  

 

 

 

Figura  1: differenti tipologie di nanocarriers - figura tratta da Mccarthy et al.,2014, con 
modifiche 

1.3 Nanoparticelle lipidiche 

Le nanoparticelle lipidiche (LNPs) rientrano nella sottocategoria delle nanoparticelle lipid-
based, insieme alle micelle ed ai liposomi, differendo da questi ultimi a causa della presenza di 
un monostrato lipidico rispetto al doppio strato liposomiale e per via della presenza di strutture 
micellari incluse all’interno del core della nanoparticella stessa. Le LNPs si contraddistinguono 
per una struttura sferica caratterizzata da numerosi compartimenti acquosi micellari circondati 
da uno strato lipidico e rappresentano una soluzione vantaggiosa per il trasporto di acidi 
nucleici, come è evidenziato dall’approvazione del medicinale Onpattro (Alnylam 
Pharmaceutical) per il trattamento dell’amiloidosi nel 2018. Costituiscono inoltre un importante 
veicolo per i vaccini genici a RNA. 

Comunemente le LNPs sono composte da quattro elementi principali presenti in precise 
proporzioni:  
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1. Lipidi cationici o ionizzabili in condizioni di pH acidi (tipicamente il DODAP: 1,2-
Dioleoil-3-trimetilammonio propano come lipide cationico o il DLinDMA come lipide 
cationico ionizzabile) che possono complessare acidi nucleici carichi negativamente. 
L’utilizzo di lipidi cationici ionizzabili rispetto a lipidi caratterizzati da una carica 

permanente ha portato notevoli miglioramenti dal punto di vista della farmacocinetica 
e dell’emivita del farmaco poiché non soggetti a distruzione da parte del reticolo 

endoteliale. Le nanoparticelle lipidiche costituite da lipidi ionizzabili sono infatti in 
grado di accumularsi nel tessuto target, come un tumore solido, senza scatenare una 
risposta immunogenica da parte dell’organismo (Samaridou et al., 2020). 

 

2. Fosfolipidi che caratterizzano la struttura delle nanoparticelle e contribuiscono alla 
formazione del monostrato lipidico (come il DSPC: distearoilfosfatidilcolina). 
 

3. Colesterolo, che ha lo scopo di conferire stabilità e integrità strutturale delle 
nanoparticelle lipidiche incrementando la resistenza della membrana e favorendo il 
rilascio dell’acido nucleico all’interno delle cellule bersaglio a causa dell’affinità del 

colesterolo con la membrana plasmatica. 
 

4. Lipidi PEGilati costituiti da un PEG-polimero idrofilico coniugato ad un lipide 
idrofobo. Questi lipidi si collocano sulla superficie delle nanoparticelle esponendo il 
dominio PEGilato verso l’esterno e confinando il dominio lipidico all’interno della 

LNP. Risultano necessari per favorire la stabilità e la circolazione delle LNPs, ad 
esempio mascherandone stericamente la superficie da componenti presenti nel sangue e 
migliorando dunque la farmacocinetica e la biodistribuzione del prodotto. È tuttavia 
necessario che il quantitativo di PEG non ecceda i limiti prestabiliti poiché 
comporterebbe un ostacolo per il rilascio dell’acido nucleico incapsulato (Semple et al., 
2010). 
 
 

 

 

Figura  2: struttura di una LNP - figura tratta da Samaridou et al., 2020, con modifiche 
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1.4 Sintesi di nanoparticelle lipidiche 

Esistono diverse metodologie di sintesi delle nanoparticelle lipidiche: 

Il metodo di idratazione di film sottile (thin film hydration): prevede la formazione di un sottile 
strato di lipidi in un pallone da laboratorio a fondo tondo tramite rimozione di solvente organico. 
Lo step è seguito da addizione di un mezzo di dispersione in condizione di agitazione per la 
formazione delle nanoparticelle e può seguire un ulteriore step di estrusione in membrane di 
policarbonato (Zhang, 2016). 

Un secondo metodo di sintesi sfrutta l’espansione con fluidi supercritici. L’espansione 

rappresenta una tecnica innovativa poiché non comporta il coinvolgimento di grosse quantità 
di solventi organici, a differenza delle tradizionali tecniche di sintesi. Si utilizza principalmente 
anidride carbonica in condizioni supercritiche in cui vengono disciolti i lipidi, successivamente 
messi in contatto con una soluzione acquosa e segue una fase di depressurizzazione (Bigazzi et 
al., 2020). Questa tecnica presenta tuttavia delle criticità tra cui la difficoltà nel controllare la 
distribuzione dimensionale delle particelle e le basse efficienze di incapsulamento di principi 
attivi idrofilici (Trucillo et al., 2017). 

Un’ulteriore metodologia comprende la tecnica di precipitazione continua: comporta l’utilizzo 

di un solvente solubile in acqua in cui viene disciolto il principio attivo da incapsulare. 
L’aggiunta dell’acqua e l’instaurarsi di condizioni di instabilità provoca la precipitazione delle 

nanoparticelle lipidiche. 

L’ultima tecnica, ampiamente utilizzata in ambito di laboratorio a causa della sua semplicità e 

riproducibilità, è la tecnica del micromixing. La micromiscelazione comprende la formazione 
di una soluzione di etanolo in cui sono disciolti i lipidi, la cosiddetta fase solvente. 
Successivamente quest’ultima soluzione alcolica, solubile in acqua, viene miscelata con una 

soluzione acquosa a pH acido in cui precedentemente è disciolto il principio attivo di interesse 
da incapsulare, come l’mRNA, che costituisce invece l’antisolvente. Durante questo processo 

la solubilità dei lipidi diminuisce provocandone la precipitazione e la rapida formazione di 
nanoparticelle lipidiche con acido nucleico incapsulato al loro interno è favorita grazie alla 
differenza di cariche tra i due elementi in gioco: la carica positiva dei lipidi e quella negativa 
dell’mRNA (Prakash et al., 2022). In quest’ultima fase cruciale di miscelazione delle due fasi 

è possibile impiegare differenti tipologie di reattori: il Vortex reactor o il Confined Impinging 
Jets Mixer (CJIM) rappresentano due tra i dispositivi di mixing più utilizzati.  

Le nanoparticelle lipidiche sintetizzate impiegando quest’ultima tecnica di nanoprecipitazione 

sono caratterizzate da dimensioni molto ridotte: il diametro risulta generalmente di poche 
centinaia di nanometri, ed è influenzato dalle condizioni di sintesi quali la temperatura, le 
concentrazioni lipidiche, la velocità di agitazione. 

La dimensione delle nanoparticelle lipidiche costituisce un parametro fondamentale poiché 
determina le proprietà delle stesse. LNPs di dimensioni ridotte, tra i 100 e i 200 nm, sono ideali 
per applicazioni in vivo poiché in grado di attraversare barriere biologiche più agevolmente e 
dunque favorire la giusta biodistribuzione del farmaco. Inoltre, l’efficienza di incapsulamento 

aumenta col diminuire del diametro delle nanoparticelle (Kupetz, Bunjes, 2014). Per queste 
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ragioni risulta essenziale porre l’attenzione sul controllo delle dimensioni delle nanoparticelle 

la cui distribuzione deve risultare il più omogenea possibile, nonché monomodale. La 
distribuzione delle dimensioni è misurata tramite DLS e consente di misurare il diametro medio 
della dispersione di nanoparticelle, così come l’indice di polidispersità.  

La caratterizzazione delle nanoparticelle lipidiche procede inoltre con la misura del potenziale 
zeta e dell’efficienza di incapsulamento. Il potenziale zeta rappresenta il potenziale elettrico 
della nanoparticella generato a causa della formazione del doppio strato elettrico; costituisce un 
parametro fondamentale per la stabilità delle particelle colloidali e può variare a seconda della 
composizione delle nanoparticelle o del mezzo in cui queste ultime vengono disperse (Shah et 
al., 2014). Infine, l’efficienza di incapsulamento può essere valutata tramite differenza tra la 

concentrazione di principio attivo presente in soluzione all’esterno delle LNPs e quella iniziale, 
prima della sintesi. 

 

 

Figura  3: Tecnica del micromixing per la sintesi delle LNPs - figura tratta da Bailey-Hytholt 
et al., 2021, con modifiche 
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1.4.1 Reattore Vortex 

Il reattore Vortex rappresenta l’agitatore impiegato nella sintesi delle nanoparticelle lipidiche 

tramite micromiscelazione in questo lavoro di Tesi, come nella maggiorparte degli studi di 
nanoprecipitazione effettuati in laboratorio. L’agitatore Vortex è, infatti, ampiamente utilizzato 
a causa delle sue dimensioni compatte, nonché della sua versatilità e semplicità d’uso. 

Si caratterizza da un motore elettrico che pone in rotazione un piatto tramite un albero verticale. 
Il piatto è utilizzato a sua volta come alloggio in cui posizionare i supporti per le provette. 
L’agitazione conferita dal motore elettrico mette dunque in moto il contenuto delle provette, 

ovvero le soluzioni di sintesi delle nanoparticelle lipidiche.  

Il solvente e l’antisolvente necessari per la sintesi delle nanoparticelle vengono inseriti in egual 
volume all’interno di provette e queste ultime, posizionate negli opportuni supporti, vengono 

messe in agitazione alla massima velocità per favorire la nanoprecipitazione delle LNPs con 
incapsulamento del farmaco. 

 

 

Figura  4: Agitatore Vortex e supporto per le provette 

 

1.5 Applicazioni delle LNPs: vaccini a mRNA  

I vaccini genetici a base di mRNA hanno, nel corso degli ultimi anni, acquisito una rilevanza 
sempre maggiore nella protezione contro malattie infettive e nelle immunoterapie contro il 
cancro (Miao et al., 2021). 

Rispetto all’utilizzo di vaccini a DNA, i vaccini a mRNA sono in grado di esercitare la loro 

funzione direttamente nel citosol della cellula, evitando così potenziali rischi di mutagenesi 
genomica e l’induzione di nuove malattie. Impiegando un vaccino a DNA, infatti, tra gli step 
di immunizzazione e espressione dell’antigene target, il DNA deve superare sia la membrana 
citoplasmatica che quella nucleare per esercitare la sua funzione: essere trascritto in mRNA e 
ritornare nel citoplasma per andare incontro alla traduzione. Complessivamente i vaccini a 
mRNA costituiscono dunque l’alternativa ideale a causa dell’assenza di rischi relativi 

all’integrazione nel genoma umano, della naturale degradazione a cui vanno incontro e, infine, 
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a causa della loro rapida facilità di produzione. Sussistono tuttavia problematiche relative 
all’instabilità e ad un’immunogenicità variabile (Zhang et al., 2019). 

Il vaccino a mRNA, in particolare, consta di un’iniezione parenterale diretta dell’acido nucleico 

che codifica, ad esempio, per la proteina superficiale dell’agente patogeno destinata a scatenare 

la risposta immunitaria umorale e cellulo-mediata. Il vaccino mantiene dunque 
l’immunogenicità dell’agente infettivo, ma non la patogenicità. 

La possibilità di generare in vivo l’antigene che verrà riconosciuto dal sistema immunitario 

come non-self, ha reso i vaccini a mRNA una promettente alternativa ai vaccini tradizionali, 
poiché in grado di favorire una più potente risposta immunitaria (Aldosari et al.,2021). Inoltre, 
la produzione di vaccini genetici, costituisce l’alternativa più rapida nel caso di nuove forme 

virali di cui non si conoscono i metodi di coltura. 

Per veicolare il materiale genetico all’interno dell’organismo si sono studiati svariati vettori 

virali e non, tra cui le nanoparticelle lipidiche, che per la loro facilità di sintesi e capacità di 
protezione dell’mRNA da agenti degradanti, hanno dimostrato di costituire una soluzione 

ideale. 

Dal 2018 le nanoparticelle risultano un veicolo approvato ed ampiamente studiato per il 
trasporto di acidi nucleici nelle terapie vaccinali (Aldosari et al.,2021) e, a partire dal 2020, si 
è verificata un’intensificazione degli studi a seguito della pandemia da SARS-CoV-2. 

Ad oggi, le nanoparticelle lipidiche, sono impiegate come vettore non virale nella produzione 
dei vaccini contro la malattia da SARS-CoV-2 come Pfizer BioNTech e Moderna. Questi 
vaccini, che possono prevenire e proteggere dall’infezione da SARS-CoV-2, sono costituiti da 
mRNA codificante per la proteina Spike, ovvero la proteina superficiale del virus, responsabile 
del legame con il recettore ACE2 delle cellule bersaglio, veicolato da LNPs.  

Le nanoparticelle lipidiche, in circolazione all’interno dell’organismo ricevente l’iniezione 

vaccinale, sono in grado di fondersi con la membrana plasmatica delle cellule umane, 
rilasciando l’mRNA in grado di tradursi in proteina Spike e scatenare una risposta immunitaria 
che può essere in grado di proteggere l’organismo dal virus qualora quest’ultimo dovesse 

infettarlo, come si può osservare nello schema seguente. 
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Figura  5: Meccanismo di funzionamento dei vaccini a mRNA contro la malattia da SARS-
CoV-2 - figura tratta da Riggs, 2021, con modifiche 

La conservazione delle particelle lipidiche costituisce ancora oggi una problematica 
ampiamente indagata. Per quanto riguarda la conservazione dei vaccini genetici Pfizer-
BioNTech e Moderna, le indicazioni fornite dall’EMA identificano nel congelamento a bassa 
temperatura la soluzione ideale per preservare la stabilità delle nanoparticelle. Tuttavia, il 
congelamento a temperature che raggiungono i -80 °C rappresenta un considerevole ostacolo 
al trasporto ed alla distribuzione. Il processo di liofilizzazione rappresenta l’alternativa più 

allettante per la conservazione dei vaccini genici. Tuttavia, ad oggi, si hanno ancora 
informazioni esigue relative a eventuali alterazioni che potrebbe subire l’acido nucleico durante 

il processo di liofilizzazione o agli effetti a lungo termine sulle nanoparticelle.  

1.6 Conservazione delle nanoparticelle lipidiche: crio-protettori. 

Sebbene le nanoparticelle lipidiche costituiscano il veicolo ottimale per il delivery in vivo di 
mRNA, come anticipato nel paragrafo precedente, si conosce ancora molto poco in merito alla 
loro stabilità. Come la maggior parte dei prodotti biofarmaceutici, le nanoparticelle possono 
andare incontro a processi di denaturazione e degradazione, cambiando la loro struttura 
tridimensionale e conseguentemente la loro attività in vivo di veicolazione dell’acido nucleico 

incapsulato, nonché a processi di aggregazione o dissoluzione. Il congelamento e la 
liofilizzazione rappresentano due dei più comuni metodi di stoccaggio a lungo termine delle 
nanoparticelle, tuttavia introducono fattori di stress meccanici e termici in grado di danneggiare 
le LNPs quali la formazione di cristalli e le spinte condizioni di vuoto che si raggiungono nella 
fase di essiccamento primario in liofilizzazione. Risulta perciò fondamentale impiegare, nella 
fase finale di formulazione, eccipienti come i crioprotettori capaci di proteggere le 
nanoparticelle. Gli eccipienti più comunemente impiegati nei meccanismi di protezione 
comprendono i disaccaridi come il saccarosio e il trealosio e polioli come il mannitolo (Zhao et 
al., 2020).  
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I principali meccanismi con cui gli eccipienti sono in grado di proteggere le LNPs durante il 
congelamento e la liofilizzazione sono l’esclusione preferenziale, la vetrificazione, il water 
replacement e il water entrapment. 

• L’esclusione preferenziale consiste nella capacità di alcuni eccipienti di essere esclusi 

dalla superficie delle nanoparticelle, favorendo la formazione di uno strato idratato e, 
di conseguenza, creando una situazione per cui una modificazione tridimensionale della 
particella, ovvero la sua denaturazione, risulti termodinamicamente sfavorita, poiché 
comporterebbe una maggiore superficie di contatto tra particelle e solvente (Pisano, 
2022). 
 

• Il secondo metodo di protezione da parte degli eccipienti è rappresentato dalla 
vetrificazione: l’aggiunta dei crio-protettori si traduce in un aumento della viscosità 
della soluzione in cui sono conservate le LNPs. L’aumento della viscosità provoca una 

riduzione della mobilità delle particelle e dunque una riduzione della loro capacità di 
formazione di aggregati o di andare incontro a cambiamenti nella struttura. 
 

• Il meccanismo di protezione di water replacement, invece, entra in gioco durante la 
fase di essiccamento primario della liofilizzazione. Gli eccipienti in grado di effettuare 
water replacement sostituiscono l’acqua che si allontana durante la sublimazione, 

formando a loro volta legami con la superficie delle nanoparticelle. 
 

• Infine, alcuni eccipienti possono formare una “gabbia” intorno alle particelle, 
intrappolando uno strato di acqua in prossimità della superficie di queste ultime e 
andando così a ridurne la mobilità. Questo meccanismo di protezione è definito un 
meccanismo di water entrapment. 

 

 

Figura  6: Tre meccanismi di crio-protezione - figura tratta da Chiu et al, 2011, con 
modifiche 
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1.7 Liofilizzazione 

Dopo lo step di formulazione, ovvero dopo l’aggiunta degli eccipienti in grado di proteggere le 

nanoparticelle e preservarne la stabilità, si può procedere con la fase di liofilizzazione, 
mantenendo l’integrità della membrana lipidica per evitare che i cristalli di ghiaccio della fase 

di congelamento siano dannosi per quest’ultima (Bucca, 2019). La liofilizzazione, in 

particolare, rappresenta un processo dispendioso dal punto di vista dei tempi e dei costi ma che 
costituisce l’alternativa ideale per la stabilizzazione del principio attivo nel periodo di 

stoccaggio che precede la somministrazione. La liofilizzazione è fondamentale per garantire 
che lo stoccaggio e il trasporto del biofarmaco avvengano a temperatura ambiente e non, come 
anticipato nel caso dei vaccini contro il virus SARS-CoV-2, a bassissime temperature. 

Lo scopo principale del processo di liofilizzazione è quello di allontanare l’acqua dalle 

nanoparticelle tramite sublimazione, quindi passando attraverso una fase di congelamento. Per 
il mantenimento della stabilità del biofarmaco nel lungo periodo risulta fondamentale la 
rimozione dell’acqua poiché può favorire fenomeni di integrazione, dissoluzione delle 
nanoparticelle come può risultare responsabile di processi di ossidazione e idrolisi (Pisano, 
2021). 

L’allontanamento del solvente non può avvenire tramite il semplice processo di evaporazione 

dal momento che la maggiorparte dei biofarmaci risulta essere termolabile, ovvero mostra la 
tendenza ad andare incontro a denaturazione ad alte temperature. Lo scopo della liofilizzazione 
è dunque quello di separare l’acqua dalle nanoparticelle con il principio attivo incapsulato in 

modo tale da garantire un blando riscaldamento che non comprometta l’attività del biofarmaco, 

evitando dunque fenomeni che danneggerebbero il prodotto nel caso in cui questo fosse 
essiccato con tecniche tradizionali. 

I principali svantaggi dell’utilizzo di questa tecnica risiedono nei lunghi tempi di processo, nel 
costo elevato degli impianti di liofilizzazione, nell’introduzione di forti stress termici e 

meccanici (dovuti alla formazione dei cristalli di ghiaccio) che potrebbero comportare una 
perdita dell’attività biologica, nonostante siano contrastati dagli eccipienti aggiunti in fase di 
formulazione. In più la ricostituzione della soluzione essiccata è necessaria prima della 
somministrazione del farmaco, che deve essere nuovamente disciolto prima di poter essere 
utilizzato. Inoltre, rappresenta un processo che richiede un enorme consumo energetico per 
l’allontanamento di esigue quantità di acqua: questa scarsa efficienza e gli elevati costi correlati 

devono essere dunque compensati da un alto valore aggiunto del prodotto liofilizzato. 

La liofilizzazione, ciononostante, risulta fondamentale per i numerosi vantaggi quali, come 
visto in precedenza, la rimozione del solvente a bassa temperatura e pressione, ma anche la 
possibilità di condurre il processo in condizioni di sterilità (Pisano, 2021).  

La liofilizzazione comprende, dunque, una fase di congelamento, seguita da una fase di 
essiccamento a bassa temperatura in condizioni di vuoto spinto, al di sotto del punto critico 
dell’acqua, definita la fase di essiccamento primario. Successivamente comprende una fase di 
essiccamento secondario in condizioni di temperatura più elevate, in cui si procede con 
l’allontanamento dell’acqua intimamente legata alla struttura essiccata. 
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Figura  7: Rappresentazione delle fasi di liofilizzazione nel diagramma di stato dell'acqua - 
figura tratta da Klepzig et al.,2020, con modifiche 

 

1.7.1 Congelamento 

L’obiettivo della fase di congelamento è quello di separare il solvente acquoso tramite 

cristallizzazione e provocare, contemporaneamente, il raggiungimento della sovrasaturazione 
del soluto che tenderà a separarsi diventando poi la fase essiccata. La velocità di congelamento 
e la temperatura a cui avviene la formazione dei primi nuclei cristallini, ovvero la temperatura 
di nucleazione, costituiscono i due parametri chiave nel processo di congelamento. 

La fase di congelamento, più dettagliatamente, comporta la riduzione della temperatura del 
ripiano sopra cui sono appoggiati i flaconi contenenti il prodotto da liofilizzare, a temperature 
che possono raggiungere i -50°C, mantenendo in questa prima fase una pressione al valore 
atmosferico. 

Durante il processo la temperatura del liquido decresce fino al di sotto della temperatura di 
solidificazione del solvente: osservando la Figura 8 si nota infatti come la temperatura 
raggiunga il punto B al di sotto della temperatura di solidificazione (Tf), rimanendo in fase 
liquida fino al raggiungimento della temperatura di formazione dei primi nuclei stabili di 
cristalli di solvente. A causa dell’esotermicità del processo, il solvente si riscalda fino a 

raggiungere la temperatura di equilibrio termodinamico, ovvero la temperatura di 
solidificazione in precedenza superata (il punto C in Figura 8). Da questo momento in poi inizia 
la fase di crescita dei nuclei cristallini che progressivamente incorporano solvente liquido 
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circostante. La fase di congelamento termina quando i flaconi si sono portati ad una temperatura 
prossima a quella del ripiano raffreddante (punto E). 

 

Figura  8: Andamento della temperatura nella fase di congelamento: dalla temperatura 
ambiente (punto A) si effettua un sottoraffreddamento fino a raggiungere la nucleazione 
(punto B) che, a causa della sua esotermicità, porta ad un riscaldamento fino al punto C, 

punto di equilibrio termodinamico. La temperatura successivamente diminuisce fino a 
raggiungere quella del ripiano. - figura tratta da Pisano, 2021, con modifiche 

 

La temperatura di nucleazione, in particolare il grado di sotto-raffreddamento, ovvero la 
differenza tra quest’ultima e la temperatura termodinamica di solidificazione, costituisce un 
parametro fondamentale poiché definisce la morfologia dei cristalli e, di conseguenza, la 
morfologia del prodotto essiccato che a sua volta influisce sulla velocità di essiccamento stessa. 
Rappresenta dunque un parametro da modificare per agire sulla dimensione dei cristalli di 
ghiaccio. La temperatura di nucleazione stabilisce, infatti, la quantità di cluster stabili che si 
formano: a basse temperature di nucleazione si ha un’elevata quantità di nuclei stabili. Si otterrà 

dunque, a parità di acqua solidificata, un maggior numero di cristalli di dimensioni ridotte 
(Pisano, 2021). 

Il secondo parametro da controllare rappresenta la velocità di raffreddamento: è necessario 
eliminare il calore che si libera a causa della cristallizzazione, altrimenti si corre il rischio di 
superare la temperatura di equilibrio termodinamico e promuovere la fusione del ghiaccio. In 
particolare, più elevata è la velocità di raffreddamento, più grande sarà la quantità di calore 
sottratto. 

La velocità di raffreddamento, in misura minore rispetto alla temperatura di nucleazione, ha 
anche essa un impatto sulla morfologia cristallina. Tanto più veloce sarà la velocità di 
accrescimento dei cristalli, quanto più questi ultimi saranno piccoli e numerosi. 
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La temperatura di nucleazione, come detto in precedenza, influisce sulla morfologia del 
prodotto essiccato: a bassa temperatura si avranno, dopo la sublimazione del solvente, un 
prodotto essiccato con tanti piccoli pori attraverso cui il vapore rimanente faticherà ad uscire: 
questo comporta un rallentamento dell’essiccamento primario. Se, invece, la temperatura di 

nucleazione è mantenuta a valori più elevati si formerà una matrice essiccata contenente pochi 
pori, di grande dimensione e interconnessi che il vapore attraverserà con più facilità. 

La temperatura di nucleazione è, tuttavia, una variabile stocastica non uniforme all’interno di 

uno stesso lotto di flaconi. Si sono dunque studiate nel corso degli anni delle tecniche per 
modificarla e favorire una maggiore omogeneità del prodotto essiccato da un flacone all’altro 

del medesimo lotto. In particolare, le tecniche più comunemente utilizzate consentono di forzare 
la formazione di cluster cristallini stabili allo stesso valore di temperatura per tutti i flaconi del 
lotto introducendo un disturbo. Tra le tecniche più utilizzate si possono enumerare: 

• La tecnica dello shift di pressione: si procede con un raffreddamento al di sotto della 
temperatura di solidificazione per cui non si ha ancora nucleazione spontanea, seguito 
dall’introduzione di una corrente di argon fino a raggiungere una sovrapressione di 2-3 
bar. Parte dell’argon viene disciolto nel liquido e, una volta evacuato, viene rilasciato 

provocando la formazione di bolle di gas che costituiscono siti eterogenei di 
nucleazione. In questo modo viene indotta la nucleazione in tutti i flaconi alla stessa 
temperatura (Pisano, 2021). 

• La tecnica dell’ice-fog: questa tecnica sfrutta il fenomeno del seeding in 
cristallizzazione, ovvero l’innesco a cascata dovuta all’inserimento di cristalli della 

soluzione che si vuole cristallizzare all’interno di una soluzione sovra-satura. Viene 
dunque introdotta in camera di liofilizzazione una sospensione di cristalli di ghiaccio 
che provoca l’innesco della cristallizzazione in un istante comune per tutti i flaconi. È 
necessario, tuttavia, che la nebbia riesca a raggiungere tutti i flaconi presenti nel lotto 
per evitare eterogeneità (Patel et al., 2009). 

 

1.7.2 Essiccamento primario 

Durante la fase di congelamento il soluto può precipitare in forma di cristalli o può creare una 
matrice amorfa. Il solvente, invece, separato sottoforma di ghiaccio, è allontanato tramite 
sublimazione nella fase di essiccamento primario. Il vapore viene evacuato dalla camera di 
liofilizzazione grazie ad un condensatore ed una pompa da vuoto. 

L’essiccamento primario costituisce la fase più critica e lunga del processo, può infatti 

raggiungere durate di giorni o settimane contro le 5-6 ore richieste solitamente per la fase di 
congelamento e le 5-10 ore necessarie per l’essiccamento secondario. 

La criticità della fase di essiccamento primario risiede nella necessità di mantenere la 
temperatura del prodotto in fase di liofilizzazione al di sotto di un valore critico, la temperatura 
massima ammissibile. Una volta superato questo valore di temperatura, infatti, il prodotto 
essiccato andrebbe incontro al collasso. Il valore di temperatura critica può dipendere dalla 
composizione del biofarmaco come dalla tipologia di eccipienti impiegati in formulazione.  
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Tuttavia, per evitare di dilatare i tempi di essiccamento e accelerare il processo è necessario 
lavorare al di sotto della temperatura critica, ma quanto più vicini possibili a questo limite 
(Pisano, 2021). 

La sublimazione, inoltre, è un processo che parte dall’interfaccia e, col progredire del 

fenomeno, provoca la formazione di due strati all’interno del prodotto: lo stato sovrastante 

essiccato caratterizzato da porosità laddove il ghiaccio è stato allontanato e lo stato congelato 
caratterizzato dalla matrice solida contenente i cristalli di ghiaccio.  

All’aumentare dello spessore dello strato essiccato durante la sublimazione, aumenta la 

resistenza che il vapore deve contrastare per attraversare il prodotto e allontanarsi dalla camera 
di liofilizzazione. Quando la resistenza al passaggio di vapore è elevata, il calore fornito non è 
più interamente impiegato per la sublimazione, ma tende ad accumularsi nel prodotto 
aumentandone la temperatura, che deve essere monitorata affinché non superi il valore critico.  

La temperatura del prodotto può essere misurata utilizzando delle termocoppie, che possono 
tuttavia costituire un sito eterogeneo di nucleazione, oppure un sensore a resistenza elettrica 
che sfrutta la variazione della resistenza di una bobina di metallo al variare della temperatura. 

Esistono diverse tecniche utilizzabili per misurare il punto di fine dell’essiccamento primario, 

ovvero quando la totalità del ghiaccio è stata rimossa tramite sublimazione. La tecnica più 
impiegata è quella del confronto tra le misure di pressione fornite dalla sonda Pirani e dalla 
sonda capacitiva. La sonda Pirani è, infatti, una sonda termoconduttiva che fornisce il valore di 
pressione corretto in camera in una condizione di atmosfera composta al 100% da azoto. Il 
valore di pressione misurato da una sonda capacitiva è, invece, indipendente dalla composizione 
dei gas in camera. Il rapporto tra queste due misure tende dunque al valore unitario nel punto 
di fine dell’essiccamento primario, ovvero quando tutto il vapore acqueo si è allontanato dalla 

camera ed è stato compensato da una corrente di azoto, necessaria per mantenere la pressione 
desiderata. 

 

1.7.3 Essiccamento secondario 

L’obiettivo della fase di essiccamento secondario è quello di separare il solvente intimamente 
intrappolato nella matrice solida o adsorbito in superficie. Per il desorbimento è, tuttavia, 
necessario operare un riscaldamento a temperature più elevate, prossime alla temperatura 
ambiente. Questo riscaldamento spinto è reso possibile dalla variazione che subisce la 
temperatura massima ammissibile con il contenuto residuo di umidità. In particolare, nel caso 
di prodotti amorfi, la temperatura critica è rappresentata dalla temperatura di transizione 
vetrosa, che diminuisce all’aumentare del residuo di umidità e viceversa (Pisano, 2021): il 
solvente ha infatti un ruolo plasticizzante e favorisce la mobilità e il collasso della matrice 
essiccata. 
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1.8 Scopo della Tesi  

L’obiettivo del seguente lavoro di Tesi è quello di studiare la sintesi di nanoparticelle lipidiche 
veicolanti acido nucleico, in particolare RNA. Quest’ultimo è stato ricavato, in una fase 

preliminare delle attività sperimentali, tramite estrazione mediante “RiboPure-Yeast Kit” da 

una coltura di lievito Saccharomyces cerevisiae (MUCL: 38902). La sintesi delle LNPs è stata 
ottenuta tramite nano-precipitazione impiegando un reattore Vortex e sono stati valutati i 
seguenti parametri: la dimensione media, il potenziale zeta e l’efficacia di incapsulamento.  

In seguito alla sintesi si è proceduto con lo studio delle migliori condizioni di conservazione 
delle nanoparticelle: in un primo momento in assenza di eccipienti stabilizzanti e, 
successivamente, valutando diverse condizioni di formulazione per selezionare la 
composizione ottimale in termini di crioprotettori, impiegabile in vista delle fasi di 
congelamento ed essiccamento in liofilizzazione. 

Infine, si sono studiate differenti tecniche di estrazione dell’acido nucleico incapsulato nelle 

nanoparticelle per valutare eventuali danneggiamenti subiti dall’RNA in seguito all’ 

incapsulamento. Una volta identificata la tecnica di estrazione, si è operato un confronto 
qualitativo tra l’RNA estratto da nanoparticelle lipidiche fresche e l’acido nucleico estratto da 
nanoparticelle lipidiche sottoposte a processo di liofilizzazione. Il confronto qualitativo è stato 
effettuato mediante tecniche elettroforetiche su gel di agarosio. 
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2. Materiali e Metodologie sperimentali 

2.1 Coltura di Saccharomyces cerevisiae 

Il primo obiettivo del seguente lavoro di Tesi è stato quello di estrarre l’RNA necessario per le 
successive prove di sintesi di nanoparticelle per la sua veicolazione. 

L’RNA necessario è stato estratto da cellule di lievito Saccharomyces cerevisiae (MUCL: 
38902) cresciute su terreno Malt Extract Agar (MEA), caratterizzato dalla seguente 
composizione: 20 g/L Estratto di malto, 20 g/L Glucosio, 20 g/L Agar e 2 g/L Peptone. Il lievito 
è stato dunque coltivato su terreno MEA ad una temperatura di 30°C per un periodo di 20 ore 
ed è stato successivamente inoculato in 25 mL di terreno liquido Malt Extract Broth (MEB), 
avente la stessa composizione de terreno MEA senza l’aggiunta dell’agar, in una provetta 
Falcon da 50 mL alla temperatura di 30°C, in agitazione a 120 rpm per un tempo di 20 ore. È 
stato effettuato un inoculo standardizzato, rappresentato dal 10% del volume della coltura 
totale, avente una densità ottica a 600 nm compresa tra 0.8 e 1. 

2.2 Estrazione di RNA dalle cellule di lievito 

L’estrazione di RNA dalle cellule di Saccharomyces cerevisiae viene effettuata impiegando un 
kit di estrazione commerciale “RiboPureTM – Yeast Kit” (Ambion, Life technologies). 

Il kit fornisce i reagenti e i contenitori necessari al fine di eseguire l’estrazione di RNA da 

lievito e la procedura da impiegare consta di diversi passaggi in successione: in particolare, la 
rottura delle cellule di lievito mediante una miscela di lisi e sferette di zirconia, utilizzando un 
agitatore Vortex per favorire la lisi, e la purificazione dell’RNA tramite una cartuccia filtrante 
contenente fibra di vetro. 

Per effettuare l’estrazione il kit prevede un quantitativo massimo di cellule di lievito impiegabili 

pari a 3x108: è stato dunque necessario stabilire la quantità unità formanti colonia per ogni 
millilitro utilizzando una retta di taratura reperibile in letteratura (Apex Scientific) che permette 
di relazionare l’OD600, ovvero il valore di assorbanza a 600 nm misurato allo spettrofotometro, 
con la concentrazione di cellule. L’equazione ricavata dalla retta di taratura è riportata di 

seguito: 

 

OD600 = 0.064 x Cellule [106 𝐶𝐹𝑈

𝑚𝐿
 ] + 0.018 

  

Al fine di procedere con l’estrazione è stata dunque definita la diluizione necessaria per poter 

ottenere una concentrazione massima di cellule pari a 3x108 CFU/mL. 

L’estrazione, come anticipato, si effettua tramite fasi successive, ognuna delle quali comprende 
una precisa successione di operazioni da eseguire. 
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I. Fase 1: Lisi cellulare 
 

1. Si raccolgono i pellet di cellule di lievito all’interno di Eppendorf da 2 

mL tramite centrifugazione (3 minuti – 12000g – temperatura costante 
di 20°C). 

2. Si addiziona a ciascun pellet di cellule di lievito la miscela di lisi, 
seguendo l’esatto ordine con cui i reagenti sono di seguito citati, 

composta da: 
a) Lysis Buffer: 480 µL; 
b) 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS): 48 µL; 
c) Fenolo : Cloroformio : Alcol isoamilico 480 µL; 

Si miscela il contenuto delle Eppendorf mediante agitatore vortex per 
circa 15 secondi. 

3. Si trasferisce la miscela di lisi preparata all’interno di provette Eppendorf 

con tappo a vite da 1.5 mL, fornite all’interno del kit, precedentemente 

riempite con sferette di zirconio fino a raggiungere una sospensione di 
circa 1060 µL. Il volume delle sfere deve essere di circa 750 µL, questo 
valore può essere ottenuto andando a riempire la provetta con le sfere di 
zirconio fino ad un’altezza di 2.5 cm a partire dal fondo (figura 9): 

 

Figura  9: indicazione per la quantificazione di sfere di zirconio - immagine tratta dal 
Protocollo RiboPure - Yeast Kit 

4. Si miscelano le provette utilizzando l’agitatore vortex per 16 minuti, le 
provette devono essere posizionate con i tappi rivolti verso il centro e 
bloccate all’agitatore tramite nastro adesivo di carta. Durante questa fase 

è favorita la lisi cellulare delle cellule di lievito. 
5. Si centrifugano le provette contenenti le sfere ed il materiale lisato a 

16100 g per 15 minuti e al termine dell’operazione si ottengono due fasi 

separate da un disco bianco, la fase acquosa superiore è quella che 
contiene l’RNA da separare. 
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Figura  10: formazione del disco che separa la fase contenente l'acido nucleico dalle sfere di 
zirconia 

II. Fase 2: Preparazione alla purificazione 
 

1. Si recupera la fase acquosa superiore contenente l’RNA, che avrà un volume di 
circa 530 µL e la si inserisce all’interno di una provetta Falcon con capacità di 
15 mL. 

2. Si procede addizionando i seguenti reagenti necessari per la purificazione, 
avendo cura di miscelare il tutto con una micropipetta: 

a) Binding Buffer: 1900 µL; 
b) Etanolo 100%: 1250 µL; 

Il volume complessivo ottenuto dopo questo step è di circa 3680 µL. 
3. Si inserisce la cartuccia filtrante all’interno di una provetta Eppendorf. 
4. Si dispensano, volta per volta, 700 µL della miscela ottenuta al punto II.2 sulla 

cartuccia filtrante fino ad esaurimento della miscela da trattare. Per ogni 
caricamento della miscela si procede con una centrifugazione a 16000 g per 1 
minuto, al termine delle quali il materiale filtrato deve essere raccolto e separato 
dalla provetta contenente il filtro. 
L’acido nucleico, alla fine di questo secondo step, si trova intrappolato 
all’interno del filtro a fibre di vetro. 
 

III. Fase 3: Lavaggio del filtro 
 

1. Si effettua un primo lavaggio del filtro impiegando 700 µL di Wash Solution 1: 
la soluzione viene caricata sulla cartuccia filtrante e la provetta è centrifugata 
(16000 g per un minuto a temperatura ambiente). Al termine della 
centrifugazione il filtrato viene raccolto e separato. 
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2. Si effettua un secondo lavaggio del filtro impiegando 500 µL di Wash Solution 
2/3: la soluzione viene caricata sulla cartuccia filtrante e la provetta è 
centrifugata (16000 g per un minuto a temperatura ambiente). Al termine della 
centrifugazione il filtrato viene raccolto e separato.  
Quest’ultima operazione viene ripetuta due volte utilizzando, dunque, un totale 

di 1000 µL della soluzione di lavaggio Wash Solution 2/3. 
3. Si effettua un ultimo ciclo di centrifugazione a 16000 g per un minuto a 

temperatura ambiente in modo tale da far precipitare i residui di lavaggio rimasti 
intrappolati nel filtro. 
 

IV. Fase 4: Eluizione degli acidi nucleici 
 

1. Il filtro lavato viene inserito all’interno di una provetta Eppendorf pulita e 

vengono dispersi 50 µL di Elution Solution precedentemente riscaldata a 95°C. 
Si procede con una centrifugazione a 16000 g per un minuto a temperatura 
ambiente. Il filtrato prodotto al termine della centrifugazione contiene gli acidi 
nucleici estratti e deve essere raccolto. 
L’operazione viene eseguita due volte per un totale di 100 µL di sospensione di 
acidi nucleici. 
 

V. Purificazione dell’RNA 

Al termine della fase 4 si è ottenuta una miscela di acidi nucleici estratti dal lievito. Tuttavia, 
lo scopo del seguente lavoro di Tesi è quello di produrre nanoparticelle lipidiche con RNA 
incapsulato, per tale motivo è necessario procedere con un ultimo step di purificazione volto ad 
allontanare l’eventuale DNA estratto dalla sospensione ottenuta. Per l’eliminazione del DNA 

si procede con un trattamento con l’enzima DNasi: 

1. Nei 100 µL di sospensione ottenuta si addizionano i seguenti reagenti di 
purificazione: 

a) 10X DNase 1 Buffer: 10 µL, ovvero 1/10 del volume da trattare; 
b) DNase 1: 4 µL; 

2. Si procede con l’incubazione del campione a 37°C per 30 minuti, affinché 

avvenga la reazione enzimatica di digestione del DNA. 
3. Si inseriscono 11 µL di DNase Inactivation Reagent al campione, previa ri-

sospensione del reagente di inattivazione mediante agitazione. Questo step di 
inibizione è necessario affinché cessi l’attività dell’enzima DNasi. 

4. Si miscela il campione utilizzando un agitatore vortex e si attendono 5 minuti. 
5. Si procede, infine, con una centrifugazione a 10000 g per 3 minuti al termine dei 

quali il DNA è contenuto nel precipitato. Si recupera il surnatante contenente 
l’RNA. 

Il valore della concentrazione di RNA estratto si ottiene mediante analisi di assorbanza allo 
spettrofotometro valutando l’assorbanza della soluzione alla lunghezza d’onda di 260 nm, 

ovvero la lunghezza d’onda (λ) a cui assorbono gli acidi nucleici, come verrà descritto 
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successivamente nel paragrafo 2.7.1. La misurazione allo spettrofotometro per la valutazione 
della concentrazione va eseguita ad ogni utilizzo dell’acido nucleico per poter stimare 

l’efficienza di incapsulamento impiegando un valore di riferimento aggiornato. 

Al termine della procedura è possibile riporre l’RNA estratto a conservare in freezer a -20°C. 

2.3 Nanoparticelle lipidiche 

Per la sintesi delle nanoparticelle lipidiche si è seguito il procedimento sviluppato da Semple 
(2001) impiegando come lipide cationico il DODAP, ovvero il 1,2-dioleil-3-dimetilammonio 
propano; come PEG-lipide il PEG-Cer16, ovvero l’N-palmitoyl-sfiingosina-1-{succinil [metossi 
(polietilene glicol)2000]} e come fosfatidilcolina il DSCP, ovvero il disteroilfosfatidilcolina. 

2.3.1 Lipidi 

Come anticipato nel paragrafo 2.3 i lipidi impiegati risultano: 

- Il 1,2-dioleil-3-dimetilammonio propano (DODAP): il DODAP, rappresentato in Figura 
11 è un lipide ionizzabile che conferisce una carica positiva alla nanoparticella, 
fondamentale affinché avvenga l’interazione tra la sua carica positiva e la carica 

negativa dell’RNA da incapsulare. 
 

 

Figura  11: Struttura molecolare del DODAP 

- l’N-palmitoyl-sfiingosina-1-{succinil [metossi (polietilene glicol)2000]}: anche 
denominato PEG-Cer16 , rappresentato in Figura 12, conferisce alle nanoparticelle una 
maggiore resistenza nei fluidi fisiologici, inibendo l’aggregazione. 
 

 

Figura  12: Struttura molecolare del PEG-Cer16 

 
- Il disteroilfosfatidilcolina (DSCP): rappresentato in Figura 13 diventa parte integrante 

dello strato fosfolipidico regolando dunque il rilascio di RNA e ricoprendo dunque un 
importante ruolo strutturale. 
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Figura  13: Struttura molecolare del DSCP 

- Il colesterolo: rappresentato in Figura 14, conferisce stabilità alla struttura della 
nanoparticella. 
 

 

Figura  14: Struttura molecolare del colesterolo 
 

2.3.2 Nuclease free water 

L'acqua nuclease free è acqua che è stata specificatamente trattata in modo tale da eliminare o 
inibire le nucleasi, enzimi che possono andare a degradare l’RNA o il DNA e per questa ragione 
è impiegata in tutte le sintesi in cui prendono parte gli acidi nucleici. 

È necessario che venga utilizzata per la sintesi delle LNPs in modo tale da evitare la 
degradazione degli acidi nucleici da incapsulare da parte degli enzimi eventualmente presenti. 

2.3.3 Sodium acetate buffer 

La soluzione acquosa di acetato di sodio e acido acetico (0.1 M C2H3NaO2– 0.1 M CH3COOH, 
pH 4.5) viene utilizzata per solubilizzare l’RNA, ovvero come anti-solvente nel processo di 
sintesi delle nanoparticelle lipidiche. Si riportano di seguito in Figura 15 le formule di struttura 
dei reagenti e successivamente la composizione della soluzione necessaria per ottenere 40 mL 
di soluzione acida (Tabella 1). Il pH della soluzione deve essere circa pari a 4.5.  

a)     b) 

 

 

 

Figura  15: Formule di struttura dell'acido acetico (a) e dell'acetato di sodio (b) 
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Tabella 1:Composizione per ottenere 40 mL di soluzione acida 

 
mL M mol 

Quantità 
prelevate 

Acetato di sodio 25.5 0.1 0.0025 0.209 g 
Acido acetico 14.5 0.1 0.0015 82.98 µL 

 

2.3.4 Etanolo 

Per la sintesi delle nanoparticelle lipidiche si utilizza principalmente l’etanolo 100% come alcol 
in cui dissolvere i lipidi di interesse. Questo successivamente deve essere allontanato dalla 
sospensione tramite centrifugazione poiché non deve essere presente durante la liofilizzazione 
per ragioni di sicurezza, essendo i suoi vapori combustibili, oltre che per la bassa temperatura 
di congelamento. 

2.3.5 Metodo di sintesi delle nanoparticelle lipidiche 

Nella prima fase di questo lavoro di Tesi sono state sintetizzate nanoparticelle prive di RNA 
incapsulato per andare a valutare le dimensioni delle nanoparticelle e gli effetti su queste ultime 
andando a raddoppiare il volume di reagenti di sintesi.  

Per la sintesi delle nanoparticelle lipidiche vuote e delle nanoparticelle lipidiche con RNA 
incapsulato si è seguita la procedura ideata da Semple (2001) utilizzando acqua nuclease free 
nel secondo caso, descritta nel paragrafo 2.3.2, per evitare eventuali danneggiamenti dell’acido 

nucleico da parte di enzimi nucleasi. La sintesi delle LNPs, il cui processo è schematizzato in 
Figura 16, può essere riassunta in quattro step principali: 

1. Si prepara la soluzione solvente (etanolo con lipidi) e antisolvente (sodium acetate 
buffer con acido nucleico). In etanolo viene sciolta una quantità di 1 mg/mL di lipidi 
DSPC/CHOL/DODAP/PEG-Cer16 (in proporzioni 25/45/20/10, mol/mol/mol/mol) 
mentre l’RNA si trova in concentrazione pari a 0.03% nel sodium acetate buffer. 

2. Si riscaldano pari volumi di entrambe le soluzioni all’interno di un bagno termostatato 

a 65°C per 1 minuto. 
3. Si procede, in maniera repentina, dopo il riscaldamento, con la sintesi tramite l’utilizzo 

del reattore Vortex: 250 mL di ogni soluzione vengono inseriti all’interno di una 

Eppendorf da 1.5 mL e posti in agitazione per 30 secondi alla massima velocità 
raggiungibile dal Vortex mixer. 

4. Una volta terminata la fase di sintesi, si procede con la separazione delle nanoparticelle 
dal solvente (etanolo e acido acetico) tramite centrifugazione a 16000 rpm per 15 minuti, 
alla temperatura costante di 20°C. 
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Figura  16: Schema del processo di sintesi di nanoparticelle lipidiche veicolanti RNA tramite 
reattore Vortex – Figura tratta da Colombo, 2021, con modifiche. 

 

2.4 Apparato sperimentale per la sintesi delle nanoparticelle lipidiche 

La tecnica di nanoprecipitazione descritta nel paragrafo precedente permette l’ottenimento di 

nanoparticelle lipidiche. In questo lavoro di Tesi è stato impiegato il Vortex Mixer come 
strumento per effettuare la sintesi, nonostante esistano alternative a quest’ultimo, come il 

Confined Impinging Jets Mixer (CIJM), un microreattore in cui in reagenti vengono iniettati 
tramite pompa ad infusione, il cui funzionamento necessita però di quantitativi maggiori di 
reagenti. 

Come già anticipato, inizialmente sono state prodotte nanoparticelle vuote per studiarne le 
dimensioni e verificare che le condizioni operative impiegate risultano ottimali per la loro 
sintesi. Si è in seguito proceduto all’incapsulamento dell’RNA all’interno dei vettori lipidici. 

In questo caso tutte le sintesi vengono eseguite con RNA totale estratto da S. cerevisiae e con 
acqua nuclease free in modo tale da evitare qualsiasi tipo di contaminazione da parte di enzimi 
RNAsi. 

2.4.1 Agitatore Vortex 

Il Vortex è un mixer utilizzato ampiamente nei laboratori per la miscelazione di piccole provette 
contenenti liquidi. È costituito da un motore elettrico con albero verticale a cui viene attaccato 
un piatto sovrastato da una spugna forata, quest’ultima costituisce l’alloggiamento per le 

provette Eppendorf da 1.5 mL contenenti i reagenti. 

Per la sintesi delle LNPs è necessario che il solvente, ovvero la miscela di etanolo e lipidi, venga 
aggiunta lentamente alla fase antisolvente precedentemente posta all’interno della provetta. 

Effettuare la sintesi delle nanoparticelle direttamente all’interno delle provette costituisce un 

grande vantaggio legato al fatto che queste ultime possono essere posizionate direttamente in 
centrifuga per la separazione del solvente, evitando così trasferimenti di materiale che 
potrebbero comportare una dilatazione dei tempi di sintesi nonché una perdita di nanoparticelle. 
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2.5 Separazione del solvente dalle nanoparticelle 

La separazione delle nanoparticelle dal solvente nel quale si trovano disperse, ovvero l’etanolo, 

costituisce uno step fondamentale per il successivo utilizzo delle particelle nelle fasi di 
conservazione e liofilizzazione. Le nanoparticelle lipidiche, infatti, potrebbero subire 
danneggiamenti qualora fossero conservate per tempi lunghi all’interno di miscele di etanolo e 
soluzione acida.  

Esistono innumerevoli tecniche impiegabili per l’allontanamento del solvente: le due principali 
risultano essere la dialisi e la centrifugazione. La dialisi sfrutta delle membrane, ad esempio di 
estere di cellulosa, che permettono il passaggio selettivo di alcune molecole e ne trattengono 
altre sfruttando la differenza di concentrazione dei soluti tra l’esterno e l’interno della 

membrana stessa. 

Per questo lavoro di Tesi, tuttavia, si è utilizzata la tecnica di centrifugazione per 
l’allontanamento dell’etanolo dalle nanoparticelle lipidiche. 

2.5.1 La centrifugazione 

L’operazione di centrifugazione per la separazione delle LNPs dall’etanolo viene svolta ad una 

velocità di 16000 rpm per una durata di 15 minuti ad una temperatura di 20°C, necessaria per 
contrastare un eccessivo effetto termico di produzione di calore che potrebbe favorire la 
degradazione delle nanoparticelle. Al termine della centrifugazione si ottiene un pellet di 
nanoparticelle precipitate sul fondo delle provette Eppendorf ed un surnatante da allontanare ed 
analizzare. Il surnatante ottenuto può, infatti, essere utilizzato per valutare l’efficienza di 

incapsulamento dell’acido nucleico tramite misurazione spettrofotometrica, trattata in seguito 
nel paragrafo 2.7.  

Le nanoparticelle lipidiche precipitate vengono re-disperse in 500 µL di acqua nuclease free o 
di soluzione zuccherina che ne favorisce la stabilità durante la fase di conservazione e 
successivamente possono essere destinate alla liofilizzazione. 

2.6 Tecniche di caratterizzazione delle nanoparticelle 

Per caratterizzare le nanoparticelle è necessario valutare tre caratteristiche peculiari di queste 
ultime: la loro dimensione media, l’indice di polidispersità, ovvero un parametro che fa 

riferimento all’eterogeneità della distribuzione, e il potenziale ζ che definisce la carica 
superficiale delle particelle. Inoltre, è fondamentale misurare l’efficienza di incapsulamento 

dell’acido nucleico all’interno delle particelle per fornire un quadro completo delle loro 

caratteristiche. 

Misurando questi parametri nel corso del tempo è possibile ricavare informazioni inerenti alla 
stabilità delle nanoparticelle e alla loro conservazione, nonché i cambiamenti subiti in seguito 
a centrifugazione, variazione delle condizioni operative e procedura di estrazione degli acidi 
nucleici precedentemente incapsulati. 
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2.6.1 Tecnica del Dynamic Light Scattering (DLS) 

Il DLS costituisce uno strumento fondamentale per la misura dei tre parametri citati nel 
paragrafo 2.6 sfruttando la tecnica fisica della diffusione dinamica della luce per valutare il 
profilo della distribuzione di nanoparticelle in sospensione. 

 

2.6.1.1 Dimensione delle nanoparticelle 

La dimensione media delle particelle, che costituisce una caratteristica fondamentale per la loro 
capacità di penetrazione tessutale, si misura al DLS. In particolare, si sfrutta lo strumento Nano 
Zetasizer ZS (Malvern Instruments, Westborough, MA) che è dotato di laser a diodi da 4,5 mW 
come sorgente di luce a 670 nm. Per le prove viene impostata una temperatura di 25°C e 
vengono di conseguenza inseriti vari parametri, quali ad esempio la viscosità, la conducibilità 
elettrica, l’indice di rifrazione, facenti riferimento alla suddetta condizione di temperatura 
imposta. 

La tecnica del dynamic light scattering permette di ricavare la dimensione media delle 
nanoparticelle sfruttando il loro moto Browniano: quando i nanocarriers sono sospesi in un 
liquido, il loro movimento casuale e continuo è dovuto alle collisioni che avvengono tra le 
nanoparticelle stesse e le molecole di solvente circostanti. Al diminuire della grandezza delle 
particelle, queste diffondono più rapidamente nel liquido. 

L’analisi dimensionale si esegue inserendo il campione da valutare, appositamente diluito con 

acqua distillata o nuclease free water, all’interno di una cuvette di polistirene fino al 
raggiungimento di circa 1 mL di volume. La tecnica sfrutta un raggio laser che, inviato, descrive 
un angolo di 173° rispetto alle cuvette e illumina le nanoparticelle: la luce diffonderà in tutte le 
direzioni a causa della presenza delle particelle (secondo il fenomeno dello scattering) e subirà 
delle fluttuazioni di intensità dovute al moto Browniano delle particelle. Le fluttuazioni 
vengono rilevate da un detector collocato a 90° rispetto alla sorgente luminosa. Al fine di 
regolare l’intensità luminosa è posizionato inoltre un attenuatore tra il laser e la cuvette. Dalla 

frequenza di queste fluttuazioni si può correlare la dimensione delle particelle utilizzando 
l’equazione di Stokes-Einstein (Bucca, 2019): 

𝑑𝐻 =
𝑘𝑇

3𝜋𝜂𝐷
 

L’equazione correla dH, ovvero il diametro idrodinamico di una sfera, con il coefficiente 
traslazionale D tramite la costante di Boltzmann k, la temperatura assoluta T e la viscosità η. 

La tecnica permette inoltre di ricavare l’indice di polidspersità della distribuzione (PdI), ovvero 
una misura della eterogeneità della distribuzione dimensionale. Bassi valori dell’indice di 

polidspersità sono indice di un campione monodisperso, al contrario elevati valori del PdI 
identificano una sospensione avente un’ampia gamma di dimensioni nanoparticellari. 
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Figura  17: Principio di funzionamento del dynamic light scattering (DLS) – Figura tratta da 
Velichko et al., 2020, con modifiche 

 

2.6.1.2 Potenziale Zeta 

Un altro parametro misurabile tramite l’utilizzo della tecnica DLS è il potenziale ζ. In questo 
caso si utilizza all’interno dello strumento Nano Zetasizer una diversa tipologia di cuvette, le 

DTS1070 Malvern, mostrata in Figura 18. Queste cuvette sono infatti in grado di generare un 
campo elettrico che attraversa il campione caricato in esse, a causa della presenza di due 
elettrodi. Come nel caso della misura dimensionale, si utilizza una temperatura di riferimento 
pari a 25°C. 

 

Figura  18: Cuvette per la misura del potenziale zeta - Figura tratta da Danaei et al., 2018, 
con modifiche 
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Le LNPs sono caratterizzate da una carica superficiale netta che favorisce la concentrazione di 
ioni all’interfaccia tra la soluzione e le particelle: si troverà dunque una distribuzione di cariche 
differenti tra l’interfaccia e il bulk del solvente. In particolare, analizzando l’area in prossimità 

dell’interfaccia è possibile distinguere un doppio strato elettrico all’interno del quale si 

identifica una regione di stabilità degli ioni e della nanoparticella, ovvero il taglio idrodinamico, 
chiamato anche piano di scorrimento (slipping plane). La misura del potenziale in 
corrispondenza del piano di scorrimento è, appunto, il riferimento preso in considerazione, 
ovvero il potenziale ζ. 

Si possono dunque identificare degli intervalli di valori di potenziale ζ correlabili alla stabilità 

delle nanoparticelle: esistono valori del potenziale per cui le particelle risultano instabili e 
possono andare incontro a fenomeni di aggregazione e precipitazione. Inoltre, il potenziale ζ 

svolge un ruolo fondamentale sull’effetto di incapsulamento dell’acido nucleico dal momento 

che l’incapsulamento avviene a seguito dell’attrazione tra la carica positiva della nanoparticella 

e quella negativa dell’RNA. 

Il range ideale per favorire sia la stabilità delle LNPs che l’efficienza di incapsulamento 

solitamente oscilla tra i 5 e i 12 mV.  

 

Figura  19: Rappresentazione della distribuzione di cariche intorno ad una particella carica 
positivamente: in corrispondenza del piano di scorrimento si identifica il poteziale zeta - 

Figura tratta da Smith et al., 2017, con modifiche 
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La carica superficiale delle nanoparticelle si ottiene utilizzando la tecnica del Laser Doppler 
Micro-electrophoresis, che la misura a partire dalla mobilità elettroforetica di queste ultime. Il 
campo elettrico generato provoca infatti dei fenomeni elettrocinetici: le nanoparticelle cariche 
sospese si muovono in direzione dell’elettrodo di carica opposta attraversando le celle capillari 
delle cuvette munite di elettrodi ai capi dei quali è applicata la differenza di potenziale. Una 
volta raggiunto lo stato stazionario, si misura il potenziale tra i due elettrodi e la velocità di 
movimento, detta mobilità elettroforetica, tramite un Laser Doppler Velocimetry (Chibowski et 
al., 2016). La mobilità elettroforetica risulta proporzionale al potenziale ζ, com’è possibile 

osservare dall’equazione di Henry riportata di seguito. 

𝑈𝐸 =
2𝜀𝜁𝑓(𝐾𝑎)

3𝜂
 

in cui: 

- ζ rappresenta il potenziale zeta espresso in mV; 
- UE rappresenta la mobilità elettroforetica; 
- ε è la costante dielettrica; 
- η è la viscosità del solvente in kg/m s; 
- f(Ka) rappresenta la funzione di Henry, assume generalmente i valori di 1 o 1,5 a 

seconda del solvente utilizzato. 
 

Per effettuare le misurazioni del potenziale zeta ed evitare il fenomeno del multiple scattering 
o di sedimentazione delle particelle i campioni vengono diluiti 1:10. Una diluizione eccessiva 
può, al contrario, sfavorire la diffusione dei nanocarriers e renderla non rilevabile al detector. 

 

2.7 Spettrofotometria 

La spettrofotometria è una tecnica di misura che studia l’interazione tra la radiazione luminosa 
incidente e la materia in funzione della lunghezza d’onda della luce, in termini di riflessione o 
trasmissione. Analizzando questi parametri è possibile quantificare la concentrazione di una 
sostanza immersa in un solvente “trasparente”, il cosiddetto bianco. La radiazione assorbita 
provoca la transizione energetica degli elettroni più esterni delle molecole. 

La spettrofotometria UV-visibile, in particolare, è interessata all’assorbimento delle radiazioni 

elettromagnetiche nel campo dell’ultravioletto e del visibile, dunque con lunghezze d’onda di 

200-350 nm nel primo caso e di 350-700 nm nel secondo caso. 

Lo spettrofotometro presenta due sorgenti luminose che formano una radiazione policromatica, 
quest’ultima attraversa una fenditura di ingresso che seleziona i raggi paralleli e 

successivamente attraversa un monocromatore. Il monocromatore costituisce un sistema ottico 
in grado di scomporre la radiazione in raggi monocromatici e di selezionare uno specifico 
raggio con una determinata lunghezza d’onda selezionata dall’operatore. Il raggio così ottenuto 

colpisce il contenitore, denominato cuvette, contenente il campione da analizzare e viene in 
parte assorbito diminuendo la sua intensità luminosa proporzionalmente al valore di 
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concentrazione della molecola di interesse. Infine, un detector investito dalla radiazione genera 
un segnale elettrico che misura la quantità di energia assorbita dal campione, ovvero 
l’assorbanza.  

All’assorbanza ottenuta deve necessariamente essere sottratto il valore di assorbanza del 

bianco, ovvero l’assorbanza, alla lunghezza d’onda di interesse, del solvente senza altri 
componenti: in questo modo si è in grado di rendere il solvente trasparente. 

Il valore di assorbanza è ricavabile a partire dall’intensità luminosa mediante la legge di 

Lambert-Beer secondo cui, analizzando una soluzione infinitamente diluita, l’assorbanza di un 

cromoforo all’interno di un solvente trasparente varia linearmente con la lunghezza del percorso 

della cella del campione e con la concentrazione del cromoforo. 

 

Figura  20: Rappresentazione del principio di funzionamento di uno spettrofotometro 

 

2.7.1 Quantificazione dell’RNA mediante spettrofotometria  

Per effettuare la misurazione di interesse per questo lavoro di Tesi è necessario definire quale 
lunghezza d’onda viene assorbita dalla sostanza ricercata: trattandosi di RNA la lunghezza 
d’onda da ricercare corrisponde a λ = 260 nm. Si sono impiegati due strumenti di laboratorio 

per lo scopo: 

- Uno spettrofotometro (PerkinElmer Lambda 465) nel quale i campioni sono stati 
analizzati all’interno di cuvette; 

- Uno spettrofotometro per la lettura di piastre multipozzetto MultiSkan SkyHigh. In 
particolare, si sono utilizzate piastre da 96 pozzetti identificati con una lettera ed un 
numero, ognuno dei quali può essere riempito con 300 µL della soluzione da analizzare. 
In questo caso, a differenza del normale spettrofotometro, la sorgente luminosa 
attraversa il campione nei pozzetti della piastra dal basso verso l’alto. La sorgente 

luminosa si caratterizza da una lampada allo xenon. 
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Figura  21: Spettrofotometro MultiSkan SkyHigh con piastra multi-pozzetto 

 

Al fine di rientrare nel campo di linearità della legge di Lambert-Beer, in determinati casi, i 
campioni devono essere opportunamente diluiti. Il fattore di diluizione utilizzato viene poi 
inserito nella formula per il calcolo della concentrazione. 

Noto il valore di assorbanza è dunque possibile risalire alla concentrazione dell’acido nucleico 

utilizzando una specifica formula applicabile agli acidi nucleici: 

𝐶𝑅𝑁𝐴 = 𝐴260  × 𝐷𝐹 × 40 µ𝑔/𝑚𝐿  

in cui DF rappresenta il fattore di diluizione impiegato per la valutazione mentre l’ultimo 

termine indica che un valore di assorbanza unitaria a 260 nm corrisponde ad una quantità di 
RNA pari a 40 µg su millilitro, ovvero che A260 = 1 quando la concentrazione di RNA è di 40 
µg/mL. Grazie a questa equazione è possibile ottenere la concentrazione di RNA disciolto in 
acqua tramite una misurazione spettrofotometrica (Qiagen, 2019).  

2.7.2 Purezza dell’RNA 

Un altro parametro calcolabile tramite misure spettrofotometriche è la purezza dell’RNA, una 

stima di questo parametro si ottiene infatti calcolando il rapporto tra il valore di assorbanza a 
260 nm e il valore di assorbanza a 280 nm, lunghezza d’onda caratteristica dell’assorbanza delle 
proteine, possibili contaminanti. È un valore che risulta fortemente influenzato dal pH del 
campione, poiché a valori di pH acidi corrispondono bassi valori di purezza e ciò comporta 
maggiore contaminazione proteica. Valori di purezza ottimali rientrano ad esempio nel range 
1.6-2.1 (Craciun et al., 2019). 

𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑧𝑎 =  𝐴260/𝐴280 

2.8 Estrazione di RNA dalle nanoparticelle  

In questo lavoro di Tesi si sono studiate tecniche di estrazione dell’acido nucleico incapsulato 

nelle nanoparticelle lipidiche con lo scopo di valutare, in seguito, un confronto tra le 
caratteristiche qualitative delle nanoparticelle fresche e di quelle liofilizzate, impiegando 
tecniche elettroforetiche su gel di agarosio.  
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Per effettuare l’estrazione di RNA dalle nanoparticelle si è deciso di impiegare una miscela di 

lisi a base di fenolo, cloroformio e alcol isoamilico in precise proporzioni, reagenti in grado di 
favorire la rottura dello strato fosfolipidico delle LNPs (Ripoll et al., 2022). Gli stessi reagenti 
sono contenuti nel kit di estrazione RiboPure – Yeast utilizzato per l’estrazione di RNA dalle 

cellule di lievito. Si è dunque deciso di utilizzare il medesimo kit di estrazione utilizzato per le 
cellule di Saccharomyces cerevisiae anche per la rottura dei nanocarriers lipidici.  

La procedura seguita è stata dunque analoga a quella riassunta nel paragrafo 2.2: i pellet di 
nanoparticelle ottenuti in seguito a centrifugazione sono stati sottoposti a ridispersione 
mediante reagenti di lisi, rottura tramite agitazione in provette riempite con sferette di zirconio, 
cicli di filtraggio e di lavaggio utilizzando i filtri e le Wash Solutions contenute all’interno del 

kit e, infine, eluizione mediante Elution Solution. 

2.9 Studio della stabilità delle nanoparticelle lipidiche 

Questo lavoro di Tesi si è concentrato sullo studio della conservazione delle nanoparticelle 
lipidiche, tema che attualmente costituisce una problematica ancora senza soluzione, dal 
momento che vi sono ancora poche informazioni relative alla stabilità delle LNPs. Ad oggi si 
considera il congelamento a temperature ridotte (-80°C) la soluzione ottimale per la 
conservazione nelle molteplici applicazioni in cui sono coinvolte le nanoparticelle lipidiche. 

Le basse temperature, tuttavia, costituiscono un ostacolo al trasporto e alla distribuzione del 
prodotto. In questo lavoro di Tesi si è studiato l’andamento temporale delle distribuzioni 

dimensionali delle nanoparticelle al variare delle condizioni di conservazione per osservare 
quali di queste preservassero al meglio le dimensioni delle LNPs, contrastando i fenomeni di 
aggregazione o rottura. In un primo momento si è operato un confronto tra la conservazione 
delle LNPs in frigo e in freezer, osservando l’andamento delle dimensioni dopo 72 e 96 ore. 

Considerando la liofilizzazione delle nanoparticelle lipidiche l’alternativa più promettente per 
la loro conservazione, si è studiata la stabilità di queste ultime al variare della tipologia e della 
concentrazione di eccipienti crio-protettori, fondamentali durante il processo di liofilizzazione 
poiché in grado di proteggere le LNPs dagli stress meccanici e termici introdotti soprattutto 
nella fase di congelamento. I crio-protettori maggiormente utilizzati comprendono i disaccaridi 
come il saccarosio e i polioli come il mannitolo, per questa ragione si è operato un confronto in 
termini di distribuzioni dimensionali al variare del tempo in condizioni di formulazione a base 
di saccarosio a diverse concentrazioni (5 %, 10%, 15%, 20% p/v) e a base di saccarosio e 
mannitolo alle medesime concentrazioni.  

 

2.10 Caratterizzazione degli acidi nucleici: elettroforesi su gel 

L’elettroforesi su gel è una tecnica ampiamente utilizzata in biologia molecolare per la 
separazione, l'identificazione e la purificazione di molecole. In particolare si può utilizzare 
l’elettroforesi su gel per l’identificazione degli acidi nucleici: i frammenti di DNA e RNA, 
durante la prova elettroforetica, si separano in base alle loro dimensioni e alla carica. Questa 
tecnica coinvolge l’applicazione di un campo elettrico grazie al quale i frammenti di RNA 
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vengono separati: il campo elettrico, infatti, fa muovere gli acidi nucleici carichi negativamente 
e gli altri elementi in gioco, attraverso una matrice a base di gel, con velocità differenti in base 
alla loro carica, alle caratteristiche elettroforetiche del mezzo e al coefficiente frizionale delle 
molecole da separare, funzione della dimensione di queste ultime (Rio et al., 2010). I gel più 
utilizzati sono il gel di agarosio, frequentemente utilizzati per risolvere frammenti di RNA, e il 
gel di poliacrilammide. 

L’elettroforesi su gel di agarosio consente la separazione di frammenti di acidi nucleici con 

dimensioni che vanno dalle poche centinaia di paia di basi fino a 20 kb, mentre il gel di 
poliacrilammide è maggiormente utilizzato per la risoluzione di proteine (Funaki et al., 2017). 

La funzione della matrice di gel è quella di setaccio: consente infatti alle molecole più piccole 
di muoversi più rapidamente e, in maniera opposta, trattiene le molecole più grandi grazie alle 
porosità del gel. La soluzione da analizzare è inserita in corrispondenza di pozzetti di carico, 
formati prima della gelificazione della soluzione, per mezzo di un pettine di teflon. 

In questo lavoro di Tesi è stata impiegata la tecnica di elettroforesi su gel di agarosio per lo 
studio del confronto tra le caratteristiche qualitative dell’RNA estratto dalle cellule di lievito e 

da quello recuperato, tramite estrazione, dalle nanoparticelle fresche e dalle nanoparticelle 
liofilizzate. È stata effettuata una corsa elettroforetica dei campioni di RNA su gel nativo di 
agarosio 1% in buffer contenente Sybr safe alla concentrazione indicata dal produttore 
(Invitrogen). È stato impiegato come Marker il Millennium RNA Invitrogen (2 µg/pozzetto) 
per la lane 1. Sono stati quindi caricati i campioni: 1 µg di RNA totale in 2 µL di loading buffer 
Trackit (Invitrogen) (12 µL di volume totale nella lane 2 e 24 µL per le lanes 3 e 4). È stata 
inoltre effettuata una corsa elettroforetica dei due surnatanti, il primo a base di etanolo ottenuto 
dalla centrifugazione delle LNPs fresche e il secondo a base di soluzione zuccherina ottenuto 
dalla centrifugazione post-liofilizzazione. Sono stati caricati 20 µL di surnatante più 4 µL di 
Trackit per le lanes 6 e 7.  
La corsa è stata eseguita con sistema per corsa elettroforetica orizzontale Biorad a voltaggio 
costante (50 V, tampone TAE (Tris-Acetato-EDTA) pH 8.0) e successiva acquisizione 
dell'immagine tramite Chemidoc MP della Biorad.  
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Figura  22: schematizzazione di una prova elettroforetica – Figura tratta da Drabik et al., 
2016, con modofiche 

 

2.11 Apparato per la liofilizzazione della sospensione di nanoparticelle 

Per le prove di liofilizzazione di questo lavoro di Tesi si è utilizzato come strumento il MicroFD 
brevettato dalla Millrock Technology: rispetto ai precedenti strumenti utilizzabili quest’ultimo 

ha il vantaggio innovativo di comprendere un anello termo-controllato, il LyoSim, che circonda 
la camera di liofilizzazione andando a limitare eventuali effetti di bordo, favorendo così 
l’omogeneità di liofilizzazione per tutte le posizioni dei flaconi ottenendo una velocità di 
essiccamento analoga per ogni flacone del lotto. La temperatura dell’anello è modulata a 

seconda della temperatura misurata dalle termocoppie presenti all’interno dei flaconi e della 
termocoppia presente sul piano di appoggio.  

La tecnologia sfruttata dal MicroFD si basa sulla misurazione continua del coefficiente di 
scambio termico tra il ripiano e i flaconi posizionati su di esso, ottimizzando così il processo. 
Inoltre, un ulteriore vantaggio risiede nelle dimensioni contenute dell’apparecchiatura, molto 

ridotte rispetto ai classici liofilizzatori industriali: questa peculiarità consente di liofilizzare 
anche quantità di prodotto limitate nonché di occupare un minor spazio in laboratorio. 
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Figura  23: Liofilizzatore MicroFD®. dimensioni 30'' x 20'' x 67''. Peso di circa 136 kg 
 

Per questo lavoro di Tesi si sono riempiti i flaconi con 1.5 mL di sospensione di nanoparticelle 
disperse in soluzione zuccherina al 5% di saccarosio: lo scopo della prova è quello di andare a 
valutare l’eventuale presenza di differenze nelle caratteristiche dell’acido nucleico incapsulato 

nelle nanoparticelle a causa del processo di liofilizzazione. 

Le procedure di congelamento che si possono effettuare nel processo di liofilizzazione sono 
differenti. La tecnica utilizzata in questo lavoro di Tesi è la tecnica standard che comprende il 
congelamento non controllato: si procede con un singolo step di congelamento portando la 
temperatura dei campioni da 20°C a -50°C, con una variazione di temperatura del fluido 
refrigerante di un grado al minuto. 

Una volta completata la fase di congelamento si è portata la temperatura ad un valore di -20 °C, 
mantenuta fino alla fine dell’essiccamento primario. Per lo step finale di essiccamento 
secondario, invece, la temperatura è stata portata ad un valore di 20°C, mantenuta poi fino al 
termine della prova di liofilizzazione. 

In tutte le fasi del processo di liofilizzazione è stata mantenuta una pressione pari a 100 mTorr. 
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3. Sintesi di nanoparticelle lipidiche 

3.1 Sintesi di nanoparticelle lipidiche senza RNA 

In questa prima fase del lavoro di Tesi l’obiettivo delle prove sperimentali condotte è stato 
quello di studiare la sintesi delle nanoparticelle lipidiche utilizzando come riferimento il 
procedimento ideato da Semple (2001), descritto nel paragrafo 2.3.5. Per la sintesi si è utilizzato 
un microreattore Vortex e, in questa prima fase, si è eliminato lo step di aggiunta dell’acido 

nucleico. In particolare, si è proceduto inizialmente con la sintesi di nanoparticelle vuote per 
andare a valutare la dimensione media di queste ultime e il potenziale ζ.  

Affinché le nanoparticelle risultino ottimali è importante che le loro dimensioni medie rientrino 
nella scala dei nanometri, idealmente comprese tra i 100 nm e i 500 nm e che la loro carica 
superficiale sia positiva e compresa tra i 5-12 mV. 

La distribuzione dimensionale ottenuta è mostrata di seguito in Figura 24. 

 

Figura  24: Distribuzione delle dimensioni delle nanoparticelle lipidiche vuote ottenute 
tramite agitatore Vortex 

La dimensione media ottenuta è di 261 nm con indice di polidispersità pari a 0,190. Dalla 
misura del potenziale ζ, invece, questo risulta pari a 6,74 mV. Pertanto, le nanoparticelle in 
questione risultano, ancorché prive dell’acido nucleico, avere le caratteristiche desiderate in 

termini di dimensione media e di potenziale zeta. 

3.2 Sintesi di nanoparticelle lipidiche vuote: influenza del volume di sintesi 

In una seconda fase del lavoro sperimentale si è deciso di sintetizzare le nanoparticelle con la 
medesima procedura, ma andando a variare il volume dei reagenti di sintesi inseriti nella singola 
Eppendorf. 

Secondo il procedimento di sintesi, infatti, all’interno di ogni provetta Eppendorf da 1,5 mL è 

necessario inserire 250 µL di entrambe le soluzioni: la soluzione solvente e quella antisolvente, 
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per un totale di 500 µL. Le provette così riempite sono successivamente inserite all’interno del 

reattore Vortex dove avviene la sintesi delle LNPs. Tuttavia, è possibile inserire un volume 
maggiore e, pertanto, si è provato ad inserire all’interno di ogni Eppendorf 500 µL delle due 
soluzioni, per un totale di 1 mL.  

Dopo questa variazione nella metodologia di sintesi, si è proceduto con la verifica delle 
dimensioni medie in modo tale da stabilire se il volume delle soluzioni costituisse una variabile 
capace di influenzare significativamente le dimensioni delle nanoparticelle. 

I risultati ottenuti sono mostrati nella Figura 25. 

 

Figura  25: Confronto delle PSD di nanoparticelle lipidiche vuote sintetizzate con volumi 
diversi di soluzioni reagenti 

Dalla Figura 25 si può osservare come, utilizzando un quantitativo doppio del volume di sintesi 
delle nanoparticelle, la dimensione media cresca e raggiunga un valore di circa 346 nm, indice, 
probabilmente, di una minore efficacia del sistema di miscelazione. Per questa ragione si è 
deciso di proseguire con le prove sperimentali impiegando il volume di sintesi inferiore, ovvero 
di 250 µL. Non si sono verificate differenze sostanziali di carica superficiale tra i due casi 
esaminati. 

Tabella 2:  Dimensione media e indice di polidispersità di LNPs sintetizzate con due volumi 
differenti di soluzioni di sintesi 

 Volumi di sintesi: 250 
µL 

Volumi di sintesi: 500 
µL 

Dimensione media 269 nm 346 nm 
Indice di polidispersità 0,191 0,128 
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3.3 Sintesi di nanoparticelle vuote ed aggiunta di RNA in diverse concentrazioni 

La terza fase del lavoro sperimentale si pone come obiettivo quello di studiare le conseguenze 
del rilascio dell’RNA da parte delle nanoparticelle lipidiche. In particolare, si è andato a 

studiare, tramite tecniche spettrofotometriche, l’eventuale interazione dell’RNA con le 

nanoparticelle lipidiche, una volta avvenuto il rilascio, nonché eventuali interferenze tra i valori 
di assorbanza a 260 nm delle sole nanoparticelle lipidiche e delle LNPs con RNA presente 
all’esterno in varie concentrazioni. 

Si è dunque utilizzato lo spettrofotometro MultiSkan - SkyHigh inserendo in diversi pozzetti la 
soluzione di nanoparticelle lipidiche vuote e successivamente l’RNA in differenti 
concentrazioni: 30 µg/mL, 20 µg/mL e 10 µg/mL. Le concentrazioni scelte risultano prossime 
a quelle utilizzate per la sintesi delle nanoparticelle con RNA incapsulato, in cui l’RNA è 

presente in rapporto 1:30 con i lipidi di sintesi. 

Analoghe quantità di RNA a concentrazione decrescente sono state invece disperse in un 
tampone acido in modo tale da visualizzare il picco di assorbanza a 260 nm dell’acido nucleico 

puro, in condizione di assenza di nanoparticelle lipidiche. 

I risultati ottenuti sono riportati nelle Figure 26, 27, e 28. 

 

Figura  26: Spettri di assorbanza per le LNPs vuote, le LNPs con acido nucleico esterno (30 
µg/mL) e dell'acido nucleico (30 µg/mL) 
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Figura  27: Spettri di assorbanza per le LNPs vuote, le LNPs con acido nucleico esterno (20 
µg/mL) e dell'acido nucleico (20 µg/mL) 

 

Figura  28: Spettri di assorbanza per le LNPs vuote, le LNPs con acido nucleico esterno (10 
µg/mL) e dell'acido nucleico (10 µg/mL) 

Dai risultati ottenuti risulta evidente la differenza tra gli spettri di assorbanza a seconda che 
l’acido nucleico sia presente o meno: il picco a 260 nm è infatti osservabile soltanto nelle 
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situazioni in cui vi è RNA all’esterno delle nanoparticelle o in cui è presente in soluzione 

tampone. 

È possibile dunque dedurre che alla lunghezza d’onda di 260 nm, l’assorbanza delle 

nanoparticelle lipidiche non interferisce con quella dell’acido nucleico, una volta che 

quest’ultimo è presente in soluzione: questo risultato è utile nello studio del rilascio dell’acido 

nucleico incapsulato, dal momento che è possibile affermare che, col progredire del rilascio, 
l’aumento del picco di assorbanza a 260 nm è imputabile soltanto alla presenza di RNA in 
soluzione e non alle LNPs. 

Inoltre, considerando che in tutti e tre i casi presi in considerazione è presente un picco a 260 
nm per le nanoparticelle circondate da RNA all’esterno, si può concludere che, una volta 
avvenuto il rilascio dell’acido nucleico incapsulato, anche in assenza di centrifugazione che 

separi le nanoparticelle dall’RNA rilasciato, è comunque possibile individuare il picco di 
assorbanza. 

Infine, si può osservare come il picco di assorbanza decresca al decrescere della concentrazione 
di RNA e risulti più basso nelle condizioni in cui l’acido nucleico è presente in soluzione con 
le nanoparticelle, rispetto che si trovi in soluzione tampone. Quest’ultima considerazione 

suggerisce come le nanoparticelle esercitino comunque un’influenza sulla rilevazione 

spettrofotometrica dell’RNA, seppur non grandissima: parte dell’RNA viene probabilmente 
adsorbito sulla superficie delle LNPs, è infatti presente un delta di A260 pari a 0,51 nel primo 
caso e di 0,79 e 0,72 rispettivamente nel secondo e nel terzo. 

 

3.4 Sintesi di nanoparticelle con RNA incapsulato 

Dopo aver studiato la sintesi delle LNPs vuote e gli effetti di un eventuale rilascio di RNA, si è 
proceduto con la sintesi delle nanoparticelle lipidiche contenenti RNA incapsulato. La sintesi, 
in questo caso, procede come descritto in precedenza nel paragrafo 2.3.5, ovvero viene aggiunta 
una quantità di RNA nel sodium acetate buffer in concentrazione pari allo 0,03%.  

Inizialmente si è studiata la dimensione media delle nanoparticelle lipidiche con RNA 
incapsulato, per verificare un’eventuale variazione di tale parametro rispetto ai nanocarriers 
vuoti. Successivamente si è misurata la carica superficiale. 

I risultati ottenuti sono mostrati in Figura 29. 
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Figura  29: Distribuzione dimensionale delle LNPs con RNA incapsulato 
Dall’analisi dimensionale è possibile osservare come le nanoparticelle risultino di dimensioni 
lievemente maggiori quando veicolano l’acido nucleico incapsulato. La dimensione media 

risulta infatti di 321 nm (contro i 261 nm in assenza di RNA) con un indice di polidispersità 
pari a 0,32. 

Il potenziale ζ in questo caso è di 10,4 mV. 

 

3.4.1 Sintesi di nanoparticelle con RNA incapsulato: analisi spettrofotometrica 

Lo scopo di questa fase sperimentale è quella di confrontare, come fatto in precedenza nel 
paragrafo 3.3, gli spettri di assorbanza della sospensione di nanoparticelle con RNA 
incapsulato, per confrontarli con quelli ottenuti nel caso di nanoparticelle vuote, nanoparticelle 
con RNA esterno e con la soluzione di RNA in tampone acido. 

L’obiettivo è quello di verificare un’eventuale presenza di picco a 260 nm nello spettro di 
assorbanza, che identificherebbe la presenza di RNA libero in soluzione. 

I risultati ottenuti sono riportati di seguito in Figura 30. Dalla Figura 30 è possibile osservare 
come non vi sia presenza di picco di assorbanza a 260 nm nel caso di LNPs con RNA 
incapsulato, dunque l’acido nucleico non è presente libero in soluzione, quantomeno non in 

concentrazione rilevabile dallo spettrofotometro. 
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Figura  30: Spettri di assorbanza per le LNPs vuote, le LNPs con acido nucleico esterno, 
l’acido nucleico da solo e per le LNPs con RNA incapsulato 

 

3.5 Sintesi di nanoparticelle con RNA incapsulato: effetto della centrifugazione 

Successivamente si è studiata la variazione sulla dimensione delle nanoparticelle a seguito della 
centrifugazione, per valutare l’effetto di quest’ultima sulla dimensione media e per calcolare, 
tramite misure spettrofotometriche sul surnatante ottenuto dalla centrifugazione, l’efficienza di 

incapsulamento. 

La centrifugazione è stata condotta seguendo le indicazioni riportate in letteratura, ovvero 
impostando una velocità pari a 16000 g e un tempo di 15 minuti, mantenendo la temperatura 
costante di 20°C per contrastare lo sviluppo di calore, possibile causa di degradazione delle 
nanoparticelle, legata agli effetti termici.  

In seguito alla centrifugazione è possibile osservare un pellet di nanoparticelle sedimentate. 

Una volta eseguita la centrifugazione, è necessario risospendere in acqua le nanoparticelle 
lipidiche. 

Dall’analisi spettrofotometrica del surnatante è possibile, come anticipato, calcolare la 
concentrazione di acido nucleico presente in quest’ultimo e risalire all’efficienza di 

incapsulamento a partire dalla concentrazione iniziale di RNA. Il risultato ottenuto è mostrato 
in Figura 31. 
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Figura  31: Spettro di assorbanza del surnatante post centrifugazione 

 

Dallo spettro di assorbanza del surnatante è possibile osservare la mancanza di picco a 260 nm 
che evidenzia la mancanza dell’acido nucleico nella soluzione surnatante. L’efficienza di 

incapsulamento risulta infatti pari al 99.87%. 

Per quanto riguarda lo studio degli effetti della centrifugazione sulla dimensione delle 
nanoparticelle, i risultati ottenuti, riportati in Figura 32, mostrano un passaggio da una 
distribuzione dimensionale monomodale ad una distribuzione bimodale, caratterizzato dalla 
presenza di due picchi. La centrifugazione è dunque causa di fenomeni di rottura e di 
aggregazione delle nanoparticelle: la rottura provoca la formazione di nanoparticelle di 
dimensioni minori, responsabili di picchi a dimensioni più contenute, mentre l’aggregazione tra 

nanoparticelle provoca un notevole aumento della dimensione di queste ultime, causando la 
comparsa di picchi a valori più elevati. 
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Figura  32: PSD delle sospensioni di LNPs prima e dopo aver effettuato la centrifugazione 

 

Come emerge dalla Figura 32 la centrifugazione provoca un notevole peggioramento nelle 
dimensioni delle nanoparticelle a causa dei fenomeni di aggregazione e rottura causando, 
inoltre, un aumento dell’indice di polidispersità. La dimensione media, rimane 
complessivamente simile a quella delle LNPs non centrifugate, ovvero di circa 300 nm, ma 
questo a causa della simultanea formazione di particelle più piccole e più grandi. Il valore del 
potenziale zeta risulta aumentato e raggiunge un valore di 21 mV. 

Nonostante lo step di centrifugazione provochi lo sviluppo di una distribuzione bimodale, una 
peggiore ripetibilità delle prove e la formazione di aggregati di nanoparticelle aventi dimensioni 
che escono dal range nanometrico di interesse, questo costituisce un passaggio fondamentale, 
ai fini del lavoro di Tesi, per separare la soluzione di etanolo surnatante e consentire, oltre che 
il calcolo dell’efficienza di incapsulamento tramite misure spettrofotometriche, anche la 
possibilità di effettuare prove di liofilizzazione e sullo studio della formulazione più adatta per 
la conservazione delle nanoparticelle. 

 

3.6 Studio della stabilità nel tempo delle nanoparticelle con RNA incapsulato 

Le successive prove di laboratorio di questo lavoro di Tesi si sono focalizzate sullo studio della 
stabilità nel tempo delle nanoparticelle sintetizzate con l’acido nucleico incapsulato. Dopo aver 

seguito la procedura di sintesi descritta nel paragrafo 2.3.5 si è provveduto dunque a studiare le 
variazioni in termini di dimensione media e carica superficiale a seconda delle condizioni di 
conservazione. 

In primo luogo, si è deciso di operare un confronto tra nanoparticelle lipidiche risospese in 
acqua distillata e conservate in frigo e in freezer. In seguito, il focus delle prove è stato quello 
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di determinare la formulazione ottimale, in termini di eccipienti e loro concentrazione, in grado 
di preservare al meglio la dimensione media delle nanoparticelle. 

 

3.6.1 Confronto tra la conservazione in frigorifero e in freezer 

Come anticipato nel paragrafo 3.6, queste prime prove inerenti alla stabilità delle 
nanoparticelle, si sono concentrate sul confronto dimensionale delle nanoparticelle conservate 
in frigo a 4°C e in freezer a circa -20 °C. In particolare, dopo la sintesi delle LNPs, metà dei 
campioni sintetizzati è stata posizionata in frigo e la restante metà in freezer e si è provveduto 
al prelievo, dopo 72 e 96 ore, di tali campioni per lo studio dimensionale. 

I risultati ottenuti al DLS sono riportati in Figura 33. 

 

Figura  33: PSD delle sospensioni di LNPs al variare del tempo: confronto tra la stabilità in 
frigo e in freezer 

Tabella 3: confronto tra la dimensione media delle LNPs conservate in frigo e in freezer 

 Tempo 
zero 

Frigo: 72 h Frigo: 96 h Freezer: 72 h Freezer: 96 h 

Dimensione 
media 193 nm 398.4 nm 702 nm 311 nm 457 nm 

PdI 0.37 0.29 0.83 0.35 0.80 

 

Come è possibile osservare dalla Figura 33 le curve delle distribuzioni dimensionali nel caso di 
nanoparticelle lipidiche conservate in frigo dopo 72 e 96 ore presentano dei picchi spostati verso 
destra rispetto alle curve relative alla conservazione in freezer. Si può dunque evincere che il 
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congelamento in freezer preservi maggiormente le dimensioni delle nanoparticelle sfavorendo 
fenomeni di aggregazione, che invece avvengono nel caso di LNPs conservate in frigo. Come 
si può notare in Tabella 3, infatti, le particelle conservate in frigo raggiungono dimensioni di 
702 nm dopo 96 ore, subendo dunque un incremento dimensionale maggiore rispetto a quelle 
congelate che si mantengono su valori inferiori ai 500 nm. 

 

 

Figura  34: incremento della dimensione media nel tempo, confronto frigo-freezer 

Infine, osservando la Figura 34, si nota come l’incremento maggiore si manifesti tra le 72 e le 
96 ore post sintesi. 

 

3.6.2 Studio della formulazione ottimale: saccarosio 

Le prove successive, come anticipato nel paragrafo 3.6, si sono focalizzate sullo studio 
dell’effetto della concentrazione e della tipologia di crioprotettori sulla dimensione media delle 

nanoparticelle lipidiche. In base ai risultati ottenuti dal confronto di stabilità tra frigo e freezer, 
si sono congelate le nanoparticelle lipidiche con RNA incapsulato in diverse soluzioni 
zuccherine e si è proceduto con lo scongelamento, dopo 24 e 48 ore, e la misurazione al DLS 
delle distribuzioni dimensionali per osservare quale formulazione mantenesse al meglio le 
dimensioni delle nanoparticelle sfavorendo meccanismi di rottura o aggregazione. 

In una prima fase sperimentale si è scelto di utilizzare, come crioprotettore, il saccarosio e di 
valutare l’effetto della sua concentrazione sulla stabilità delle nanoparticelle lipidiche. 
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3.6.2.1 Effetto della concentrazione di saccarosio 

Il pellet di nanoparticelle, ottenuto post centrifugazione, è stato ri-disperso in soluzioni di 
saccarosio a diverse concentrazioni. Il surnatante ottenuto è stato analizzato e tramite misura 
spettrofotometrica è stato calcolato un valore di efficienza di incapsulamento pari al 99.2%, il 
risultato della curva di assorbanza ottenuta è riportato in Figura 35, in cui si osserva la mancanza 
del picco a 260 nm. 

 

Figura  35: curva di assorbanza del surnatante 

I pellet di LNPs, come anticipato, sono stati risospesi in soluzioni di saccarosio al 5, 10, 15, 
20% p/v e posti in congelatore ad una temperatura di -20°C. Dopo 24 e 48 ore i campioni sono 
stati prelevati e sono state effettuate le misurazioni al DLS per osservare l’andamento delle 

distribuzioni dimensionali, le variazioni del potenziale zeta e valutare dunque la concentrazione 
di saccarosio ottimale per la conservazione delle nanoparticelle lipidiche. Inoltre, sono state 
effettuate misurazioni spettrofotometriche per valutare se, col passare del tempo, parte 
dell’RNA incapsulato venisse rilasciato in soluzione dalle nanoparticelle a causa di 
un’eventuale degradazione o danneggiamenti subiti da queste ultime. 

Come è possibile osservare dalla Figura 36, al tempo zero le nanoparticelle presentano una 
dimensione media compresa tra i 200 e i 300 nanometri indipendente dalla concentrazione di 
saccarosio impiegata per la loro sospensione. 
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Figura  36: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio, tempo zero 

Già dopo 24 ore, come si può notare dalla Figura 37, le curve delle distribuzioni dimensionali 
relative alle diverse concentrazioni di saccarosio tendono a differenziarsi. In particolare, le 
curve dimensionali ottenute dai campioni a concentrazioni maggiori, tendono a spostarsi verso 
destra mostrando picchi di intensità a dimensioni più elevate. Le dimensioni medie delle LNPs 
sospese in soluzioni di saccarosio al 10% e 20%, ad esempio, raggiungono valori pari a 359 e 
402 nanometri, rispettivamente. 

 

Figura  37: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio, dopo 24 
ore 
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Dopo 48 ore, si osserva come il campione conservato nella soluzione a base di saccarosio al 
20% mostri una dimensione media elevata, di circa 687 nm. Come si può notare dalla Figura 
38, le curve relative alle distribuzioni dimensionali dei campioni di nanoparticelle conservate 
nelle soluzioni zuccherine di saccarosio a concentrazioni maggiori del 5% risultano 
notevolmente spostate verso destra: tali soluzioni mostrano perciò una scarsa efficacia di 
protezione delle nanoparticelle. 

Le nanoparticelle meglio conservate risultano, dunque, essere quelle sospese nella soluzione di 
saccarosio al 5% p/v poiché meno affette da fenomeni di aggregazione. Queste ultime 
mantengono infatti, nel corso nel tempo, una dimensione media inferiore a 300 nanometri. 

 

Figura  38: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio, dopo 48 
ore 

Tabella 4: Variazione del potenziale zeta a diverse concentrazioni di saccarosio 

 Potenziale zeta al 
tempo zero (mV) 

Potenziale zeta 
dopo 24 ore (mV) 

Potenziale zeta 
dopo 48 ore (mV) 

Saccarosio 5% p/v 4.41 4.77 4.56 
Saccarosio 10% p/v 6.79 8.19 7.23 
Saccarosio 15% p/v 3.62 12.2 6.53 
Saccarosio 20% p/v 4.48 6.13 5.98 

 

In Tabella 4 sono riportati i valori del potenziale zeta misurato al variare del tempo nelle 
differenti condizioni di formulazione. I valori ottenuti risultano, tuttavia, piuttosto variabili e 
non mostrano uno specifico trend con la concentrazione del crioprotettore. Ciononostante, il 
potenziale zeta risulta essere sempre un numero positivo e, nella maggiorparte dei casi, 
compreso nel range ottimale per nanoparticelle lipidiche incapsulanti acidi nucleici, ovvero 5-
15 mV. 
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Dalle misurazioni spettrofotometriche condotte sui campioni di LNPs scongelati dopo 24 e 48 
ore, com’è possibile osservare in Figura 39, non è emerso un picco di assorbanza a 260 nm: le 
nanoparticelle non dovrebbero dunque aver rilasciato in soluzione acido nucleico 
precedentemente incapsulato al loro interno. 

 

Figura  39: Analisi di assorbanza delle LNPs con RNA incapsulato dopo 24 e 48 ore 

 

3.6.2.2 Visualizzazione delle dimensioni al variare del tempo: saccarosio 

Di seguito si riportano, in Figura 40, 41, 42 e 43 i grafici relativi ad ogni specifica 
concentrazione di saccarosio, per osservare la variazione dimensionale nel corso del tempo. Dai 
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grafici seguenti risulta evidente come, i campioni di LNPs al 15 e 20% di saccarosio subiscano 
un notevole incremento dimensionale, soprattutto trascorse 48 ore dalla loro sintesi. 

 

Figura  40: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 5% 
saccarosio 

 

Figura  41: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 10% 
saccarosio 
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Figura  42: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 15% 
saccarosio 

 

 

Figura  43: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 20% 
saccarosio 
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Figura  44: andamento della dimensione media al variare del tempo e della concentrazione di 
saccarosio 

Dalla Figura 44, infine, è possibile osservare come l’incremento della dimensione media sia 

maggiormente significativo tra le 24 e le 48 ore, mentre risulti invece moderato nelle prime 24, 
in tutti i casi tranne in quello della soluzione di saccarosio al 10%. 

 

3.6.3 Studio della formulazione ottimale: saccarosio – mannitolo 

In una seconda fase degli esperimenti sulla stabilità delle nanoparticelle lipidiche si è scelto di 
utilizzare, come crioprotettore, una miscela a base di saccarosio e mannitolo 50%-50% e di 
valutare l’effetto della concentrazione della miscela sulla stabilità delle nanoparticelle lipidiche. 

Analogamente a quanto fatto in precedenza con lo studio del saccarosio, si sono congelate le 
nanoparticelle lipidiche con RNA incapsulato in soluzioni zuccherine a base di saccarosio e 
mannitolo e si è proceduto con lo scongelamento, dopo 24 e 48 ore, e con la misurazione al 
DLS delle distribuzioni dimensionali per osservare quale concentrazione mantenesse al meglio 
le dimensioni delle nanoparticelle sfavorendo meccanismi di rottura o aggregazione. 

3.6.3.1 Effetto della concentrazione della miscela saccarosio – mannitolo 

I pellet di nanoparticelle ottenuti post centrifugazione, sono stati dunque ri-dispersi in soluzioni 
di saccarosio e mannitolo (50-50 %) a diverse concentrazioni totali: 5,10,15,20 % p/v in 
analogia con quanto fatto precedentemente, congelati a -20°C, e scongelati per effettuare dopo 
24 e 48 ore le misurazioni dimensionali al DLS.  

Com’è possibile osservare dalla Figura 45, al tempo zero le nanoparticelle risultano avere una 

dimensione media compresa tra i 170 e i 250 nm. 
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Figura  45: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio-
mannitolo, tempo zero 

Dopo 24 ore, come si può notare in Figura 46, le curve dimensionali non sono 
significativamente traslate e presentano ancora i picchi d’intensità a valori contenuti. La curva 

relativa alla sospensione di nanoparticelle in soluzione zuccherina al 20% saccarosio-
mannitolo, tuttavia, risulta leggermente spostata verso destra e le particelle si caratterizzano da 
una dimensione media di 262 nm. 

 

Figura  46: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio-
mannitolo, dopo 24 ore 
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Dopo 48 ore, invece, le curve relative alle formulazioni a base di saccarosio-mannitolo al 15 e 
20% risultano avere una distribuzione bimodale: presentano infatti un picco d’intensità 

contenuto a valori dimensionali compresi tra i 600 e i 900 nanometri, uscendo dunque dal range 
d’interesse a causa di fenomeni di aggregazione. Le nanoparticelle lipidiche sospese nelle 

soluzioni zuccherine al 15 e 20% raggiungono, dunque, dei valori di dimensioni medie 
rispettivamente di 410 e 329 nm. Complessivamente è possibile osservare che, anche in questo 
caso, a distanza di 48 ore tutte le LNP hanno subito un aumento delle loro dimensioni, 
imputabile probabilmente a fenomeni di aggregazione 

 

Figura  47: PSD della sospensione di LNPs a diverse concentrazioni di saccarosio-
mannitolo, dopo 48 ore 

Tabella 5: Variazione del potenziale zeta a diverse concentrazioni della miscela saccarosio-
mannitolo 

 Potenziale zeta al 
tempo zero (mV) 

Potenziale zeta 
dopo 24 ore (mV) 

Potenziale zeta 
dopo 48 ore (mV) 

Saccarosio-
mannitolo 5% p/v 4.86 5.88 4.48 

Saccarosio-
mannitolo 10% p/v 9.31 6.92 2.39 

Saccarosio-
mannitolo 15% p/v 10 2.99 4.05 

Saccarosio-
mannitolo 20% p/v 5.96 2.85 2.84 

 

Anche in questo caso, come si può osservare in Tabella 5, le misurazioni del potenziale zeta 
non presentano un preciso trend temporale dipendente dalla concentrazione di zuccheri in 
soluzione. 
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Figura  48: Analisi di assorbanza delle LNPs con RNA incapsulato dopo 24 e 48 ore 

In analogia con quanto ottenuto in precedenza, le analisi allo spettrofotometro delle sospensioni 
di nanoparticelle dopo 24 e 48 ore non mostrano un picco di assorbanza a 260 n, come si può 
osservare in Figura 48. Da ciò si può dedurre che le LNPs non abbiano rilasciato acido nucleico 
in soluzione a causa di un eventuale danneggiamento. 

 

3.6.3.2 Visualizzazione delle dimensioni al variare del tempo: saccarosio –
mannitolo 

Di seguito si riportano, in Figura 49, 50, 51 e 52 i grafici relativi ad ogni specifica 
concentrazione di saccarosio-mannitolo, per osservare più agevolmente la variazione 
dimensionale nel corso del tempo. Dalle Figure 49 e 50 è possibile osservare come le 
formulazioni a base di saccarosio-mannitolo al 5 e 10% mantengano nel corso del tempo le 
dimensioni delle nanoparticelle, sfavorendo i fenomeni aggregativi, risultando quindi ideali per 
la loro conservazione. Al contrario, le formulazioni al 15 e 20%, dopo 48 ore, mostrano curve 
di distribuzione bimodali con picchi d’intensità a dimensioni elevate. 
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Figura  49: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 5% 
saccarosio - mannitolo 

 

Figura  50: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 10% 
saccarosio - mannitolo 
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Figura  51: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 15% 
saccarosio - mannitolo 

 

 

Figura  52: PSD della sospensione di LNPs al variare del tempo: formulazione al 20% 
saccarosio - mannitolo 
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Figura  53: andamento della dimensione media al variare del tempo e della concentrazione di 
saccarosio-mannitolo 

L’entità della variazione delle dimensioni medie, come si può notare in Figura 52, risulta 
maggiore dalle 24 alle 48 ore trascorse dalla sintesi, mentre risulta trascurabile per le prime 24 
ore. 
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4. Estrazione di RNA dalle nanoparticelle lipidiche 
L’ultima parte delle prove sperimentali si è focalizzata sullo studio relativo alle tecniche di 
estrazione dell’acido nucleico incapsulato nelle LNPs, in vista di un’analisi qualitativa 

dell’acido nucleico estratto mediante tecnica di elettroforesi su gel di agarosio, operando un 
confronto tra l’RNA estratto da nanoparticelle fresche e quello estratto poi da nanoparticelle 
liofilizzate. La tecnica di estrazione selezionata sfrutta una miscela di reagenti di lisi a base di 
fenolo, cloroformio e alcol isoamilico (Ripoll et al., 2022) ed è dunque replicabile utilizzando 
il medesimo kit di estrazione RiboPureTM impiegato per l’estrazione da lievito.  

Per la prova di estrazione si è, inizialmente, sintetizzato un lotto da 40 provette di nanoparticelle 
lipidiche con RNA e, in seguito, si è effettuata la procedura di estrazione descritta nel paragrafo 
2.2 sulla metà dei campioni, ovvero su venti provette. L’altra metà è stata destinata al processo 

di liofilizzazione e, soltanto successivamente, alla fase di estrazione. 

Per effettuare l’estrazione di RNA incapsulato nelle LNPs è stato omesso lo step di 
purificazione, necessario, invece, per l’estrazione da cellule di lievito, ovvero lo step V di 
trattamento con l’enzima DNasi descritto nel paragrafo 2.2. 

Durante il processo di estrazione, in particolare in seguito alla fase di lisi, si sono effettuate 
delle misurazioni al DLS per osservare la variazione della dimensione media delle 
nanoparticelle e per osservare eventuali cambiamenti rispetto alla dimensione media delle 
nanoparticelle post-sintesi. Lo scopo di tali misure è stato quello di verificare, di fatto, 
l’avvenuta rottura delle nanoparticelle. 

 

 

Figura  54: dimensione delle LNPs prima e dopo il processo di estrazione 
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Dalla Figura 54 si può notare come la dimensione media delle nanoparticelle passi da un valore 
post sintesi di oltre 300 nm ad un valore post estrazione, e dunque ad avvenuta rottura delle 
LNPs, di circa 72 nm, probabilmente imputabile alla presenza di micelle, inizialmente confinate 
nel core delle nanoparticelle lipidiche, rimaste intatte o a causa della presenza di frammenti 
superficiali delle LNPs in soluzione. L’analisi dimensionale mostra dunque la riuscita della 
rottura delle LNPs. 

 

4.1 Estrazione da nanoparticelle lipidiche fresche 

Una volta effettuata la lisi delle LNPs, si è proseguita la procedura di estrazione con la fase di 
purificazione e di eluizione dell’acido nucleico rilasciato in soluzione.  

I risultati ottenuti dall’estrazione di RNA dalle nanoparticelle fresche, riportate in Tabella 6, 
mostrano una concentrazione dell’estratto di 132 µg/mL, pari all’8% della concentrazione 

massima ottenibile. L’esigua quantità di RNA estratto è probabilmente dovuta alla rottura 

incompleta delle LNPs: dall’analisi dimensionale era infatti emersa la presenza di particelle 
intatte di dimensioni inferiori a 80 nm. Queste micelle, se integre, trattengono l’acido nucleico 

e ne impediscono l’estrazione, come si osserva in Figura 55. 

 

Figura  55: rappresentazione di una nanoparticella lipidica: si possono notare all'interno le 
micelle confinanti RNA che, probabilmente, non si riescono a rompere con la procedura di 

estrazione – figura tratta da Huang et al., 2021, con modifiche 
Tabella 6: Risultati di estrazione da LNPs fresche 

 
A260 

Volume di 
estratto 

Concentrazione 
RNA 

Concentrazione 
RNA massima 

ottenibile 
LNPs  
fresche 0,33 100 µL 132 µg/mL 1650 µg/mL 

 

In Figura 56 si riporta la curva di assorbanza ottenuta dall’analisi spettrofotometrica del 

campione estratto e diluito in rapporto 1:10 in nuclease free water. La curva mostra il 
caratteristico picco di assorbanza degli acidi nucleici, alla lunghezza d’onda di 260 nm. 
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Figura  56: curva di assorbanza di RNA estratto da LNPs fresche, campione diluito 1:10 

 

4.2 Estrazione da nanoparticelle lipidiche liofilizzate 

Prima di procedere con la liofilizzazione delle LNPs con RNA incapsulato, è stato necessario 
preparare le nanoparticelle al processo andando a rimuovere etanolo tramite due lavaggi in 
centrifuga: il primo per allontanare la maggiorparte dell’alcol e il secondo per rimuoverne 

eventuali residui tramite centrifugazione con acqua. 

I pellet così ottenuti sono stati risospesi in 500 µL di nuclease free water e la sospensione è 
stata successivamente miscelata con 1 mL di una soluzione acqua-saccarosio al 7.5%, in modo 
tale da ottenere una concentrazione complessiva di zucchero all’interno dei flaconi pari al 5%, 

ovvero la miglior concentrazione di saccarosio in grado di preservare la stabilità delle 
nanoparticelle, come osservato nel paragrafo 3.6.2.1. 

Le soluzioni così ottenute sono state inserite all’interno dei flaconi da liofilizzazione da 1.5 mL 

e si è avviato il processo: dopo circa 3 ore di congelamento, 24 di essiccamento primario e 5 di 
essiccamento secondario si sono ottenute le sospensioni liofilizzate di LNPs e saccarosio, da 
destinare al processo di estrazione. 
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Figura  57: Flaconi contenenti la sospensione di LNPs in soluzione di acqua e saccarosio al 
5% dopo liofilizzazione 

 

Il prodotto liofilizzato è stato, infatti, risospeso in 1.5 mL di acqua e centrifugato, al fine di 
ottenere i pellet di LNPs su cui effettuare l’estrazione. 

L’eluizione di RNA, in questo caso, è stata condotta utilizzando un volume di 50 µL di Elution 
Solution, al fine di tentare di aumentare la concentrazione di RNA estratto. 

I risultati ottenuti dall’estrazione di RNA dalle nanoparticelle liofilizzate, riportate in Tabella 

7, mostrano una concentrazione dell’estratto di 52 µg/mL, inferiore al 2% della concentrazione 
massima ottenibile. L’esigua quantità di RNA estratto è probabilmente dovuta alla rottura 

incompleta delle LNPs, come ipotizzato nel paragrafo 4.1 relativo all’estrazione da LNPs 

fresche, o alla perdita di LNPs e di RNA nei numerosi step di liofilizzazione ed estrazione. Il 
pellet di LNPs ottenuto a seguito della centrifugazione risultava infatti visibilmente inferiore 
rispetto a quello ottenuto da LNPs fresche. 

 

Tabella 7: Risultati di estrazione da LNPs liofilizzate 

 A260 
Volume di 

estratto 
Concentrazione 

RNA 

Concentrazione 
RNA massima 

ottenibile 
LNPs 
liofilizzate 1,3 50 µL 52 µg/mL 3300 µg/mL 

 
In Figura 58 si riporta, infine, la curva di assorbanza ottenuta dall’analisi spettrofotometrica del 
campione estratto. Il campione non è stato diluito e la curva mostra il caratteristico picco di 
assorbanza degli acidi nucleici, alla lunghezza d’onda di 260 nm. 
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Figura  58: curva di assorbanza di RNA estratto da LNPs liofilizzate, campione non diluito 

 

4.3 Confronto qualitativo: elettroforesi su gel   

I campioni di RNA estratto sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio per 
osservare le differenze qualitative dell’estratto nelle diverse condizioni: estratto tal quale da 
lievito, da LNPs post-sintesi e da LNPs post-liofilizzazione. 

 

Figura  59: risultato della corsa elettroforetica sui campioni di RNA estratto 
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In Figura 59 è riportato il risultato ottenuto dalla corsa elettroforetica su gel di agarosio 
effettuata sui campioni di RNA estratti dalle nanoparticelle fresche e liofilizzate. In particolare, 
le lines visualizzabili dall’immagine si contraddistinguono per le differenti tipologie di 

campione caricato: 

• 1: Marker con i pesi molecolari (Millennium RNA, Invitrogen) 
• 2: RNA estratto tal quale da lievito Saccharomyces cerevisiae 
• 3: RNA estratto da liposomi freschi post-sintesi 
• 4: RNA estratto da liposomi congelati e liofilizzati 
• 5: vuoto 
• 6: surnatante a base di etanolo e lipidi ottenuto dalla centrifugazione effettuata post-

sintesi delle LNPs 
• 7: surnatante a base di acqua ottenuto dalla centrifugazione post-liofilizzazione, dopo 

aver ricostituito il liofilizzato con acqua 

Dai risultati ottenuti è possibile osservare come: 

1. non vi siano sostanziali differenze tra l’RNA estratto tal quale dalla coltura di lievito 
(linea 2) e l’RNA estratto dalle nanoparticelle lipidiche post-sintesi (linea 3); 

2. Al contrario, l’RNA estratto dalle LNPs liofilizzate (linea 4) ha subito una importante 
degradazione, sono presenti frammenti al di sotto di 1000 bp, come è possibile osservare 
in Figura 59. 

3. La totale assenza di bande nei surnatanti post centrifugazione (linee 6 e 7) confermano 
quanto osservato in spettrometria UV-Vis, ovvero l’incapsulamento quasi totale 

dell’RNA all’interno delle nanoparticelle lipidiche. 

I risultati ottenuti confermano la necessità di indagare, in modo accurato, l’influenza della fase 

di congelamento della liofilizzazione di LNPs veicolanti RNA e l’effetto degli eccipienti sulla 

qualità di RNA liofilizzato al fine di ottimizzare la formulazione e conseguentemente l’intero 
processo. 
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5. Conclusioni 
Le applicazioni delle nanotecnologie, tra cui i nanocarriers come le nanoparticelle lipidiche, 
costituiscono un’importante risorsa in ambito biomedico poiché in grado di veicolare principi 
attivi come agenti terapeutici verso siti specifici, i tessuti target. A causa delle dimensioni 
caratteristiche e delle loro peculiari proprietà chimico-fisiche, possono, infatti, superare i limiti 
che ostacolano la somministrazione dei biofarmaci. Le nanoparticelle lipidiche sono impiegate, 
ad oggi, come carriers per il trasporto di farmaci di base di RNA. A partire dal 2020, infatti, 
costituiscono il principale veicolo di mRNA per i vaccini contro la malattia da virus SARS-
CoV-2. 

In questo lavoro di Tesi è stata eseguita la sintesi delle nanoparticelle lipidiche veicolanti RNA 
tramite tecnica di micromiscelazione, o nanoprecipitazione, utilizzando il microreattore Vortex 
mixer. Per la procedura di sintesi si è utilizzato etanolo come fase solvente in cui disciogliere i 
lipidi e il sodium acetate buffer come fase antisolvente in cui inserire l’RNA. Inizialmente sono 
state sintetizzate LNPs prive di RNA per stabilire la procedura operativa ottimale, in termini di 
volumi di reagenti di sintesi da utilizzare. La caratterizzazione delle nanoparticelle è stata 
effettuata mediante DLS, uno strumento che sfrutta la tecnica del Dynamic Light Scattering per 
fornire la distribuzione dimensionale delle LNPs in sospensione, la loro dimensione media, 
l’indice di polidispersità ed il potenziale zeta. La dimensione ottimale per le nanoparticelle 

lipidiche cade in un range compreso tra i 100 e i 500 nm. Dall’analisi dimensionale è emerso 

che l’utilizzo di pari volumi di 250 µL di soluzione solvente e antisolvente nel processo di 
sintesi consente di ottenere dimensioni di LNPs minori, di circa 269 nm, contro i 346 nm 
utilizzando un volume di sintesi doppio. 

Per la sintesi delle nanoparticelle lipidiche si sono utilizzati quattro lipidi in precise proporzioni 
e in concentrazione totale pari a 1 mg/mL: il DODAP, un lipide ionizzabile, in grado di 
conferire una carica superficiale positiva alle LNPs e, di conseguenza, di complessare l’acido 

nucleico carico negativamente e di favorirne l’incapsulamento, il PEG-Cer16, uno stabilizzatore 
sterico, e infine il colesterolo e il DSPC, due lipidi necessari per la formazione della struttura 
lipidica e per favorire la stabilità delle nanoparticelle. Si sono ottenute LNPs di dimensioni 
medie inferiori a 300 nm e con potenziale zeta di circa 6 mV. 

In un secondo momento si sono studiate le conseguenze del rilascio dell’RNA da parte delle 

nanoparticelle lipidiche. In particolare, si è andato a studiare, tramite tecniche 
spettrofotometriche, l’eventuale interazione tra l’RNA rilasciato presente in soluzione e le 
nanoparticelle lipidiche, ovvero la presenza di eventuali interferenze tra i valori di assorbanza 
a 260 nm delle sole nanoparticelle lipidiche e delle LNPs con RNA esterno in varie 
concentrazioni. Dai risultati ottenuti si è dedotto che, alla lunghezza d’onda di 260 nm, 

l’assorbanza delle nanoparticelle lipidiche non interferisce con quella dell’acido nucleico: si 

può dunque affermare che, col progredire del rilascio, l’aumento del picco di assorbanza a 260 
nm sia imputabile soltanto alla presenza di RNA in soluzione e non alle LNPs. Inoltre, si è 
osservato come, in tutti i casi di LNPs con RNA esterno presi in esame, è individuabile un picco 
di assorbanza a 260 nm anche senza effettuare lo step di centrifugazione per separare l’RNA 

rilasciato, presente nel surnatante, dal pellet di nanoparticelle. 
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Successivamente sono state sintetizzate le LNPs con RNA incapsulato, inserendo 
nell’antisolvente una quantità di RNA in rapporto 1:30 con i lipidi. L’efficienza di 
incapsulamento è stata calcolata analizzando i valori di assorbanza alla lunghezza d’onda di 

260 nm del surnatante separato dalle LNPs dopo centrifugazione, ricavando la concentrazione 
di acido nucleico e confrontandola con quella utilizzata inizialmente per la sintesi delle 
nanoparticelle. L’efficienza d’incapsulamento ottenuta dalle prove è risultata sempre superiore 

al 98%. 

L’RNA impiegato è stato ricavato mediante estrazione da cellule di lievito Saccharomyces 
cerevisiae (MUCL: 38902) mediante l’utilizzo del kit di estrazione commerciale “RiboPureTM 
– Yeast Kit”. La concentrazione media di RNA estratto nelle prove è pari a circa 300 µg/mL. 

Inizialmente si è studiato l’effetto della centrifugazione sulla dimensione media delle 

nanoparticelle lipidiche. La centrifugazione costituisce un processo fondamentale per 
l’allontanamento dell’etanolo dalle LNPs, responsabile dell’instabilità di queste ultime e 

composto pericoloso in fase di liofilizzazione. Tuttavia, come è emerso dalle prove effettuate, 
lo step di centrifugazione è causa di fenomeni aggregativi e di rottura delle LNPs: si è osservato, 
infatti, il passaggio da una curva di distribuzione monomodale ad una bimodale con un picco a 
dimensioni elevate, causato dall’aggregazione delle particelle e un altro a dimensioni contenute, 
causato dalla loro rottura. 

In un secondo momento, le prove sperimentali si sono concentrate sull’analisi di stabilità delle 

LNPs con RNA incapsulato. Inizialmente si è effettuato un confronto dimensionale al variare 
del tempo tra le nanoparticelle lipidiche conservate in frigo o congelate in freezer. Queste 
ultime, dopo 96 ore dalla sintesi, hanno mostrato il minor incremento dimensionale 
raggiungendo 457 nm contro i 702 nm delle LNPs conservate in frigo. Successivamente, si è 
proceduto con lo studio dell’effetto della concentrazione e della tipologia di crioprotettori 

utilizzabili in congelamento. I crioprotettori, come il saccarosio e il mannitolo, sono infatti in 
grado di proteggere le LNPs da fenomeni di aggregazione. Si è studiata la variazione temporale 
della dimensione media delle LNPs congelate in freezer in una soluzione zuccherina a base di 
saccarosio a varie concentrazioni. Lo studio è stato ripetuto in seguito utilizzando una differente 
formulazione a base di una miscela 50%-50% saccarosio e mannitolo. I risultati ottenuti 
mostrano come le concentrazioni inferiori di zuccheri (5%-10% p/v) costituiscano l’opzione 

ideale per la conservazione delle LNPs: le particelle sospese in una soluzione al 5% di 
saccarosio mantengono nel corso del tempo dimensioni inferiori a 300 nm, al contrario, quelle 
sospese in soluzione di saccarosio al 20% raggiungono dimensioni superiori ai 600 nm. 

L’ultima fase degli esperimenti si è concentrata sullo studio relativo alle tecniche di estrazione 

dell’acido nucleico incapsulato nelle LNPs, in vista di un’analisi qualitativa dell’acido nucleico 

estratto mediante tecnica di elettroforesi su gel di agarosio, operando un confronto tra l’RNA 

estratto da nanoparticelle fresche e quello estratto da nanoparticelle liofilizzate in liofilizzatore 
MicroFD e sospese in soluzione zuccherina a base di saccarosio al 5%, in linea con i risultati 
ottenuti dall’analisi di stabilità. La tecnica di estrazione selezionata sfrutta il medesimo kit di 
estrazione RiboPureTM impiegato per l’estrazione da lievito. I risultati dimensionali al DLS 

mostrano come la dimensione media delle nanoparticelle passi da un valore post sintesi di 300 
nm ad un valore post estrazione, e dunque ad avvenuta rottura delle LNPs, di circa 80 nm, 
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potenzialmente imputabile alla presenza di micelle intatte, inizialmente confinate nel core delle 
nanoparticelle lipidiche. 

Si è, dunque, effettuata inizialmente la procedura di estrazione su LNPs fresche, raggiungendo 
una concentrazione di RNA estratto pari a circa 130 µg/mL e, in seguito, su LNPs liofilizzate. 
Prima di procedere con la liofilizzazione è stato necessario preparare le nanoparticelle al 
processo andando a rimuovere etanolo tramite due lavaggi in centrifuga. I pellet così ottenuti 
sono stati risospesi in 500 µL di nuclease free water e la sospensione è stata successivamente 
miscelata con 1 mL di una soluzione acqua-saccarosio al 7.5%, in modo tale da ottenere una 
concentrazione complessiva di zucchero all’interno dei flaconi pari al 5%. Le soluzioni così 

ottenute sono state inserite all’interno di flaconi da liofilizzazione da 1.5 mL. Il prodotto 
essiccato è stato ridisperso in 1.5 mL di nuclease free water e destinato al processo di estrazione. 
L’RNA estratto da particelle liofilizzate ha raggiunto una concentrazione di circa 50 µg/mL. Le 
concentrazioni limitate degli estratti, in entrambi i casi inferiori al 10% delle concentrazioni 
massime ottenibili, sono probabilmente imputabili ad una rottura parziale delle strutture 
lipidiche e alla presenza di RNA incapsulato nelle micelle interne alla struttura delle LNPs, 
rimaste integre. L’RNA estratto dalle nanoparticelle liofilizzate, analizzato tramite corsa 
elettroforetica su gel di agarosio, ha mostrato una forte degradazione a differenza di quello 
ottenuto dalle nanoparticelle fresche. 

In conclusione, il seguente lavoro di Tesi si è posto come obiettivo lo studio della sintesi e delle 
caratteristiche principali di nanocarriers quali le nanoparticelle lipidiche. La loro produzione e 
conservazione costituiscono, ad oggi, un’importante sfida per l’industria farmaceutica. 

Promettenti vettori per il drug delivery ed il rilascio controllato di principi attivi, come i vaccini 
a mRNA, si caratterizzano tuttavia da una complessa produzione in larga scala. La distribuzione 
dimensionale delle LNPs e la loro carica superficiale, come evidenziato in questo lavoro di 
Tesi, necessitano infatti di un controllo accurato e, in particolare la dimensione media, 
costituisce un parametro fortemente variabile a seconda delle condizioni di sintesi, dei processi 
di centrifugazione, dalla quantità di farmaco incapsulato. La dimensione contenuta delle LNPs, 
caratteristica fondamentale per una corretta veicolazione, dipende inoltre dalla tecnica di 
conservazione selezionata e dalla tipologia di eccipienti impiegati nella fase di formulazione. 
Costituendo, tuttavia, una preziosa risorsa nel campo dell’innovazione medica, è necessario 

intensificare gli studi a riguardo in modo tale da affrontare le sfide produttive e permettere uno 
sviluppo e un commercio più sicuri e controllati di queste promettenti nanotecnologie. 
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6. Abbreviazioni 
CFU: Colony-forming unit 

CHOL: Colesterolo 

CIJM: Confined Impinging Jets Mixer 

DF: fattore di diluizione 

DLS: Dynamic Light Scattering 

DODAP: 1,2-dioleil-3-dimetilammonio propano 

EMA: European Medicines Agency 

LNPs: Lipid Nanoparticles 

MEA: Malt Extract Agar 

MEB: Malt Extract Broth 

mRNA: RNA messaggero 

PSD: Particle Size Distribution 

SDS: Sodium dodecyl sulfate 
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