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nº Cognome Nome Qualifica Facoltà Dipartimento
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Personale di altre Università/Istituzioni

nº Cognome Nome Qualifica Universita'/Istituzione Dipartimento Note

2.5 Inquadramento della ricerca proposta (in ambito nazionale ed internazionale)
La produzione di nanoparticelle polimeriche costituite da polimeri biodegradabili e biocompatibili è attualmente oggetto di intensa attività di ricerca dal momento
che tali materiali rappresentano un sistema particolarmente efficiente per il rilascio controllato di farmaci o di biomolecole ad un organo o tessuto target con elevata
efficienza terapeutica e ridotti effetti collaterali.
Tradizionalmente la produzione di materiali polimerici a morfologia nanostrutturata può essere realizzata mediante diverse metodologie tra cui, le tecniche di
spray-drying, le tecniche di sintesi chimica in emulsioni (W/O), il cross-linking con agenti reticolanti, la gelazione ionotropica, ecc. Tali metodologie presentano
spesso inconvenienti legati alla necessità di utilizzo di reagenti tossici o inquinanti o al difficile controllo del processo sintetico. In tale ambito quindi, è necessario
sviluppare nuove tecnologie per la produzione di materiali nanostrutturati che permettano da un lato di ottenere prodotti ad alta qualità, a costi contenuti ed
applicabili a produzione su vasta scala, dall'altro di poter modulare la morfologia del polimero a seconda delle specifiche esigenze industriali.
Il presente progetto di ricerca propone, in alternativa alle metodologie tradizionali, l'impiego di un metodo innovativo, oggetto di un recente brevetto con la
Università di Roma "la Sapienza" (brevetto RM2004A000555), per il controllo della morfologia e dimensione di nanoparticelle polimeriche. Tale metodologia
consente l'ottenimento di materiali polimerici nanostrutturati attraverso la realizzazione di processi di diffusione molecolare attraverso membrane e/o setti porosi, in
maniera semplice e con un costo contenuto.
I materiali polimerici nanostrutturati impiegati saranno sia di origine naturale che di sintesi. Per quanto riguarda l'uso di polimeri naturali i polisaccaridi
rappresentano senza dubbio dei supporti polimerici molto importanti. Essi sono biocompatibili e biodegradabili ed è noto il loro impiego nella formazione di idrogels
macroscopici con caratteristiche biocompatibili. L'utilizzo di tali materiali polimerici, anche in forma nanostrutturata, in processi di rilascio controllato di farmaci è
strettamente correlato al peso molecolare del polimero utilizzato e alle sue proprietà chimico-fisiche che risultano in grado di modularne la biodisponibilità, il
rilascio e il metabolismo della molecola bioattiva ad esso coniugata. In ogni caso, il carrier solubile in fase acquosa deve essere non tossico, non immunogenico e
adatto a somministrazioni successive.
Per quanto riguarda i polimeri di sintesi, in letteratura sono riportati vari tipi di molecole tra cui il PEG, l'acido polilattico (PLA), l'acido poliglutammico (PLG),
idrossipropil derivato del polimetilmetacrilato (HPMA), e sistemi poliamminici di tipo cationico quali la polietilenimmina (PEI). In particolare la PEI è, come è noto,
utilizzata in un gran numero di applicazioni biotecnologiche. Grazie al suo ampio intervallo di pesi molecolari (da 600 a oltre 500.000 Da), questa molecola viene
usata per intrappolamento di ioni, per il coating molecolare, come gel ottenuto in opportune condizioni o come vettori per farmaci, DNA, oligonulceotidi e altre
molecole di interesse biologico. Recentemente, in letteratura sono state riportate le diverse proprietà osservate nell'utilizzo di PEI lineare o ramificata probabilmente
dovute alla loro struttura e al loro arrangiamento strutturale in soluzione, una volta che queste siano coniugate con un apposito substrato. Grazie all'elevato numero
di gruppi amminici nella sua struttura, la polietilenimmina può essere facilmente funzionalizzata per dar luogo ad un intorno chimico adatto per la coordinazione di
ossidi di ferro e l'incorporazione di molecole di interesse biologico.
Per la realizzazione dei bioconiugati verranno utilizzate proteine modello quali l'albumina serica bovina (BSA) o molecole ad attività farmacologia quali il
5F-uracile.
Nell'ambito del progetto riveste particolare importanza sia la caratterizzazione morfologica delle nanoparticelle polimeriche, libere o bioconiugate, sia la
caratterizzazione delle loro proprietà superficiali.
La distribuzione delle dimensioni delle nanoparticelle ottenute per mezzo delle diverse procedure verrà monitorata, nelle diverse fasi dei processi di sintesi e di
bioconiugazione, mediante tecniche di fotocorrelazione (light scattering dinamico). La dimensione media delle particelle e l'ampiezza della distribuzione di
dimensioni sono, in generale, parametri importanti nel determinare le proprietà di una sospensione colloidale, a maggior ragione nel caso di nanoparticelle destinate
all'impiego in campo farmacologico. E' noto infatti che l'interazione delle nanoparticelle colloidali con i sistemi biologici è influenzata fortemente dalle dimensioni
delle particelle stesse. Ad esempio, il sistema immunitario elimina molto rapidamente dal circolo particelle con dimensioni maggiori di qualche centinaio di
nanometri. E' evidente quindi che anche l'efficienza di sistemi polimerici nanostrutturati come vettori per il rilascio controllato di farmaci dipende fortemente dalle
dimensioni e dalla polidispersità delle nanoparticelle. Inoltre, il monitoraggio delle dimensioni e della polidispersità delle nanoparticelle nelle varie fasi della sintesi
e dei processi di bioconiugazione, permetterà evidentemente anche di valutare l'efficienza e la qualità delle stesse procedure di produzione delle nanostrutture.

2.6 Sintesi del programma di ricerca e descrizione dei compiti dei singoli partecipanti
Il presente progetto di ricerca si propone di impiegare un metodo innovativo per il controllo della morfologia e della dimensione di nanoparticelle polimeriche,
oggetto di un recente brevetto (RM2004A000555) con l' Università di Roma "La Sapienza", alternativo alle metodologie tradizionali.
Tale metodologia, consente l'ottenimento di materiali polimerici nanostrutturati (di origine naturale e sintetici) attraverso la realizzazione di processi di diffusione
molecolare attraverso membrane e/o setti porosi, in maniera semplice e a basso costo.

Il presente progetto si articolerà pertanto in diverse fasi:
(a) produzione di nanoparticelle polimeriche biocompatibili e biodegradabili a base polisaccaridica (destrano, chitosano e pullulano) o sintetica quali la
polietileimmina (PEI), contenenti biomolecole e/o ossidi di ferro.
(b) studio della struttura e morfologia delle nanoparticelle in funzione dei parametri chimico-fisici del sistema di reazione e della procedura di ottenimento delle
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nanoparticelle stesse.
(c) studio della percentuale di biomolecole adsorbite sulle nanoparticelle polimeriche in funzione delle diverse variabili del processo.
(d) valutazione in vitro delle cinetiche di rilascio controllato delle biomolecole da parte delle nanoparticelle.
(e) caratterizzazione chimico-fisica delle nanoparticelle polimeriche libere e incorporanti biomolecole.

(a) PRODUZIONE DI MATERIALI POLIMERICI NANOSTRUTTURATI ATTRAVERSO METODOLOGIE INNOVATIVE.
In questo progetto verranno sintetizzati e caratterizzati vari sistemi polimerici nanostrutturati contenenti biomolecole e/o ossidi di ferro. La preparazione di tali
sistemi prevede approcci metodologici diversi: preparazione di nanoparticelle di ossidi di ferro rivestite con la matrice polimerica mediante tecniche tradizionali, e
successivamente mediante preparazione delle nanoparticelle dei suddetti polimeri utilizzando la metodologia innovativa proposta. La prima metodologia e' stata
sviluppata recentemente e prevede la formazione di ossidi misti di Fe(II) e Fe(III) mediante precipitazione in condizioni idrotermali. In una soluzione di Fe(II) e
Fe(III) a opportuni rapporti stechiometrici viene aggiunto il polimero di interesse con il quale si vogliono rivestire le nanoparticelle. La presenza del polimero in
soluzione determina una prima interazione tra le varie specie che rende piu' facile la successiva formazione degli ossidi di ferro in forma nanostrutturata. Il
rivestimento di tali nanoparticelle da parte del polimero inoltre conferisce al sistema una particolare solubilita' in acqua dovuta anche all'alto numero di gruppi
carichi presenti sul polimero stesso.
La seconda metodologia riguarda l'impiego della tecnica di dialisi seguendo una procedura innovativa. In particolare, i polimeri selezionati, in presenza o meno di
quantità prefissate di ossidi di ferro, verranno preparati in forma nanostrutturata dopo averli solubilizzati in fase acquosa a pH controllato all'interno di sacche da
dialisi in presenza di quantità opportune (w/v) di biomolecole ed esposte all'azione di opportuni solventi organici. La sospensione, recuperata all'interno della sacca
da dialisi, dopo incubazione a temperatura controllata, verrà centrifugata, raccolta e liofilizzata fino all'ottenimento del polimero coniugato in forma di polvere.
(b) STUDIO DELLA STRUTTURA E MORFOLOGIA DELLE NANOPARTICELLE IN FUNZIONE DEI PARAMETRI CHIMICO-FISICI DEL POLIMERO E DELLA
PROCEDURA DI OTTENIMENTO DELLE NANOPARTICELLE STESSE.
Le dimensioni e la morfologia dei materiali polimerici utilizzati sarà valutata in funzione dei seguenti parametri chimico-fisici:
- Concentrazione del polimero
- Temperatura di incubazione
- Proprietà chimico-fisiche solvente/non solvente
- Rapporto in volume solvente/non solvente
- MWC delle membrane utilizzate

(c) STUDIO DELLA PERCENTUALE DI BIOMOLECOLE ADSORBITE SULLE NANOPARTICELLE POLIMERICHE IN FUNZIONE DELLE DIVERSE VARIABILI
DEL PROCESSO.
L'efficienza di incapsulamento delle biomolecole (rapporto tra la quantità adsorbita e la quantità iniziale presente in soluzione espressa in %(w/w) da parte delle
nanoparticelle polimeriche, verrà calcolata attraverso la valutazione analitica della quantità di biomolecola estratta con un solvente selettivo.
Per la valutazione analitica della percentuale di BSA adsorbita verrà impiegato il saggio di Bradford mentre nel caso del 5-F-Uracile verrà impiegato un metodo
analitico di tipo cromatografico (HPLC in fase inversa)
(d) VALUTAZIONE IN VITRO DELLE CINETICHE DI RILASCIO CONTROLLATO DELLE BIOMOLECOLE DA PARTE DELLE NANOPARTICELLE.
Quantità prefissate di bioconiugato verranno sospese in fase acquosa tamponata in una provetta da centrifuga ed immerse in bagno termostatico ad agitazione
magnetica a T=37.2°C. A tempi prefissati, aliquote della soluzione verranno prelevate e sottoposte a ultracentrifugazione. Su tali fasi verranno realizzate le
procedure analitiche riportate in precedenza. Il pellet verrà risospeso in soluzione tamponata e riposto in bagno termostatico per misure successive.
(e) CARATTERIZZAZIONE CHIMICO-FISICA DELLE NANOPARTICELLE POLIMERICHE LIBERE E INCORPORANTI BIOMOLECOLE.
Per le misure di scattering della luce verrà impiegato un sistema con sonda in fibra ottica monomodo FOQELS Brookhaven. Rispetto ai sistemi di misura con
geometria tradizionale (con lenti di collimazione, pin-holes etc.) questo sistema ha il duplice vantaggio di poter essere usato anche nel caso di sospensioni
concentrate (fino al 10% in volume ed oltre) per la sua maggiore "insensibilità intrinseca" allo scattering multiplo, e di poter eseguire la misura immergendo
direttamente la sonda nella sospensione da misurare.
Le diverse nanostrutture ottenute verranno inoltre caratterizzate anche con l'uso della microscopia elettronica a scansione (SEM) ed in trasmissione (TEM),
impiegando le facilities a disposizione del gruppo presso il Dipartimento Tecnologia e Salute dell'Istituto Superiore di Sanità; come pure con l'uso della microscopia
a forza atomica (AFM), con l'impiego di facilities a disposizione presso il Dipartimento di Fisica.
Dal punto di vista delle proprietà elettriche superficiali le nanoparticelle verranno caratterizzate per mezzo di misure di potenziale Z, di spettroscopia dielettrica e di
conduttimetria. La misura del potenziale Z permette di valutare la carica elettrica efficace alla superficie di particelle colloidali in sospensione. Questo parametro ha
un valore pratico immediato, in quanto permette di valutare le caratteristiche di stabilità della sospensione colloidale, ma permette anche di ricavare informazioni
sulle interazioni che avvengono nella sospensione tra le particelle e le diverse specie molecolari presenti (polimeri, specie ioniche), e sul loro eventuale adsorbimento
alla superficie delle nanoparticelle in sospensione. Le misure di potenziale Z verranno effettuate con uno strumento Malvern Zetasizer, che impiega la tecnologia
PALS (phase analysis light scattering) che rispetto ad altre tecniche tradizionali permette la misura anche in sistemi con forza ionica, e quindi conducibilità,
relativamente elevata. Con lo stesso strumento verranno anche eseguite misure di scattering statico ad angolo fisso (173°) che, dalla misura del coefficiente viriale
secondo, permetteranno di ottenere informazioni complementari al potenziale Zeta riguardo alla stabilità della sospensione.
Sia nelle misure di scattering della luce che in quelle di potenziale Zeta, la conoscenza della viscosità del mezzo è essenziale per poter risalire dalle grandezze
misurate sperimentalmente alle grandezze d'interesse (ad esempio, nel caso dello scattering elestico per poter calcolare il raggio idrodinamico equivalente delle
particelle dal coefficiente di diffusione misurato). La disponibilità del vibro-viscosimetro di cui si propone l'acquisto permetterebbe di migliorare sensibilmente
l'accuratezza delle misure di dimensioni e di carica superficiale. Attualmente infatti nei casi in cui sia necessaria un'accurata determinazione della viscosità si fa
ricorso ad una serie di viscosimetri a capillare, che comportano una procedura di misura lunga e complessa.
Infine, dalle misure di spettroscopia dielettrica e conduttimetria sulle sospensioni di nanoparticelle bioconiugate e non, potranno essere ricavate informazioni sulla
stabilità della bioconiugazione e sul rilascio di specie ioniche in soluzione.
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29. E.CERNIA, R.D'AMATO, PALOCCI C., F.PANZAVOLTA, M.V.RUSSO, S.SORO. (2005).  Acetylenic polymers as new immobilization matrices for lipolytic
enzymes.  JOURNAL OF MOLECULAR CATALYSIS B-ENZYMATIC. vol. 32, pp. 67-76 ISSN:  1381-1177.

30. E.CELIA, E.CERNIA, PALOCCI C., S.SORO, T.TURCHET. (2004).  "Tuning Pseudomonas cepacea lipase activity in supercritical fluids".  THE JOURNAL OF
SUPERCRITICAL FLUIDS. vol. 33, pp. 193-199 ISSN:  0896-8446.

31. RAIMI H., SORO S., RUGHETTI A., PALOCCI C., BIFFONI M., BARACHINI S., TAURINO F., CERNIA E., FRATI L., NUTI M. (2004).  Monoclonal antibodies
against Candida rugosa lipase as a useful tool for biotechnological processes.  JOURNAL OF MOLECULAR CATALYSIS B-ENZYMATIC. vol. 28, pp. 71-74
ISSN:  1381-1177.

32. FRANCESCHIN MARCO; PASCUCCI EMANUELA; ALVINO ANTONELLO; D'AMBROSIO DANILO; BIANCO ARMANDODORIANO; ORTAGGI G.;
SAVINO MARIA (2007). New highly hydrosoluble and not self-aggregated perylene derivatives with three and four polar side-chains as G-quadruplex telomere
targeting agents and telomerase inhibitors.
BIOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY vol. 17(9) pp. 2515-2522 ISSN: 0968-0896

B) Pubblicazioni di volumi o saggi in volume

C) Pubblicazioni su atti di convegni e congressi

1. E. CERNIA, PALOCCI C., A.FALCONI, F.PANZAVOLTA, C.BELSITO. (2004).  Tuning candida rugosa lipasi acylation of polyfunctional templates in SCCO2.
GIC 2004.  (vol. 2, pp. 25-26).

2. CERNIA E., PALOCCI C., SORO S. (2003).  Modulazione dell'attività catalitica di lipasi: uso di solventi ed anticorpi monoclonali.     Bionova 2003. 4-6 giugno.
Padova, Italia.

3. BARACHINI S., BARTOLI L., BIFFONI M., CERNIA E., FRATI L., MOREA V., NUTI M., PALOCCI C., RAIMI H., RUGHETTI A., SORO S., TAURINO F.
(2003).  Enhancement of Candida rugosa lipase activity by immunoglobulin light chain.     Convegno SIB-BIB. 17 luglio.  Milano, Italia.
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D) Altro (pubblicazioni non previste nei punti precedenti)

1. PALOCCI C., PANZAVOLTA F., RUSSO MV., D'AMICO R., SORO S., BELSITO C., FRATODDI I., CERNIA E. (2004).  Procedimento per il controllo delle
dimensioni e della morfologia di materiali polimerici nanostrutturati.  RM2004A000555. Università di Roma la Sapienza.

4. Richiesta di finanziamento del  progetto

Note (specificare in dettaglio le spese)
4.1 A) Totale spese per
l'acquisto di
apparecchiature
scientifiche

€
16.000

Liofilizzatore da banco (6000 Euro), vibro-viscosimetro per polimeri (7000 Euro), pompa da vuoto (2000 Euro), piastre
magnetiche (1000 Euro).

4.2 B) Spese generali
per la ricerca

Â Â Â Â Â Â Â Â 4.2.1
Materiali di consumo e
manutenzione strumenti
Â Â Â Â Â Â (specificare
il tipo di materiale e la
strumentazione
utilizzata)

€
23.000

Acquisto di polimeri, proteine, sali di ferro, membrane da dialisi, solventi organici ultrapuri, vetreria da laboratorio, colonne
cromatografiche per HPLC a fase inversa, siringhe per HPLC, cellette con elettrodi in oro per misure di potenziale zeta, celle
per misure di light scattering. Spese per utilizzo di strumentazioni di dipartimento (SEM, NMR, IR e analisi elementare).
Manutenzione strumentazione analitica (HPLC-GC, SEM)

Â Â Â Â Â Â Â Â 4.2.2
Missioni - Seminari

€
6.000

Partecipazione a congressi nazionali e internazionali, workshop e seminari interni.

Â Â Â Â Â Â Â Â 4.2.3
Raccolta, codifica e
elaborazioni dati

€

Â Â Â Â Â Â Â Â 4.2.4
Altre voci:Â Â 

€

TOTALE A+B 45.000

4.3 C) Collaborazioni di ricerca (l'importo fisso Ã¨ di 1.550 â‚¬ lorde al mese, per un max di 12 mesi) €

4.4 Ultimi tre anni di finanziamenti ottenuti per ex Progetti di Ateneo

2003: Nessun finanziamento

2004: Nessun finanziamento

2005: Nessun finanziamento

4.5 Consuntivo scientifico per l'ultimo anno di finanziamento ottenuto (risultati e pubblicazioni relative)

5. Parere del Dipartimento/Centro di appartenenza del  responsabile

Contestualmente alla domanda di Ateneo, il proponente sta presentando anche domanda per Ricerca di Ateneo Federato?Â Â 
NO
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Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Data delibera: 08/05/2007 Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Â Parere: POSITIVO

Firma ...................................... Data 09/05/2007 12:05
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