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30. NANOPARTICELLE LIPIDICHE PER LA VEICOLAZIONE DI RNA:
UN'INDAGINE MOLECOLARE SUI MECCANISMI DI INCAPSULAMENTO

Vincenzo Massotti, Antonio Buffo, Roberto Pisano
Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia, Politecnico di Torino

Negli ultimi anni, i farmaci a mRNA hanno suscitato un notevole interesse per il trattamento di malattie
infettive, genetiche e oncologiche. Il filamento di mRNA istruisce le cellule umane a sintetizzare una proteina
che svolge un’azione terapeutica per il trattamento o la prevenzione di una specifica malattia. A causa della
sua instabilita sia in vitro che in vivo e della bassa affinita con le membrane cellulari, 'mRNA necessita di
un sistema di veicolazione, tipicamente costituito da nanoparticelle lipidiche (NPL). L’incapsulamento
del’mRNA avviene grazie alla presenza di un lipide ionizzabile, che in ambiente acido acquisisce una carica
positiva, favorendo l'interazione con quella negativa del’'mRNA. Le NPL vengono stabilizzate con I'aggiunta
di un lipide neutro, che tende a organizzarsi in doppi strati, e del colesterolo, che regola la fluidita della
membrana. Infine, un lipide PEG-ilato regola la dimensione e la polidispersita delle particelle.

Le NPL contenenti mRNA possono essere sintetizzate all'interno di dispositivi microfluidici, che garantiscono
la sintesi di particelle di dimensione controllata, bassa polidispersita ed elevata efficienza di incapsulamento.
Allinterno di questi dispositivi, una soluzione acquosa acida contenente mRNA viene miscelata con una
soluzione organica in cui & dissolta la miscela di lipidi. Durante il processo, le forze intermolecolari agenti
tra 'mRNA e i lipidi portano alla formazione spontanea di NLP che inglobano I’'mRNA.

Le simulazioni di dinamica molecolare (DM) rappresentano uno strumento utile per I'indagine dei meccani-
smi di interazione tra mRNA e lipidi, offrendo una visione dettagliata a livello atomico del processo di forma-
zione delle NPL. A questo scopo, 'mRNA e la miscela di lipidi sono stati distribuiti casualmente all'interno
della box di simulazione contenente una miscela di acqua ed etanolo. Nei primi step delle simulazioni, i lipidi
tendono a formare piccoli aggregati per via della loro insolubilita in acqua, riducendo gradualmente la su-
perficie esposta al solvente. Le code apolari tendono a spostarsi nel cuore degli aggregati, mentre le teste
polari sono esposte all'interfaccia con il solvente. Per via delle interazioni elettrostatiche e/o idrofiliche, gli
aggregati lipidici interagiscono con 'mRNA, depositandosi gradualmente sulla sua superficie fino a ricoprirlo
con 'mRNA contenuto in cavita delimitate dai lipidi in disposizione a micella inversa. Nonostante gli aggre-
gati iniziali siano caratterizzati da una composizione casuale, i lipidi tendono ad occupare posizioni specifi-
che nella configurazione finale della particella. Il lipide ionizzabile € il componente piu abbondante ed &
distribuito in tutta la particella. Il lipide neutro e quello PEG-ilato tendono a disporsi sulla superficie esterna
della particella e, in tracce, possono trovarsi all'interfaccia delle cavita contenenti 'mRNA. Infine, il coleste-
rolo € confinato tra le code dei lipidi per via della sua idrofobicita, formando aggregati cristallini a causa della
scarsa solubilita nelle specie lipidiche.

L’'mRNA contenuto nelle NPL tende a formare degli aggregati, prevalentemente per accoppiamento fra le
basi spaiate contenute nella catena. Nonostante I'interazione elettrostatica tra mRNA e lipide ionizzabile, le
due specie interagiscono in maniera simile anche tramite legami a idrogeno tra le porzioni polari del lipide
e i residui spaiati del'mRNA. Questo tipo di interazione potrebbe persistere anche quando il lipide ionizzabile
¢ in forma neutra, favorendo la ritenzione del’mRNA durante la conservazione.

Le simulazioni di DM offrono una visione dettagliata del meccanismo di self-assembling delle NPL conte-
nenti RNA, evidenziando le interazioni preferenziali tra le varie specie presenti. La conoscenza dei fenomeni
coinvolti pud facilitare il design di nuove specie lipidiche, permettendo di ottimizzarne la formulazione e
adattarla alla veicolazione di qualsiasi tipo di principio attivo.
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