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Capitolo 1

Introduzione

1.1 Caratterizzazione generale dei biofarmaci

La ricerca biomedica continua ad ampliare e arricchire il sapere contemporaneo
riguardo i meccanismi molecolari che si trovano alla base della salute e della ma-
lattia. Gli studi intrapresi fin dagli anni *50 hanno individuato una serie di proteine
prodotte naturalmente dagli organismi viventi che posseggono interessanti applica-
zioni terapeutiche.Tali proteine, isolate da tessuti animali 0 umani, possono essere
utilizzate per compensare carenze congenite all’interno dell’organismo. A tal pro-
posito, le industrie farmaceutiche stanno sempre piu puntando sullo sviluppo di
sostanze terapeutiche a base proteica come nuove entita chimiche; infatti, diver-
samente dalle molecole di piccole dimensioni, che di norma vengono sintetizzate
mediante processi chimici, la maggior parte delle proteine devono essere proces-
sate all’interno di sistemi viventi, per lo pili avvalendosi della tecnologia del DNA
ricombinante. In questo modo le proteine possono essere prodotte nella loro for-
ma funzionale (struttura quaternaria) anziché per biosintesi microbica (mediante
batteri o lieviti). I biofarmaci rappresentano, quindi, una quota sempre crescente
dei mercati farmaceutici mondiali. Oltre 125 biofarmaci sono stati approvati dalla
Food and Drug Administration (FDA) a partire dall’agosto 2008 [1]. Le vendite
biotecnologiche negli Stati Uniti sono aumentate a 40.3 miliardi nel 2006 (a fronte
dei 33 miliardi dell’anno precedente) secondo IMS Health. Inoltre, nel 2007, 58.8
miliardi di dollari sono stati investiti nei reparti di ricerca e sviluppo dalle aziende
farmaceutiche per sostenere lo sviluppo di oltre 2000 nuovi biofarmaci [1].

Le proteine terapeutiche possono essere suddivise in due grandi gruppi: quelle
di prima generazione che sono sostanzialmente analoghe alle proteine endogene
umane e quelle di seconda generazione che, invece, vengono modificate in modo
da migliorarne le caratteristiche farmacocinetiche come la biodegradabilita e la
penetrazione cellulare. Il fine risulta essere quello di generare prodotti piu stabili
facilitandone cosi la conservazione. Dal punto di vista funzionale esse si dividono
nelle seguenti categorie [2] :

1. proteine con attivita enzimatica o regolatoria (gruppo I);
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2. proteine con attivita di targeting specifico (gruppo II);
3. vaccini proteici (gruppo II);
4. proteine diagnostiche (gruppo IV).

Le proteine del gruppo I hanno la funzione di rimpiazzare una proteina carente o
non funzionale: un esempio illustre ¢ quello dell’insulina nel caso del diabete; in
pitt hanno la capacita stimolare ed aumentare un particolare meccanismo gia esi-
stente. Il tPA, ad esempio, agisce aumentando il processo fibrinolitico, necessario
per la prevenzione dell’infarto del miocardio; infine sono in grado di fornire una
nuova funzione o attivita: le proteine estratte dalla papaya sono utilizzate per ac-
celerare la guarigione dalle ustioni, mentre quelle estratte dalle ghiandole salivari
delle sanguisughe hanno una funzione anticoagulante. Diversamente, le proteine
del gruppo II hanno la capacita di interferire con una specifica molecola o mec-
canismo: sono infatti usate nel trattamento di patologie infiammatorie o tumori;
inoltre, fungono da trasportatrici di altri composti, sostanze o medicinali su di un
sito target. Le molecole proteiche appartenenti al gruppo IlI, invece, forniscono
protezione contro gli agenti patogeni esterni sfruttando le caratteristiche immu-
nogeniche delle proteine applicate come profilassi (vaccino per I’epatite B o per
HPV); in aggiunta, possono essere sfruttate per il trattamento di disordini autoim-
muni come la protezione contro un sistema immunitario iper-reattivo che riconosce
come agenti estranei le proteine endogene. In Figura 1.1 sono rappresentati alcuni
esempi di proteine terapeutiche.
L’ utilizzo delle proteine terapeutiche beneficia di notevoli vantaggi:

* tali proteine esercitano una attivita estremamente specifica e mirata;
* data la loro azione specifica hanno limitati effetti collaterali e indesiderati;
» permettono di sopperire ad un difetto genetico;

* il tempo di approvazione da parte delle autorita regolatorie ¢ significativa-
mente inferiore a quello delle molecole di sintesi.

Nonostante i numerosi aspetti positivi sopracitati, ¢ risultato subito evidente che
lo sviluppo di proteine con azione terapeutica fosse notevolmente pill oneroso ri-
spetto allo sviluppo farmacologico tradizionale. Le dimensioni molecolari delle
proteine, infatti, sono ordini di grandezza superiori rispetto ai prodotti farmaceu-
tici tradizionali; inoltre, esse posseggono una struttura secondaria e terziaria che
le rende molto suscettibili al degrado fisico-chimico. Ad esempio, possono essere
facilmente denaturate a causa di una elevata temperatura o, pili semplicemente, da
una non corretta agitazione meccanica. Molto spesso tali situazioni comportano un
cambiamento strutturale della proteina con conseguente perdita della sua funzione
specifica. La somministrazione delle suddette proteine potrebbe provocare una ri-
sposta del sistema immunitario, il quale potrebbe riconoscere tali molecole come
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Figura 1.1: Rappresentazione molecolare di diversi tipi di proteine terapeutiche: Aspirina
(180 Da), Penicillina (334 Da), Insulina (5808 Da), Eritropoietina (36000 Da), Anticorpo
monoclonale (MAB) (150000 Da). Figura tratta da Jameel [3], con modifiche.

“corpi estranei”, alterando le proprieta della proteina stessa o danneggiando il pa-
ziente. Un ulteriore punto nodale riguarda la via di somministrazione pil adatta; a
fronte di cio, la non indifferente stabilita delle proteine nel tratto gastrointestinale &
uno dei motivi per cui esse vengono somministrate tradizionalmente per iniezione
piuttosto che per via orale [4].

1.2 Conservazione dei biofarmaci

Tra tutte le diverse metodologie di conservazione bisogna privilegiare quella che
permetta di salvaguardare le caratteristiche chimico-fisiche del prodotto desiderato.
Come intuibile da quanto sopra esposto, oggigiorno, uno dei fattori che limita mag-
giormente 1’impiego su larga scala di questa applicazione ¢ la stabilita nel tempo
del prodotto finito: infatti se un prodotto non risultasse essere stabile non potrebbe
essere commercializzato. In generale, un componente farmaceutico deve possedere
una stabilita tale da consentire la sua conservazione per un periodo superiore ai 18
mesi. Per tale ragione vengono impiegate apposite formulazioni che hanno come
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fine quello di salvaguardare I’attivita proteica durante la fase di conservazione. Le
caratteristiche richieste dal mercato sul prodotto finale sono le seguenti:

¢ deve essere sicuro ed efficace;
* deve essere stabile per soddisfare la durata di conservazione desiderata;

* la sua produzione deve essere economicamente sostenibile.

1.2.1 Instabilita delle proteine terapeutiche durante il periodo di con-
servazione

Uno degli aspetti pitt impegnativi per lo sviluppo di proteine terapeutiche & quel-
lo di ostacolare le instabilita fisiche e chimiche alle quali le molecole proteiche
possono andare incontro durante il periodo precedente al loro utilizzo sul paziente.

Instabilita chimica

Le proteine contengono una elevata molteplicita di gruppi funzionali che posso-
no incorrere in alterazioni dal punto di vista chimico. Tali reazioni vengono cosi
classificate [3]:

e Reazioni di idrolisi;
e Reazioni di ossidazione;
e Reazioni di condensazione.

Idrolisi & un termine generale che caratterizza la classe di reazioni che provocano
una rottura dei legami di una proteina a causa della presenza di acqua. La dea-
minazione & una delle pilt comuni; il suo meccanismo viene riportato in Figura
1.2. Un’altra tipologia di reazione idrolitica molto importante ¢ la proteolisi; essa
consiste nella rottura dei legami ammidici. i quali collegano gli amminoacidi che
formano lo scheletro della proteina. Dopo il decorso della reazione lo scheletro
proteico viene diviso in due catene polipeptidiche piu piccole (Figura 1.3).

I processi di ossidazione, invece, producono delle alterazioni su residui ammi-
noacidici aventi catene laterali aromatiche o contenenti zolfo. Tale tipo di reazione
puo seguire diversi meccanismi: tra i piu noti vi ¢ I’ossidazione catalizzata da me-
talli e quella di tipo radicalico. In tabella 1.1 sono riportati i prodotti ottenuti dopo
I’ossidazione di alcuni amminoacidi.

Infine, il processo di condensazione consiste nella reazione tra due molecole,
le quali si combinano tra loro per dare una molecola con un maggior peso mole-
colare, mediante I’eliminazione di un’altra molecola a basso peso molecolare, di
solito acqua o alcool. La glicazione & una delle reazioni di condensazione pill co-
muni nei peptidi e nelle proteine: uno zucchero e un’ammina reagiscono mediante
I’eliminazione di una molecola d’acqua.
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Figura 1.2: Deaminazione della Asparagina (Asn) e isomerizzazione dell’Aspartato (Asp).
A pH>5 la deaminazione dell’Asn procede attraverso la formazione di un intermedio di
reazione (succinimide, Asu) mediante la perdita di ammoniaca, prima della formazione
dell’Asp o dell’isoaspartato (isoAsp). A pH acidi vi é una reazione di idrolisi diretta che
fornisce esclusivamente Asp come prodotto finale. La sua isomerizzazione ad isoAsp av-
viene solo attraverso la formazione dell’intermedio Asu. Immagine tratta da Jameel [3],
con modifiche.

Instabilita fisica

E generalmente risaputo che le proteine modificano spontaneamente la loro strut-
tura tridimensionale per adattarsi alle condizioni dell’ambiente circostante: se, ad
esempio, sono collocate in un mezzo acquoso tenderanno ad esporre i residui polari
e a nascondere quelli apolari. Tali cambiamenti strutturali comportano inevitabil-
mente il variare di alcune proprieta fisiche come la solubilita, la tendenza all’ag-
gregazione e l’attivita superficiale [S] [6]. In alcune situazioni, tutto ciO si tra-
duce nella formazione di aggregati solubili, precipitati insolubili e perdite dovute
all’adsorbimento superficiale.

In Figura 1.4 vengono riportate diverse strutture fisiche delle proteine. La strut-
tura nativa (N) ¢ caratterizzata da una forma correttamente ripiegata avente la mi-
nore energia libera. N*, invece, rappresenta uno condizione rara che si verifica
solo quando la struttura proteica diventa pili compatta, a seguito dell’adattamen-
to alle condizioni del sistema. In tale stato la probabilita di denaturarsi si riduce
notevolmente. Tuttavia, la struttura nativa puo incorrere in diverse variazioni strut-
turali nel momento in cui € soggetta a stress di tipo meccanico e termico oppure
quando la proteina si trova all’interno di una soluzione; tale variazione strutturale
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Figura 1.3: Meccanismo generale di proteolisi. Immagine tratta da Jameel [3] con
modifiche.

Tabella 1.1: Prodotti comuni di reazioni di ossidazione di alcuni amminoacidi. Tratta da
Jameel [3], con modifiche.

Amminoacido Prodotto di ossidazione

Metionina (Met) Met-solfossido

Istidina (His) 2-Oxo-His

Triptofano (Trp) N-Formilchinureina, chinureina, idrossi-Trp
Cisteina (Cys) Cistina, acido sulfenico

Tirosina (Tyr) Ditirosina

comporta la formazione di un composto intermedio (I). A questo punto, a seconda
delle caratteristiche dell’intermedio, si possono verificare diverse eventualita: ad
esempio, se I’intermedio ha la tendenza ad interagire con altre molecole proteiche
circostanti, si pud incorrere nello sviluppo di aggregati solubili (A) o precipitati
(P) [7]. Come si nota dalla Figura 1.4, gli aggregati di tipo A sono in equilibrio
con la struttura intermedia, ma a causa di ulteriori cambiamenti conformazionali
si potrebbe indurre la formazione dell’aggregato stabile A* [8]. Nel caso in cui,
invece, I’intermedio subisca variazioni strutturali che hanno come conseguenza la
perdita della struttura secondaria, allora si origina la forma denaturata D. Tale tran-
sizione puo essere indotta da intensi stress meccanici o da una temperatura piu
alta di quella di denaturazione. Sebbene lo stato D sia reversibile, altre modifiche
fisico-chimiche possono rendere il processo irreversibile con la formazione della
forma denaturata stabile D*. Dalla precedente trattazione si evince come le ca-
ratteristiche fisico-chimiche delle proteine siano di fondamentale importanza per
assicurare al prodotto finale stabilita adeguata nel lungo periodo.

1.2.2 Metodologie per la conservazione

Teoricamente sarebbe preferibile ottenere un prodotto in soluzione acquosa: tale
tipo di formulazione, infatti, permetterebbe di agevolare sia la preparazione sia la
manipolazione da parte dell’utente finale. Tuttavia, la maggior parte delle proteine
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Figura 1.4: Alcune strutture delle proteine (N = struttura nativa, I = struttura ripiegata in-
termedia, A = forma aggregata, D = forma denaturata, P = forma precipitata). Immagine
tratta da Jameel [3], con modifiche.

a scopo terapeutico sono abbastanza stabili in soluzioni acquose solo per brevi
periodi di tempo. Se un prodotto non esibisce sufficiente stabilita in fase acquosa
esso deve essere portato in fase solida. La stabilita di piccole molecole, infatti,
aumenta nel seguente ordine:

soluzione acquosa < solido amorfo < solido cristallino

Cio ¢ dovuto alla sempre piu limitata mobilita delle specie reattive all’interno di
tali fasi. Al fine di ottenere un prodotto in forma solida le tecniche maggiormente
utilizzate sono:

* essiccamento spray;
¢ essiccamento sottovuoto;
¢ liofilizzazione.

L’essiccamento spray (Figura 1.5) € un processo operante in continuo che converte
una soluzione o una sospensione in polvere mediante 1’utilizzo di un gas riscaldato
che provoca I'immediata evaporazione del solvente [9]. La soluzione d’alimen-
tazione viene nebulizzata in piccole goccioline mediante un apposito dispositivo
detto atomizzatore o ugello nebulizzatore. Le goccioline sono poste in contatto
con del gas, precedentemente preriscaldato, all’interno della drying chamber. Il
contatto provoca I’immediata evaporazione del solvente e I’ottenimento di un so-
lido in forma polverosa. Mediante un ciclone vi ¢ la separazione e la raccolta del
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prodotto ottenuto. L’essiccamento spray rappresenta il metodo maggiormente uti-
lizzato per la disidratazione di cibi in ambito alimentare e viene anche largamente
utilizzato per ottenere prodotti biofarmaceutici sotto forma di polvere; la dimensio-
ne e morfologia del prodotto finale ¢ di notevole importanza per quanto concerne
il trasporto e le performance. Tuttavia, il controllo del tenore di umidita residua
e delle sollecitazioni causate dall’atomizzazione continuano ad essere fattori da
migliorare per soddisfare i requisiti di stabilita e resa di processo.

L’essiccamento sottovuoto, invece, ¢ una tecnologia che permette di eliminare
I’umidita residua del componente mediante una evaporazione controllata in condi-
zioni di vuoto. E largamente utilizzato nell’industria alimentare, in quanto & molto
efficace nel salvaguardare le caratteristiche di prodotti fortemente termolabili e vie-
ne anche adoperato per stabilizzare varie formulazioni biofarmaceutiche [10] [11].
Le condizioni operative generano solitamente una struttura schiumosa. Solitamen-
te si lavora ad una temperatura prossima a quella ambiente. L’essiccamento sot-
tovuoto richiede una minore spesa energetica rispetto ad altri processi come la
liofilizzazione, percid rappresenta una tecnica promettente per 1’applicazione su
prodotti biofarmaceutici quando si deve operare in condizioni sterili [12].

Filtro Scambiatore di calore

Camera di essiccamento

Scarico

Scarico

N2

Eiettore

Figura 1.5: Sistema di essiccamento spray con un sistema di sterilizzazione a secco.
Immagine tratta da Anhydro A/S, Denmark, con modifiche.

Tuttavia, il metodo pitt comunemente utilizzato al giorno d’oggi per produrre pro-
teine terapeutiche in fase solida ¢ la liofilizzazione.
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1.3 Liofilizzazione come metodo di conservazione

La liofilizzazione ¢ il processo di allontanamento di un solvente da una matrice
solida per sublimazione. Tale tipo di processo permette di preservare le proprieta
chimico-fisiche e organolettiche del prodotto. E molto utilizzato in ambito farma-
ceutico, in quanto stabilizza le formulazioni contenenti principi attivi. Un tipico
liofilizzatore farmaceutico consta di una camera con all’interno una serie di ripiani
a temperatura controllata unita ad un sistema di vuoto costituito da un condensatore
ed una pompa da vuoto (Figura 1.6).

Figura 1.6: Esempio di un liofilizzatore ad utilizzo farmaceutico. Immagine tratta da
www.pharmaceuticalonline.com

Il processo si articola in tre diverse fasi (Figura 1.7):

1. Congelamento: si diminuisce la temperatura del prodotto: cosi facendo la
maggior parte dell’acqua presente cristallizza, mentre la restante parte viene
adsorbita sulla superficie del principio attivo solido. Il quantitativo di acqua
non congelata per le proteine globulari equivale a 0.3 g/gproteina [13] [14].

2. Essiccamento primario: viene ridotta la pressione all’interno del sistema e si
riscalda accuratamente il prodotto in modo da indurre la sublimazione della
matrice acquosa congelata.
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Figura 1.7: Diagramma di stato dell’acqua evidenziante le diverse fasi di un generico
processo di liofilizazzione. Figura tratta da https://it.wikipedia.org, con modifiche.

3. Essiccamento secondario: si aumenta maggiormente la temperatura del pro-
dotto, mantenendo un elevato grado di vuoto, in modo da allontanare 1’acqua
non congelata per desorbimento.

Durante 1’essiccamento primario e secondario il ghiaccio sublimato e I’acqua ri-
mossa per desorbimento vengono condensati all’interno di un condensatore, il
quale lavora ad una temperatura inferiore rispetto alla camera di essiccamento.
Lutilizzo della liofilizzazione presenta numerosi vantaggi [15]:

* Aumenta la shelf life del prodotto: esso puo essere conservato a temperatura
ambiente per lunghi periodi, se adeguatamente confezionato;

* Il prodotto finale conserva le medesime caratteristiche chimico-fisiche e bio-
logiche del prodotto iniziale;

* La sublimazione dei cristalli di solvente crea una struttura porosa, con ele-
vata area superficiale specifica, che permette di reidratare il prodotto veloce-
mente;

* Il prodotto essiccato presenta un tenore molto basso di umidita residua, il
che rallenta le cinetiche dei processi chimici e biologici di degradazione;
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* Il processo puo essere condotto in condizioni sterili;

* Lo stoccaggio e il trasporto di un prodotto liofilizzato ¢ piu semplice ed
€Conomico.

In Figura 1.8 e 1.9 sono riportati alcuni biofarmaci presenti sul mercato.

1.3.1 Problematiche legate alla liofilizzazione dei biofarmaci

In commercio esistono solo alcune proteine che sono in grado di tollerare gli stress
indotti dal processo di liofilizzazione senza perdere la loro funzione biologica: tra
queste vi ¢ I’ 1-antitripsina in una soluzione tampone contenente citrato [16], I’e-
lastasi pancreatica porcina senza alcun eccipiente [17] e la ribonucleasi pancreatica
bovina in presenza o in assenza di fosfato [18]. In generale le proteine solubili nel
loro ambiente cellulare sono caratterizzate dai seguenti aspetti [19]:

* minimizzazione dell’area superficiale idrofobica mediante 1’isolamento dei
residui non polari dal solvente acquoso;

* minima idratazione delle molecole orientate all’interno della struttura pro-
teica;

* massima densita d’impaccamento.

La stabilita della molecola proteica dipende dalle interazioni elettrostatiche ed idro-
fobiche, le quali sono sensibilmente influenzate da molteplici fattori. E noto, in-
fatti, che una proteina denaturata mantiene inalterata la sua struttura covalente;
pertanto la sua disattivazione viene causata da una competizione tra le interazioni
proteina-solvente e le interazioni che, invece, stabilizzano lo stato nativo della pro-
teina stessa. Prendendo come esempio il processo di liofilizzazione, esso genera
una varieta di sollecitazioni che tendono a destabilizzare o denaturare la maggior
parte delle proteine non protette. Tali stress possono essere suddivisi nelle seguenti
categorie:

1. stress indotti dalle basse temperature;

2. stress dovuti al congelamento, che includono la formazione di cristalli di
ghiaccio dendritici, I’incremento della forza ionica della soluzione, il cam-
biamento di pH e la separazione di fase;

3. stress dovuti alla fase di essiccamento che portano alla rimozione dello strato
d’idratazione attorno alla proteina.
Stress a basse temperature

La solubilita in soluzioni acquose dei gruppi non polari ¢ sensibilmente influenzata
dalla temperatura. In particolare, essa aumenta con il diminuire della temperatura
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Figura 1.8: Alcuni biofarmaci venduti sul mercato con relative formulazioni. Immagini

tratte da Schwegman [20].
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Figura 1.9: Alcuni biofarmaci venduti sul mercato con relative formulazioni. Immagini

tratte da Schwegman [20].
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a causa di una maggiore idratazione dei gruppi non polari che portano ad un decre-
mento delle interazioni solvofobiche delle proteine [21] [22]. La riduzione dei tali
interazioni puo portare alla denaturazione della proteina. Teoricamente I’energia
libera di unfolding della proteina (AGyy,s) segue un andamento parabolico in fun-
zione della temperatura. Cio significa che esiste una temperatura alla quale si ha la
massima stabilita proteica, con i fenomeni di instabilita che possono essere indotti
sia dalle alte che dalle basse temperature.

Effetto di concentrazione

Il congelamento di una soluzione proteica incrementa drasticamente la concentra-
zione di tutti i soluti presenti per via della formazione dei cristalli di ghiaccio. Di
conseguenza tutte le proprieta fisiche legate alla concentrazione sono soggette a
variazione: esempi sono la forza ionica e la composizione della soluzione a causa
della cristallizzazione di alcuni componenti. Inoltre, nonostante una diminuzio-
ne di temperatura possa rallentare il decorso di reazioni chimiche all’interno del
sistema, esse possono in ogni caso verificarsi per via del sostanziale aumento di
concentrazione della soluzione (la velocita di reazione pud aumentare di ordini di
grandezza [23] [24]).

Formazione di interfaccia acqua-ghiaccio e effetto del pH

Il congelamento di una soluzione proteica genera la formazione di una interfaccia
acqua-ghiaccio. Le proteine possono essere adsorbite su tale interfaccia perden-
do la loro struttura nativa. In tale contesto gioca un ruolo fondamentale il grado
di raffreddamento applicato durante la fase di congelamento. Una leggera dimi-
nuzione di temperatura comporta la formazione di cristalli con una maggiore area
superficiale e quindi aumenta il rischio di denaturazione per adsorbimento. La
maggior parte delle proteine sono stabili solo in un ristretto campo di pH: infat-
ti, valori di pH estremi provocano un aumento della repulsione elettrostatica tra
le cariche all’interno delle proteine, causando 1’'unfolding della struttura o la de-
naturazione [25]. Inoltre il pH della soluzione puo influenzare notevolmente la
velocita di molte reazioni di degradazione proteica [26]. Il congelamento di una
soluzione proteica puo cristallizzare selettivamente una delle specie presenti all’in-
terno del sistema, causando cambiamenti di pH. Ad esempio Na,HPO, cristallizza
piu facilmente di NaH,PO, per via della differente solubilita dei due composti.
Per tale ragione, un tampone di fosfato di sodio a pH 7 ha un rapporto molare
di [NaH;PO4] / [NayHPO4] di 0.72, ma tale rapporto aumenta a 57 durante la
fase di congelamento [23]. Cid pud portare ad un calo significativo del pH con
conseguente denaturazione delle proteine sensibili al mutamento di tale grandezza.

Separazione di fase durante il congelamento

La separazione di fase durante I’operazione di congelamento si verifica all’inter-
no di soluzioni contenenti dei polimeri, la cui solubilita viene alterata dalle basse
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temperature. Ad esempio, durante 1’operazione di raffreddamento di una soluzio-
ne avente come principio attivo I’emoglobina e contenente il 4%(w/w) PEG 3350,
4% (w/w) destrano T500 e 150 mM NaCl si ha una separazione liquido-liquido che
porta ad un incremento dell’area superficiale su cui la proteina puo adsorbirsi, favo-
rendone la denaturazione [27]. Per scongiurare tale meccanismo sono stati utilizza-
ti diversi approcci: il piu utilizzato prevede 1’adeguamento della composizione re-
lativa dei polimeri, in modo da oltrepassare rapidamente la regione di temperatura
all’interno del quale si puo realizzare una separazione liquido-liquido [28].

Stress dovuti alla disidratazione

Le proteine in una soluzione acquosa sono totalmente idratate. Una proteina com-
pletamente idratata ha un monostrato di acqua che copre la sua superficie, chiama-
to guscio di idratazione. In questa condizione la quantita di acqua ammonta a 0.3
2/gproteina- In generale, il contenuto acquoso di un prodotto proteico liofilizzato &
inferiore al 10% in massa. Pertanto, risulta evidente come il processo di liofiliz-
zazione rimuova una parte del guscio di idratazione. Tale rimozione pud compro-
mettere lo stato nativo di una proteina e causare la sua denaturazione. Una proteina
idratata, quando esposta a un ambiente povero di acqua durante la fase di disidra-
tazione, tende a trasferire protoni a gruppi carbossilici ionizzati e rimuove quante
piu cariche possibili nella proteina [13]. La diminuzione della densita di carica puo
facilitare 1’interazione idrofobica proteina-proteina, provocando quindi 1’aggrega-
zione proteica. Inoltre, le molecole d’acqua possono essere parte integrante di siti
attivi nelle proteine. La loro rimozione puo perciod danneggiare irreversibilmente
la struttura proteica. Infine, la disidratazione durante la liofilizzazione puo causa-
re una notevole differenza nella distribuzione dell’umidita in diverse posizioni del
prodotto. Tale situazione comporta la presenza di zone localizzate dove vi ¢ un
minor quantitativo di umidita che possono indurre la denaturazione della proteina
in questione.

1.3.2 Design ottimale del processo di liofilizzazione

In base a quanto espresso nel precedente paragrafo risulta evidente quanto sia im-
portante I’ottimizzazione del processo di liofilizzazione. 11 principale obiettivo di
realizzare un design ottimale di un ciclo di liofilizzazione & quello di ottenere un
prodotto stabile ed esteticamente accettabile. Per adempiere a tale scopo occor-
re innanzitutto determinare e definire alcuni parametri che caratterizzano il ciclo
di liofilizzazione di una generica formulazione. I pill importanti sono: la tem-
peratura di transizione vetrosa (7”), la temperatura di collasso (7,), il grado di
raffreddamento, il grado di essiccamento e il quantitativo di umidita residua.

Temperatura di transizione vetrosa e temperatura di collasso

Si consideri una generica formulazione contenete il principio attivo proteico as-
sieme ad opportuni eccipienti. La formazione dei cristalli di ghiaccio durante la
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fase di raffreddamento modifica la concentrazione di tutti i soluti presenti, i quali
cambiano lo stato della soluzione da uno liquido viscoso ad uno vetroso che con-
tiene circa 20-50% di acqua. La temperatura di questa transizione reversibile ¢
chiamata temperatura di transizione vetrosa. La temperatura di collasso, invece, ¢
la massima temperatura del prodotto che permette di condurre uno step di essicca-
mento senza la perdita della struttura porosa formatasi durante la precedente fase
di congelamento. Tale perdita causerebbe una maggiore resistenza al passaggio del
vapor d’acqua con la necessita, quindi, di innalzare ulteriormente la temperatura.
L’essiccamento effettuato al di sopra della temperatura di collasso porterebbe ad un
peggioramento del prodotto dal punto di vista estetico, ad un pil elevato contenuto
di umidita residua e ad un tempo di ricostituzione piu alto a causa dell’assenza della
struttura porosa. Con alcune proteine cio € accompagnato dalla perdita della loro
attivita biologica. Nel caso in cui tutti gli eccipienti presenti nella formulazione
formino una fase amorfa dopo il congelamento senza cristallizzare, allora il valore
di T’, aumentato di 2°C rappresenta la 7,,;. Nel caso in cui, invece, gli eccipienti
cristallizzino, allora la temperatura eutettica (7,) sara la T,,; di quella particolare
formulazione [3]. In Tabella 2.25 vengono riportate la temperatura di transizione
vetrosa e quella di collasso per alcuni eccipienti comunemente utilizzati.

Tabella 1.2: Temperature di transizione vetrosa e di collasso di alcuni eccipienti. I valori
di T, sono stati ottenuti mediante I’utilizzo di un freeze-drying microscope mentre i valori
di T’y sono stati ricavati usando una DSC con una velocita di riscaldamento di circa
10°C/min. I valori sono tratti da Jameel [3].

Materiale T’,°C Riferimento T¢,,°C  Riferimento

BSA -11 34 - -
Destrano -10 34.11 -10 37
Destrosio -44 11 - -
Lattosio -28 34.11 -31 37
Mannitolo -35 34.11 - -
Raffinosio =27 35 -26 38
Saccarosio -32 34.36 -34 37
Trealosio -29 34.11 -34 37
Istidina -33 34 - -

Grado di raffreddamento

Un parametro fondamentale che deve essere accuratamente definito nella fase di
congelamento ¢ il grado di raffreddamento (v). Esso pud essere interpretato me-
diante la relazione (1.1)

~ 0T (r,t)
v (1.1)
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dove T'(r,t) ¢ il profilo di temperatura. In generale un grado di raffreddamento
veloce genera piccoli cristalli di ghiaccio, perché la cristallizzazione avviene in
maniera molto rapida. Contrariamente, un grado di raffreddamento lento produ-
ce cristalli di grandi dimensioni (Figura 1.10). Questi ultimi creeranno dei pori o
canali di dimensione non trascurabile durante la sublimazione del ghiaccio e ren-
deranno, quindi, piu rapido il processo di essiccamento primario. Tuttavia, una
dimensione maggiore dei cristalli comporta una minore area superficiale; per tale
ragione I’essiccamento secondario avverrebbe in tempi pit lunghi. Occorre percio
operare con un grado di raffreddamento di circa 10-15 °C sotto lo zero (temperatura
a cui si riscontra la formazione dei primi nuclei e cristalli di ghiaccio) [3].

A =
=
-] |

5°C & - *
Nucleazione

il

—-

Crescita

*»

Nucleazione Crescita .

Figura 1.10: Influenza della temperatura di nucleazione sulla morfologia dei cristalli.
Immagini tratte da Geidobler [29], con modifiche.

La denaturazione delle proteine durante la fase di congelamento & funzione sia
del grado di raffreddamento sia della temperatura finale [23]. Inoltre, un elevato
grado di congelamento ¢ in grado di evitare la nucleazione e la conseguente cri-
stallizzazione dei componenti presenti all’interno della soluzione. Ciascun compo-
nente ha il suo grado di raffreddamento critico che & definito come il minimo grado
di raffreddamento utile ad evitare la cristallizzazione del soluto [30]: essa non si
verifica se il grado di raffreddamento con cui si esegue il congelamento ¢ maggiore
di quello critico.

Grado di essiccamento

Diversi modelli sono stati ipotizzati per descrivere il grado di essiccamento (e)
durante la liofilizzazione. Quando la temperatura del ripiano della camera di liofi-
lizzazione ¢& fissata, tale grado puo essere espresso mediante la relazione (1.2):
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e = Ap(Pp_PO)
Rp

dove A, ¢ I’area della sezione trasversale del prodotto, P, ¢ la tensione di subli-
mazione, Py ¢ la pressione parziale del flacone contenente il prodotto € R, ¢ la
resistenza esercitata dal prodotto secco al flusso di vapore. Dal momento che P,
A, e R, sono generalmente fissate per un certo valore del grado di raffreddamento,
allora il grado di essiccamento puo essere variato agendo soltanto sulla Py. Inol-
tre, se R, cambia durante il processo di essiccamento, la velocita di essiccamento
e la temperatura del prodotto cambiano di conseguenza. La forza motrice per la
sublimazione dell’acqua durante la liofilizzazione ¢ la differenza di temperatura
tra il prodotto e il condensatore. Nell’essiccamento primario, la temperatura di
condensazione utilizzata ¢ di -60 °C, consentendo una differenza di circa 20 °C
rispetto alla temperatura del prodotto [23]. Durante I’essiccamento secondario, in-
vece, la temperatura del condensatore puo essere anche pit bassa (-80 °C), in modo
particolare per formulazioni che richiedono un’umidita residua molto bassa [31].
Poiché la temperatura del prodotto & controllata dalla temperatura del ripiano, ¢
essenziale un efficace trasferimento di calore tra il ripiano e prodotto, influenzato
dal grado di vuoto nella camera di essiccamento. Un incremento moderato della
pressione nella camera provoca un incremento del grado di essiccamento per via di
un trasferimento di calore piu efficiente.

Per prevenire il collasso del prodotto, la sua temperatura deve essere mantenuta
al di sotto della temperatura di transizione vetrosa T’ (0 T¢op) della formulazione o
inferiore alla temperatura eutettica (T¢y) di qualsiasi componente cristallino. D’al-
tra parte, I’essiccamento primario dovrebbe essere condotto ad una temperatura il
pil vicino possibile a tali limiti, in modo da avere una elevata efficienza. Pertanto,
per avere un’efficace fase di essiccamento e per ridurre la probabilita di collasso
dei prodotti, una formulazione deve essere progettata in modo tale che la sua T’
sia la piu alta possibile.

) 1.2)

Umidita residua

La durata dello step di essiccamento all’interno di un ciclo di liofilizzazione di-
pende dal livello di umidita residua che si vuole ottenere per il prodotto finale.
Le proteine hanno siti di legame forti e deboli per accogliere 1’acqua congelata. 1
siti di legame deboli includono generalmente i gruppi carbonilici dello scheletro
polipeptidico, pil alcuni gruppi idrofilici come -OH e -NH; i siti di legame forte,
invece, comprendono i gruppi ionizzabili negli amminoacidi come Glu, Asp, Lys,
e Arg. Poiché il tenore di umidita residua per i prodotti proteici liofilizzati ¢ di
solito inferiore al 10%, 1’essiccamento secondario rimuove il quantitativo di acqua
debolmente legata alla proteina e alcune molecole acquose fortemente legate. Per-
tanto, I’'umidita residua non ¢ altro che una piccola porzione di molecole di acqua
fortemente legate alla proteina. Essa provoca una serie di instabilita nelle proteine
essiccate e, di solito, un contenuto di umidita inferiore porta ad un prodotto piu
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stabile nel tempo. Per trovare il contenuto di umidita residuo che conferisce la
massima stabilita ad un prodotto proteico liofilizzato, dovrebbero essere condotti
studi di stabilita a lungo termine su formulazioni proteiche con diversi valori di
umidita residua.

1.4 Formulazioni proteiche

Come precedentemente esposto, una formulazione proteica deve essere realizzata
in modo da fronteggiare le sollecitazioni e gli stress imposti da tutte le diverse
fasi del processo di liofilizzazione. Il primo passo verso la progettazione di una
formulazione efficace, quindi, risiede nell’identificazione delle instabilita a cui &
soggetta la generica proteina durante la liofilizzazione. I criteri di ottimizzazione
sono [32]:

1. bisogna inibire I’unfolding della proteina durante le fasi di congelamento ed
essiccamento;

2. la temperatura di transizione vetrosa del prodotto deve essere superiore a
quella di conservazione;

3. il contenuto di acqua residua deve essere estremamente basso;
4. il prodotto deve essere elegante dal punto di vista estetico;

5. bisogna adottare specifici accorgimenti per evitare la degradazione chimica
della proteina.

I primi quattro criteri possono essere realizzati mediante una scelta oculata degli
eccipienti e il design di un opportuno ciclo di liofilizzazione. A tal proposito, c’¢
da tenere in considerazione che, anche se gli eccipienti impediscono la denatura-
zione proteica durante il congelamento, essa si puo verificare durante la successiva
fase di essiccamento [33]; viceversa, se la proteina viene denaturata durante lo step
di congelamento, non riacquistera la sua struttura nativa durante la successiva di-
sidratazione. Inoltre, ¢ preferibile progettare delle formulazioni che abbiano come
eccipienti dei composti che siano gia stati approvati per prodotti ad uso parentera-
le. L'ultimo criterio, invece, richiede una profonda comprensione delle proprieta
fisico-chimiche di ciascuna proteina. Ogni proteina, infatti, possiede delle carat-
teristiche uniche, alcune delle quali possono causare maggiori difficolta nella pro-
gettazione di formulazioni stabili. In generale, gli additivi utilizzati si articolano
nelle seguenti categorie:

e stabilizzatori, che si dividono in:

— crio-protettori;

— lio-protettori;

* soluzioni tampone (buffers);
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* agenti di bulking;

* agenti inibenti I’aggregazione e 1’adsorbimento proteico.

1.4.1 Buffers

Le caratteristiche proprie di un buffer utilizzato all’interno delle formulazioni pro-
teiche sono riassunte nei seguenti punti [3]:

1. deve essere non volatile in modo che i suoi componenti non vadano persi
durante I’intero processo di liofilizzazione. Nel caso in cui si utilizzi acido
acetico o acido cloridrico per regolare il pH, il processo di liofilizzazione
pud causare cambiamenti significativi del pH;

2. deve avere una elevata T’y € T,, in modo da poter condurre il processo di
liofilizzazione a temperature normali;

3. non deve cristallizzare durante il raffreddamento, causando variazioni di pH;
inoltre non deve avere una pK, fortemente influenzata dalla temperatura.

Un tampone viene principalmente utilizzato per controllare e mantenere costante il
pH della soluzione, specialmente durante lo step di congelamento. Si consideri, ad
esempio, un sistema contenente un buffer di fosfato di sodio; tale soluzione eviden-
zia una drastica diminuzione del pH (quattro unita) a causa della cristallizzazione
del Na,HPO, - 2H,0 [34], mentre il sistema contenente fosfato di potassio mostra
solo un modesto aumento del pH, di circa 0.8 unita, dopo il congelamento, anche in
condizioni di equilibrio. A tal proposito, Gomez et al. [35] hanno dimostrato che
la cristallizzazione del tampone fosfato dipende dalla concentrazione iniziale, dal
grado di raffreddamento e dalla dimensione del campione. In Tabella 1.3 vengono
riportati i valori di pH, relativi a sistemi con diversi buffer di fosfato, durante lo
step di congelamento, eseguito in condizioni di non equilibrio.

Tabella 1.3: Variazioni di pH durante il processo di congelamento in condizioni di non
equilibrio di una soluzione contenente un buffer di fosfato. Dati reperiti da Gomez et
al. [35].

Concentrazione, mM pH iniziale pH dopo il congelamento  ApH
Fosfato di sodio
100 7.5 4.1 -3.4
8 7.5 5.1 -2.1
Fosfato di potassio
100 7 8.7 1.7
100 55 8.6 3.1

10 5.5 6.6 1.1
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I dati indicano che piu alta ¢ la concentrazione di tampone, piu le variazioni di
pH sono sostanziose. Alte concentrazioni del buffer, quindi, aumentano la possi-
bilita di spostamenti di pH durante il congelamento; inoltre si deve tener presente
un ulteriore aspetto: anche se la cristallizzazione dei componenti del buffer fosse
evitata, i livelli elevati di sali comporterebbero il sopraggiungere di ulteriori proble-
matiche, poiché si ridurrebbe la temperatura di transizione vetrosa della soluzione
congelata [36] e, di conseguenza, la temperatura di collasso. In tale contesto, &
stato dimostrato che il tampone di citrato risulta essere la scelta migliore, in quanto
il citrato non cristallizza facilmente e ha una temperatura di collasso elevata.

1.4.2 Agenti di bulking

Le formulazioni che contengono una concentrazione di principio attivo minore
dell’1% necessitano dell’utilizzo di un agente di bulking: esso ¢ utile ad innal-
zare la densita del prodotto finale e ad evitare perdite della proteina durante la fase
di essiccamento. Inoltre, permette di aumentare 1’eleganza estetica del prodotto
e di innalzare la temperatura massima alla quale pud essere condotto lo step di
essiccamento primario [3].

A seconda delle caratteristiche richieste dal prodotto finale, si possono ado-
perare una serie di eccipienti; tra questi vi sono disaccaridi come il saccarosio, il
trealosio e il lattosio, trisaccaridi come il raffinosio e altri polimeri come 1’idros-
sietilcellulosa (HES), il destrano e il polivinilpirrolidone (PVP). Tali eccipienti,
usati come agenti di bulking, tendono a rimanere amorfi durante il processo di lio-
filizzazione e di conservazione. Tuttavia, la maggior parte di essi, ad eccezione
dell’idrossietilcellulosa e del destrano, presentano basse temperature di collasso;
cio comporta I’esigenza di effettuare la fase di essiccamento a basse temperature,
innalzando, di conseguenza, il tempo necessario a svolgere il processo. Anche per
le motivazioni appena evidenziate, la glicina e il mannitolo sono gli agenti di bul-
king (cristallini) piit comunemente usati e sono spesso preferiti a quelli amorfi a
causa della loro relativa facilita ad essere liofilizzati. Sono entrambi agevolmente
cristallizzabili, sono facili da ricostituire e posseggono alte temperature eutettiche
(da circa -1°C a -3°C), una caratteristica molto utile per eseguire 1’essiccamento
primario ad una temperatura elevata, prevenendo il collasso e la perdita di elegan-
za estetica del prodotto finale [3]. Sebbene il mannitolo sia pili comunemente usato
rispetto alla glicina, le formulazioni a base di mannitolo sono suscettibili a rottura
del flacone durante la liofilizzazione nel momento in cui:

1. non siano progettati appropriati protocolli di congelamento;
2. sia utilizzato un volume di riempimento troppo elevato;

3. il mannitolo sia molto concentrato.

Inoltre, se il mannitolo idrato non viene desolvatato durante il processo di liofi-
lizzazione, si pud verificare la desolvatazione durante la fase di conservazione del
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prodotto; cid comporterebbe una consistente diminuzione della sua temperatura di
transizione vetrosa, compromettendone la stabilita. Per evitare il sopraggiungere di
tale situazione, occorre condurre la fase di essiccamento secondario a temperature
superiori a 50°C, in modo da desolvatare efficacemente il mannitolo presente nel
sistema.

In generale, bisogna garantire che la cristallizzazione degli eccipienti (usati
come agenti di bulking) sia completa durante la fase di congelamento. La presenza
di altri soluti all’interno della soluzione iniziale, indipendentemente dal fatto che
rimangano amorfi o cristallizzino, tendera ad inibire la cristallizzazione dell’agente
di bulking specifico. Per tale ragione, il rapporto in peso dell’agente di bulking
utilizzato rispetto a tutti gli altri soluti deve essere maggiore o uguale a 3 [3].

1.4.3 Agenti inibenti I’aggregazione e I’adsorbimento proteico

Un problema non indifferente nella preparazione di proteine a scopo terapeutico
risiede nell’instabilita dovuta all’unfolding della struttura proteica, per via del-
I’adsorbimento della proteina stessa sulle interfacce generate durante il processo
di liofilizzazione. Ad esempio, come delineato in precedenza, questo fenomeno
puo avvenire all’interfaccia acqua-ghiaccio, durante la fase di congelamento. In
tale contesto trovano un grande impiego i tensioattivi, i quali sono ampiamente
utilizzati all’interno delle formulazioni proteiche con i seguenti scopi [3]:

1. prevenire la perdita della struttura nativa della proteina a causa dell’adsor-
bimento sulle superfici di filtri, apparecchiature e contenitori, in particolare
nelle formulazioni a bassa concentrazione proteica;

2. come chaperone per aiutare a ripiegare forme strutturalmente alterate e quin-
di prevenire 1’aggregazione.

In tutte queste applicazioni viene utilizzato un tensioattivo non ionico, tipicamente
il Tween 20 o 80 tra lo 0.01% e lo 0,1% w/v. Ci sono diversi esempi in letteratura
che dimostrano chiaramente che 1’aggiunta di tensioattivi protegge la proteina dalla
denaturazione indotta dalla presenza di interfacce, impedendo la formazione di
aggregati [3].

1.4.4 Stabilizzatori proteici
Gli stabilizzatori proteici sono suddivisi in due diverse categorie a seconda delle
funzioni che svolgono durante il processo di liofilizzazione.

Crio-protettori e meccanismo di stablizzazione

La stabilita conformazionale di una proteina &€ normalmente soggetta ad un deli-
cato equilibrio tra diverse interazioni. Tali interazioni sono molto sensibili alla
temperatura come viene rappresentato in Figura 1.11. Quando le proteine sono
esposte a temperature elevate, I’energia libera di unfolding diminuisce e si ha una
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Figura 1.11: Rappresentazione schematica della curva di stabilita di una proteina che
illustra la dipendenza del AG di unfolding dalla temperatura. Grafico tratto da Becktel
[37], con modifiche.

perdita della conformazione nativa. Lo stesso discorso vale quando le proteine so-
no soggette a bassa temperatura. Per contrastare questo tipo di fenomeno, soluti
come gli zuccheri, alcuni amminoacidi, le metilammine e i sali vengono aggiunti
all’interno delle formulazioni per proteggere il principio attivo dalla denaturazione.
Quando tali sostanze vengono utilizzate per prevenire modifiche e degradazioni du-
rante il congelamento, sono chiamati crioprotettori. Essi funzionano efficacemente
nell’intervallo di concentrazione 300-600 mM mediante un meccanismo chiamato
esclusione preferenziale dei soluti proposti da Arakawa e Timasheff [57] e rivisto
e dimostrato da Carpenter e Crowe [39]. Tale meccanismo non implica che le mo-
lecole di soluto non si leghino alla superficie della proteina, ma che esse siano piu
concentrate nel bulk della soluzione rispetto che nelle immediate vicinanze della
proteina stessa. Il potenziale chimico della proteina aumenta per via della presenza
di un soluto preferenzialmente escluso e cio rappresenta la base per la spiegazione
di tale meccanismo di protezione. Lo stato nativo di una proteina ¢ termodinami-
camente favorito (ad esempio in condizioni fisiologiche), in quanto ha una energia
libera inferiore rispetto a quello denaturato. Quindi, la chiave per incrementare la



24 CAPITOLO 1. INTRODUZIONE

stabilita termodinamica della proteina ¢ quella di accrescere la barriera energeti-
ca tra lo stato nativo e quello denaturato. Il grado di esclusione preferenziale e il
concomitante incremento del potenziale chimico proteico sono direttamente colle-
gate all’area superficiale della proteina; piu ¢ grande, maggiore sara |’incremento
di potenziale chimico. Dal momento che I’area superficiale della proteina dena-
turata ¢ piu elevata di quella nella sua forma nativa, di conseguenza il potenziale
chimico della forma denaturata sara superiore a quello della struttura nativa. In
Figura 1.12 viene mostrata una rappresentazione schematica del meccanismo di
esclusione preferenziale.

° Acqua

. Additivo preferenzialmente escluso

Zona di esclusione

Proteina denaturata

Figura 1.12: Rappresentazione schematica dell’esclusione preferenziale di un soluto dalla
superficie della proteina (A), effetto di stabilizzazione del soluto preferenzialmente escluso
(B). Immagine tratta da Hillgren [40], con modifiche.

Lio-protettori e meccanismo di stablizzazione

Come gia accennato, la conservazione a lungo termine di un prodotto liofilizza-
to dipende da due fattori critici che devono essere affrontati durante la fase di
essiccamento [3]:

1. lo stato fisico, vale a dire la creazione di una struttura vetrosa con elevata T’
e un basso contenuto di umidita residua;

2. il mantenimento della struttura nativa nello stato secco.
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Il processo di liofilizzazione viene condotto per aumentare la stabilita allo stoccag-
gio, dal momento che la mobilita molecolare all’interno dello stato solido portera
ad un maggiore soffocamento delle possibili instabilita. Nel tentativo di rimuovere
I’acqua per creare un solido vetroso con alta T’ durante I’essiccamento secon-
dario, i legami ad idrogeno tra la proteina e 1’acqua vengono spezzati. Lo strato
d’idratazione, che I’acqua forma sulla superficie proteica, permette di mantenere
intatta la struttura nativa della proteina stessa; di conseguenza, la sua eliminazio-
ne durante lo step di essiccamento provoca una destabilizzazione delle molecole
proteiche che possono denaturarsi o incorrere in aggregazioni. L’uso di lio pro-
tettori come ’sostituti dell’acqua” favorisce, innanzitutto, la formazione di lega-
mi ad idrogeno con la proteina, simili a quelli che quest’ultima instaurava con
I’acqua. Il meccanismo di stabilizzazione espletato da lio-protettori puo essere
interpretato sia da un punto di vista termodinamico sia cinetico. L’interpretazio-
ne termodinamica [3] sostiene che mediante la formazioni di legami ad idrogeno
proteina-eccipiente venga ristabilita 1’energia libera di unfolding, con la struttura
nativa della proteina piu stabile rispetto a quella denaturata (meccanismo di water
replacement). L interpretazione cinetica [3], invece, fa riferimento alla cosiddetta
ipotesi di vetrificazione che afferma che finché la proteina rimane dispersa all’in-
terno dello stabilizzatore amorfo, il quale ¢ molto viscoso e si comporta come un
vetro, la sua mobilita risulta limitata. Quindi, a causa di questo “microambiente
viscoso” attorno alla proteina, la mobilita ¢ bloccata e la velocita dei cambiamenti
conformazionali che conducono all’unfolding proteico sara ridotta notevolmente.

Generalmente, i disaccardi e i trisacaridi, come il saccarosio, il trealosio o il raf-
finosio, sono buoni lio-protettori poiche sostituiscono efficacemente la componente
acquosa e permettono di formare uno strato vetroso che diminuisce la mobilita pro-
teica. I polimeri, invece, sono generalmente molto meno efficaci, probabilmente a
causa del loro ingombro sterico che riduce le interazioni e la formazione di legami
idrogeno con la proteina.

Un requisito fondamentale per uno stabilizzatore ¢ che esso deve essere incapa-
ce reagire chimicamente con la proteina: zuccheri riducenti come il lattosio, il mal-
tosio e il glucosio non devono essere utilizzati in grandi quantita nelle formulazioni
proteiche.

1.5 Caso studio: la Lattato Deidrogenasi (LDH)

La lattato deidrogenasi ¢ un tetramero costituito dalla combinazione di due diverse
subunita (M e H), le quali, unendosi fra loro in modo vario, danno origine a cinque
diversi isoenzimi:

* LDHI, che ¢ prevalente nel miocardio, nei globuli rossi, nel rene e nelle
cellule germinali;

* LDH?2, il quale ¢ presente nei globuli bianchi e nei reni, oltre che nel mio-
cardio e nei globuli rossi;
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* LDH3, che ¢ prevalente nei polmoni e in altri tessuti;

* LDHA4, che si puo osservare nel muscolo scheletrico, nel fegato, nei linfonodi
e nei globuli bianchi;

* LDHS, che ¢ caratteristico del fegato e del muscolo scheletrico (in concen-
trazioni maggiori rispetto a LDH4).

Per meglio comprendere il ruolo di tale enzima all’interno degli organismi viventi
si puo ricorrere al seguente esempio. Quando un individuo pratica un esercizio
fisico molto intenso le cellule non riescono ad avere 1’ossigeno necessario per pro-
durre I’energia utile a fronteggiare lo sforzo. In tale contesto entra in gioco LDH
che consente di ossidare il NADH a NAD™, utilizzando come molecola ossidan-
te, al posto dell’ossigeno, I’acido piruvico, il quale viene ridotto ad acido lattico
secondo la reazione riportata in Figura 1.13.

Inoltre, LDH (Figure 1.14 e 1.15) funge da indicatore generale del danno tissu-
tale e cellulare. Infatti, quando le cellule sono danneggiate o distrutte, LDH viene
rilasciato nella frazione liquida del sangue (siero o plasma) o aumenta la propria
concentrazione in altri liquidi biologici.

0. B 2 N ©
\b/ NADH + H* NAD* %%/

é:o \uj\\HO—é—H

—
I Lattato deidrogenasi |

CH3 CHj

Piruvato Lattato

Figura 1.13: Reazione che porta alla formazione del lattato a partire dal piruvato,
catalizzata dal LDH.

Le deidrogenasi sono una classe di enzimi che trovano applicazione come bio-
catalizzatori, biosensori e per la produzione di acido lattico. La domanda mondiale
di acido lattico, infatti, si aggira intorno alle 130000-150000 tonnellate/anno. In
tale scenario, la crescente richiesta di acido sarcolattico (acido L-(+)-lattico) sta fa-
vorendo un miglioramento dei metodi di produzione, in un contesto piu efficiente
e sostenibile.

Il metodo di conservazione maggiormente adoperato per la lattato deidrogenasi
¢ la liofilizzazione. Tale enzima viene spesso utilizzato come proteina modello in
letteratura, sia in quanto molto sensibile agli stress indotti dal processo di liofiliz-
zazione, sia vista I’esistenza di metodologie spettrofotometriche rapide e precise
per misurarne I’attivita biologica.
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Figura 1.14: Rappresentazione molecolare di LDH utilizzando il software VMD.

Figura 1.15: Rappresentazione molecolare di LDH utilizzando il software VMD.
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1.5.1 Liofilizzazione di LDH: problematiche e formulazioni adottate

Studiando la letteratura scientifica ci si puo imbattere in diversi studi circa il com-
portamento di LDH dopo il congelamento o dopo I’intero processo di liofiliz-
zazione. Tali studi mirano essenzialmente alla comprensione dei fattori che in-
fluenzano la stabilita dell’enzima durante i diversi step operativi. Jiang e Nail
[41] hanno sperimentato quale fosse I’attivita residua di LDH dopo uno step di
congelamento-scongelamento o dopo la liofilizzazione, senza la presenza di ec-
cipienti nella formulazione. I risultati ottenuti sono mostrati in Figure 1.16 e
1.17.
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Figura 1.16: Recupero dell’attivita proteica vs Concentrazione di LDH dopo uno step
di congelamento-scongelamento in tre diversi buffer: (e) tampone fosfato (0.05 M, pH
7.4), (m) buffer di citrato (0.05 M, pH 7.4), (A) tris buffer (0.05 M, pH 7.4). La fase di
congelamento é stata condotta a -40°C all’interno di un freezer. Grafico tratto da Jiang e
Nail [41], con modifiche.

Analizzando la Figura 1.16 si pu0 notare quanto 1’effetto del tampone sia importan-
te nello step di congelamento. In modo particolare, il buffer di fosfato mostra delle
prestazioni inferiori rispetto agli altri due tamponi, probabilmente a causa della piu
cospicua variazione di pH della soluzione, come precedentemente evidenziato in
Tabella 1.3. Inoltre, si osserva che il recupero di attivita biologica aumenta con la
concentrazione di LDH; come suggerito dagli autori stessi, cid puod essere dovuto
all’azione della proteina stessa, secondo il meccanismo dell’esclusione preferen-
ziale. Si comprende, quindi, come LDH sia una proteina molto sensibile al pH
€ una piccola variazione di tale grandezza pud parzialmente denaturare I’enzima,
anche in presenza di stabilizzanti come il saccarosio e il trealosio [42]. La Figu-
ra 1.17, invece, rappresenta la perdita di attivita di LDH relativa alla sola fase di
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Figura 1.17: Recupero dell attivita proteica vs Concentrazione di LDH dopo il processo
di liofilizzazione. Ogni punto () rappresenta la media di tre misurazioni. Il congelamento
e stato realizzato a -45°C per 6h, mentre I’essiccamento é stato condotto a -30°C per 24h
e a 25°C per 4h. Grafico tratto da Jiang e Nail [41], con modifiche.

essiccamento. Anche in tale contesto, si pud notare come un incremento della con-
centrazione proteica permetta un recupero piu efficiente di attivita biologica. Cio
¢ dovuto, come riportato da Jiang e Nail, ad una lieve azione di water replacement
della proteina stessa. Tuttavia a basse concentrazioni di LDH la perdita di attivita
risulta molto consistente. Per tale ragione altri autori si sono soffermati sullo studio
del comportamento di LDH in presenza di diversi stabilizzatori. Gli stabilizzatori
maggiormente utilizzati appartengono a diverse classi di molecole:

* zuccheri (disaccaridi, trisaccaridi e oligosaccaridi);
e polimeri;
* tensioattivi.

Gli zuccheri maggiormente utilizzati nelle formulazioni proteiche sono il saccaro-
sio e il trealosio; tali disaccaridi presentano le seguenti caratteristiche [32]:

1. proteggono la proteina sia nella fase di freezing che in quella di drying;

2. sono non riducenti;
3. tendono a rimanere amorfi durante il processo di liofilizzazione;

4. sono gia stati approvati ed utilizzati in altri prodotti a scopo terapeutico.
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Ad esempio, congelando ’'LDH in una soluzione acquosa contenente il 5, 10 o
34.2% (w/v) di saccarosio, la perdita di attivita percentuale dell’enzima ¢& rispetti-
vamente pari al 27, 12 e 0% [42]. Anche altri zuccheri sono utilizzati come sta-
bilizzatori nelle formulazioni di LDH: il cellobiosio, il glucosio, il maltosio, il
mannitolo, il raffinosio e le varie ciclodestrine sono alcuni esempi (Figura 1.18).
Generalmente I’efficacia di stabilizzazione da parte degli zuccheri ¢ funzione della
loro concentrazione in soluzione. Tale classe di molecole viene molto utilizza-
ta in quanto fornisce delle buone prestazioni durante tutte le fasi del processo di
liofilizzazione.

Invece, uno dei polimeri maggiormente utilizzati in letteratura ¢ la siero albu-
mina bovina (BSA) che funge sia da crio-protettore sia da lio-protettore. Ad esem-
pio, Nema e Avis [42] hanno dimostrato che una concentrazione dell’1% (w/v)
permette di proteggere completamente LDH durante lo step di congelamento. La
stabilita dovuta all’azione polimerica viene spiegata come la concomitanza di di-
versi meccanismi, quali I’esclusione preferenziale e I’incremento della viscosita
della soluzione. Inoltre, alcuni polimeri come il destrano o il PEG permettono di
aumentare la temperatura di transizione vetrosa della formulazione e impediscono
la cristallizzazione di alcuni zuccheri usati come stabilizzatori [26]. In generale,
i polimeri mostrano una maggiore efficacia in termini di esclusione preferenziale
e indice di vetrificazione, a causa delle piu elevate dimensioni molecolari rispet-
to agli zuccheri, tuttavia sono piu deficitari di questi ultimi in termini di water
replacement.

Infine, come tensioattivi, il Tween 80 ¢ il pi comunemente utilizzato per salva-
guardare I’attivita biologica di LDH. L’azione dei tensioattivi si rivela importante
specialmente durante il congelamento: come precedentemente spiegato, la forma-
zione di interfacce acqua-ghiaccio puo portare alla denaturazione della proteina. I
tensioattivi, diminuendo la tensione superficiale delle soluzioni proteiche, riescono
a ridurre la forza spingente per I’adsorbimento delle proteine a tali interfacce [26]
(Figura 1.19). Analizzando la Figura 1.19 si osserva come la concentrazione di
tensioattivo deve essere inferiore alla concentrazione critica micellare (cmc) per
fare in modo che esso espleti correttamente la sua azione. Altrimenti, a causa della
formazione delle micelle, si potrebbe incorrere nuovamente in casi di denaturazio-
ne di LDH. In Tabella 3.1 sono riportate alcune delle formulazioni pil utilizzate in
letteratura per la lattato deidrogenasi.
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Figura 1.18: Attivita residua dopo la liofilizzazione della lattato deidrogenasi in funzione
di diversi eccipienti. Il quantitativo di LDH ¢é di 12.8 pg/ml e ogni eccipiente ¢ stato utiliz-
zato in concentrazione pari all’%(w/w). Ogni valore rappresenta la media sperimentale
= la deviazione standard di 3-5 esperimenti. Immagine tratta da Iwai [43], con modifiche.
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Figura 1.19: lIllustrazione schematica delle possibili interazioni tra LDH, ghiaccio e

Tween 80 al variare della concentrazione del tensioattivo. Immagine tratta da Hillgren
[40], con modifiche.
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Tabella 1.4: Formulazioni di letteratura per la lattato deidrogenasi. Dati reperiti da Wang [26].

Proteina Composizione della formulazione Condizioni di studio

Attivita residua

LDH 9 pg/ml in acqua Congelamento-scongelamento
+5% (w/v) saccarosio
+10%(w/v) saccarosio
+5% (w/v) mannitolo
+5%(w/v) destrano
+0.9%(w/v) p-ciclodestrina
+0.005%(w/v) Tween 80
+1%(w/v) Tween 80
+1%(w/v) BSA
LDH 2 mg/ml in un buffer di fosfato di potassio (20 mM, pH 7.5) Liofilizzazione
+1%(w/v) PEG
+10 mM mannitolo
+10 mM lattosio
+10 mM trealosio
+1%(w/v) PEG 10 mM mannitolo
+1%(w/v) PEG e10 mM trealosio
LDH 2 pg/ml in un buffer di fosfato di sodio (50 mM, pH 7.4) Liofilizzazione
+200 mM saccarosio
+400 mM mannitolo
+10 mg/ml HP-3-ciclodestrina
LDH 0.5 mg/ml in un buffer di fosfato di potassio (10 mM, pH 7.5) e 0.1M NaCl Liofilizzazione
+0.1% (w/v) BSA
+1% (w/v) BSA
+10% (w/v) BSA

73%
88%
6%
76%
31%
65%
83%
100%

83%
39%
43%
39%
81%
90%

30%
14%
76%

65%
86%
92%
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1.6 Obiettivo della tesi

L’ obiettivo del seguente lavoro di Tesi ¢ stato quello di utilizzare la Dinamica Mo-
lecolare per analizzare i meccanismi di stabilizzazione proteica durante il processo
di liofilizzazione. La lattato deidrogenasi ¢ stata utilizzata come proteina modello,
per le motivazioni precedentemente delineate. Le simulazioni di Dinamica Mole-
colare sono state condotte utilizzando il software GROMACS, mediante la prepara-
zione di un opportuno volume di controllo, nel quale sono stati inseriti il principio
attivo proteico, i diversi eccipienti e I’acqua. Come eccipienti sono stati utiliz-
zati saccaridi e oligosaccaridi e la composizione del sistema ¢ stata progettata in
modo da riprodurre le tipiche formulazioni utilizzate in ambito farmaceutico. Per
ciascun eccipiente sono state eseguite due simulazioni diverse, la prima usando
condizioni tipiche della fase di congelamento e la seconda riproducendo, invece, le
caratteristiche di un sistema secco. I meccanismi di protezione indagati sono quelli
maggiormente richiamati il letteratura, ovvero I’esclusione preferenziale, il water
replacement e la teoria della vetrificazione. Il fine ¢ stato quello di comprendere
come la Dinamica Molecolare potesse aiutare a predire tali meccanismi, permet-
tendo, in ultima analisi, un confronto pill accurato e preciso dei diversi eccipienti
utilizzati.
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Capitolo 2

Metodi

2.1 Introduzione

Lo studio dei fenomeni microscopici non ¢ realizzabile mediante I’utilizzo degli
strumenti della Meccanica Classica. Cio non significa che essa non sia veritiera,
ma semplicemente evidenzia una applicabilita limitata nella trattazione di sistemi
atomici o molecolari. Tale tipologia di sistemi viene, percio, analizzata in base alle
leggi della Meccanica Quantistica. In particolare, la Chimica Quantistica applica
la Meccanica Quantistica a problemi di natura chimica. La sua influenza appare
molto evidente in tutti i rami della chimica: dalla chimica organica a quella inor-
ganica, dalla chimica analitica alla biochimica. Attraverso la Chimica Quantistica
si possono sviluppare studi legati alle geometrie atomiche e molecolari, a momenti
di dipolo e ad altre proprieta molecolari [44]. I risultati ottenuti dalla Meccanica
Quantistica, applicati a sistemi molecolari, possono essere elaborati con gli stru-
menti della Meccanica Statistica, la quale permette il calcolo di proprieta macro-
scopiche a partire dalla descrizione atomica o molecolare. Nel presente lavoro di
Tesi ¢ stata utilizzata come metodologia di analisi la Dinamica Molecolare (DM).
La DM ¢ una tecnica della chimica computazionale che permette di simulare il
moto dei singoli atomi in sistemi atomici o molecolari. La possibilita di descrive-
re sistemi molecolari complessi spiega la grande diffusione della DM nell’ambi-
to della biochimica strutturale, soprattutto per lo studio delle proprieta dinamiche
delle proteine e degli acidi nucleici, in condizioni non accessibili alle tecniche spe-
rimentali. Nel caso specifico delle proteine, & possibile studiare il cambiamento
della struttura in conseguenza dell’idratazione da parte di un solvente, il cambia-
mento conformazionale dovuto al legame con il substrato e le dinamiche con cui
un farmaco riesca ad interagire con il sito attivo proteico. Appare evidente come
lo sviluppo della DM sia notevolmente influenzato dalla costruzione di metodi di
calcolo sempre pil rapidi e accurati, in modo da rendere competitiva tale tipologia
di analisi.
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2.2 Storia della Dinamica Molecolare

Le prime simulazioni di Dinamica Molecolare sono state effettuate negli anni *50
da Alder e Wrainwright [45]. Questi condussero uno studio sui fluidi semplici
mediante 1’utilizzo di un modello che rappresentava gli atomi come dischi e sfe-
re rigide. Il successivo uso di funzioni potenziale piu veritiere ha permesso di
ottenere risultati direttamente confrontabili con i dati sperimentali. Le prime simu-
lazioni di questo tipo furono realizzate da Rahman [46], che utilizzd un potenziale
di Lennard-Jones per descrivere le interazioni atomiche dell’argon allo stato liqui-
do. Lo sviluppo di calcolatori piu veloci ed efficienti ha consentito lo studio di
sistemi pit complessi come I’acqua, gli alcani flessibili [47] e piccole proteine. Le
simulazioni di biomolecole sono, invece, iniziate alla fine degli anni *70. Attual-
mente, nel campo dell’ingegneria proteica e nello studio dei farmaci, le tecniche di
simulazione stanno ricoprendo un ruolo rilevante, in quanto permettono di studiare
processi chimici e biologici, di predire le proprieta delle proteine modificate e di
analizzare le interazioni tra piccole molecole e macromolecole [48]. Le tecniche
sono tuttora in continuo sviluppo: la complessita dei sistemi investigati, cosi come
la lunghezza delle simulazioni sono fortemente influenzate dalla potenza dei calco-
latori disponibili; con le odierne capacita computazionali, sistemi contenenti fino a
10° atomi possono essere simulati accuratamente in tempi brevi.

2.3 Meccanica Classica e Meccanica Quantistica

In questa sezione verranno esposti brevemente i principi base della Meccanica
Classica e della Meccanica Quantistica, in modo da comprendere in maniera pit
completa e precisa i fondamenti di sviluppo della Dinamica Molecolare.

Per semplicita, si consideri una singola particella posta in un sistema di rife-
rimento unidimensionale. In Meccanica Classica il moto di tale particella viene
descritto dalla seconda legge di Newton:

2

F:ma:m%, 2.1)
dove F rappresenta la forza agente sulla particella, m & la sua massa, ¢ & il tempo e a
¢ I’accelerazione, la quale corrisponde alla derivata seconda del vettore posizione
rispetto al tempo. L’equazione (2.1) viene risolta mediante una doppia integra-
zione, che introduce all’interno della soluzione due costanti arbitrarie: una relativa
alla velocita iniziale, I’ altra alla posizione iniziale. Il vettore posizione puo, quindi,
essere espresso in funzione del tempo e delle due costanti appena citate:

r = f(t,c1,c2), (2.2)

La parola stato in Meccanica Classica identifica la posizione e la velocita di cia-
scuna particella istante per istante. In base alla seconda legge di Newton, lo stato
e il moto di un sistema possono essere perfettamente determinati. Quindi, data
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I’esatta conoscenza dello stato attuale del sistema in esame, ¢ possibile prevederne
I’evoluzione futura [44].

Figura 2.1: Particelle rigide classiche che seguono la seconda legge di Newton. Immagine
tratta da Fortunati [50].

Considerando, invece, un sistema costituito da particelle microscopiche, se-
condo il principio di indeterminazione di Heisenberg, non & possibile determinare
contemporaneamente sia I’esatta posizione, che la velocita di una particella. Da
qui nasce la prima netta differenza tra la concezione classica e quella quantistica.
Per caratterizzare I’evoluzione dello stafo di un sistema quantistico, si ipotizza 1’e-
sistenza di una funzione d’onda W(q,t), dove g rappresenta la coordinata spaziale
e t il tempo. Tale funzione identifica la posizione di una generica particella, in un
certo istante temporale, all’interno di un sistema quantistico. La funzione d’onda
viene interpretata in modo tale che I’espressione:

U*Wdg (2.3)

rappresenti la probabilita di trovare la particella nel punto g all’istante 7 [44]. Tut-
tavia, per determinare I’evoluzione futura del suddetto sistema, risulta necessaria
un’altra equazione che descriva come la funzione d’onda evolva nel tempo e nello
spazio. Analizzando una singola particella che si muove all’interno di uno spazio
unidimensionale, tale equazione risulta essere:

ma\p(x,t) ~ _h_282\11(x,t)

ot o opz TV (@)@, 2.4)

dove m ¢ la massa della particella, & una costante, i I’unita immaginaria e V un

potenziale esterno agente sul sistema indagato. L’equazione (2.4) ¢ conosciuta

come equazione di Schrodinger non stazionaria. Inoltre, sapendo che 1’energia

totale del sistema ¢ rappresentata dall’operatore quanto-meccanico Hamiltoniano:
h? 02

HZ—%@‘FV(IE), (25)
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I’equazione di Schrodinger viene cosi modificata:
OV (x,t)
5 )
o

Qualora I’operatore Hamiltoniano risulti indipendente dalla coordinata temporale,
I’equazione (2.6) assume la seguente forma:

= HU(z,t). (2.6)

W(,6) = v )ep(— B, @)

dove ¢, e E, sono le soluzioni del problema agli autovalori. Sostituendo 1’equa-
zione (2.7) all’interno di (2.6) si ottiene:

H(z) = EY(z), (2.8)

meglio nota come equazione di Schrodinger stazionaria, dove 1’autofunzione v,
corrisponde ad una soluzione stazionaria del problema. E interessante osservare
che:
Uy = (w*(:U)e:):p(%Et))(w(:c)e:rp(—%Et))
= cap(0)y" ¢ 29)
=y
Dall’equazione (2.9) si evince come per uno stato stazionario la probabilita di tro-
vare la particella nell’intorno del punto x sia costante e non dipenda dal tempo.
Analizzando I’equazione (2.6), si nota come essa contenga due incognite: le ener-
gie consentite E, e le relative funzioni d’onda ,. Per risolvere tale equazione
saranno necessarie due condizioni al contorno, le quali permetteranno di indivi-
duare i livelli energetici consentiti; soltanto alcuni valori di energia soddisferanno
le condizioni al contorno imposte. Cio mette in luce una ulteriore differenza tra
la Meccanica Classica e la Meccanica Quantistica: nell’approccio classico, una
particella pud assumere tutti i valori possibili di velocita, mentre una particella
quantistica potra muoversi soltanto ad alcuni valori ben determinati. Inoltre, non
sara possibile conoscerne I’ esatta posizione, ma solamente la probabilita di trovarla
in un preciso dominio spaziale [49].
In generale, le tecniche di calcolo quanto-meccaniche permettono 1’ottimiz-
zazione di geometrie atomiche e molecolari, 1’analisi di proprieta come la den-

sita elettronica e la polarizzabilita delle molecole e lo studio della configurazione
atomica.

2.4 La Dinamica Molecolare: aspetti teorici

Nelle sezioni successive verranno approfonditi alcuni degli aspetti chiave delle si-
mulazioni di Dinamica Molecolare, condotte nel presente lavoro di Tesi. Inizial-
mente verra utilizzato un approccio prettamente teorico; successivamente si adot-
tera, invece, una trattazione maggiormente computazionale. Nel capitolo successi-
vo, infine, si passera ad una descrizione accurata delle condizioni operative.
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Le proprieta di un sistema costituito da molte particelle possono essere investi-
gate utilizzando gli strumenti teorici della Meccanica Statistica. Dal momento che
un sistema reale presenta un grado di complessita elevato, nella maggior parte dei
casi non ¢ possibile ottenere delle soluzioni analitiche; per questa ragione, si ricorre
frequentemente a tecniche basate su simulazioni al calcolatore. In tali simulazio-
ni, il sistema molecolare viene trattato con gli strumenti della Meccanica Classica,
mentre le informazioni ottenute mediante calcoli quanto-meccanici vengono uti-
lizzate per la costruzione dei cosiddetti force field. Questa tipolo<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>