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Lista delle abbreviazioni 

 

5-HMF  5-idrossimetilfuraldeide 

ACN  Acetonitrile 

ADCC  Citotossicità cellulare anticorpo-dipendente 

AL  Senso antiorario 

AR  Senso orario 

ASCT  Trapianto autologo di cellule staminali 

BPI  Inibitore di proteina basica 

BSA  Albumina di siero bovino 

CA  Anidrasi carbonica 

CD  Dicroismo Circolare 

CDC  Citotossicità complemento dipendente 

cHL  Linfoma di Hodgkin classico 

CHMP  Comitato per i medicinali ad uso umano 

CTLA-4  Antigene citotossico 4 del Linfocita T 

Da  Dalton 

DC  Cellule dendritiche 

Em  Emissione 

EMA  Agenzia europea del farmaco 

Ex  Eccitazione 

FDA  Food and Drug Administration 

ICI  Inibitori di checkpoint 

IDO  indoleammina 2,3-diossigenasi 

IFN  Interferone 

Ig  Immunoglobulina 

IL-2  Interleuchina-2 

irAEs  Eventi immunologici avversi (immune-related adverse events) 

IV  Endovena 

mAb  Anticorpo monoclonale 

MW  Peso molecolare 

NaCl  Cloruro di Sodio 

NaN3  Sodio azide 

NaP  Sodio fosfato 

NFK  N-formilchinurenina 

NSCLS  Cacinoma polmonare non a piccole cellule 

OVA  Ovoalbumina 

PAGE  Elettroforesi con gel di poliacrilammide 

PD-1  Recettore Programmed death-1 

PD-1L/PD-2L Ligandi PD-1 

Phe  Fenilalanina 

pI  Punto Isoelettrico 

RFI  Intensità di fluorescenza relativa 
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RNAse  Ribonucleasi 

RP-HPLC Cromatografia liquida ad alta prestazione a fase inversa 

SDS  Sodio Dodecil Solfato 

SEC  Cromatografia ad esclusione dimensionale 

TEMED  N,N,N',N-tetrametiletilendiammina 

TFA  Acido trifluoroacetico 

Trp  Triptofano 

Tyr  Tirosina 

UV  Ultravioletto 

Vis  Visibile 
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Riassunto 

 

Background. Gli anticorpi monoclonali (mAbs) sono molecole proteiche complesse e la loro 

integrità strutturale influenza la loro attività biologica e farmacologica. 

Nivolumab è un anticorpo monoclonale della famiglia delle immunoglobuline, nello specifico G4 

anti-PD-1 di derivazione umana. È stato approvato per più tipologie di tumori avanzati e ha 

dimostrato efficacia contro diversi tipi di cancro, incluso il melanoma. 

Scopo. È stato studiato l'impatto di alcuni fattori di stress, ovvero shaking, vibrazioni, temperatura 

ed esposizione alla luce sull’anticorpo Nivolumab formulato nel medicinale Opdivo®. I test sono 

stati svolti per simulare le varie fasi di manipolazione cui è sottoposto una volta rilasciato 

dall'industria farmaceutica, spedito all'ospedale, diluito per la somministrazione parenterale e 

infine somministrato ai pazienti. 

Metodi. Le analisi di stabilità effettuate sull’anticorpo, compresi l’aggregazione e l’effetto degli 

eccipienti sulla struttura del farmaco, sono state eseguite mediante metodi spettroscopici (Uv-Vis, 

Fluorescenza e Dicroismo Circolare), elettroforetici (Acid Native-PAGE e SDS-PAGE) e 

cromatografici (RP-HPLC, SEC). 

Per simulare le condizioni di esposizione solare, è stato utilizzato l’apparato di luce artificiale 

SunTest CPS+ con quantità di radiazioni corrispondenti a intervalli di tempo di 1,5 e 21 giorni. 

Risultati. Per simulare la manipolazione dei mAbs in un contesto reale, sono stati selezionati alcuni 

fattori critici di stress che si possono verificare durante il trasporto, la ricostituzione e la 

somministrazione del farmaco ai pazienti. Solo l'esposizione alla radiazione luminosa sembra 

essere in grado di influenzare l’integrità strutturale del prodotto farmaceutico in questione. 

Nivolumab ha dimostrato una generale stabilità alla temperatura e alle vibrazioni, tuttavia sembra 

essere suscettibile alle radiazioni luminose. Mediante le nostre analisi è stato possibile dimostrare 

un certo livello di instabilità alla luce, la cui entità varia in base alla presenza di diluizione e alla 

soluzione utilizzata per effettuarla. Sono state, infatti, prese in considerazione la formulazione non 

diluita e le diluizioni con fisiologica e glucosata; quest’ultima è stata utilizzata sia nella forma 

commerciale sterile, sia in quella preparata in laboratorio non sterilizzata. 

La più alta instabilità in seguito all’esposizione luminosa è stata riscontrata nelle soluzioni di 

glucosata sterili, suggerendo il coinvolgimento dei prodotti di degradazione del glucosio, generati 

dalla sterilizzazione, nel processo di fotomodificazione dell’anticorpo. 

Conclusione. Nivolumab è una molecola stabile anche quando sottoposto ad agitazione, vibrazioni 

e temperatura di 37 °C. Tuttavia, subisce cambiamenti strutturali, per lo più aggregazione, in 

seguito all'esposizione alla luce solare artificiale. L'instabilità di questo mAb all'esposizione alla 

luce potrebbe avere un potenziale impatto sulla sicurezza e sull'efficacia di questo farmaco 

largamente impiegato nella terapia antitumorale. 
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Abstract 

 

Background. Monoclonal antibodies are complex protein molecules, and their structural integrity 

influences their biological and pharmacological activity. 

Nivolumab, a fully human immunoglobulin G4 anti-PD-1 monoclonal antibody, has been approved 

for multiple advanced tumors, and has shown efficacy against several types of cancer, including 

melanoma.  

Aim. It has been investigated the impact of some stress factors, i.e., shaking, vibrations and light 

exposure, on the formulated monoclonal antibody (mAb) Nivolumab, to mimic its routine handling 

once released from the pharma industry, shipped to the hospital, diluted for the parenteral 

administration, and finally administered to the patients. 

Methods. Protein stability analyses, including aggregation and excipient effects on the protein 

structure, were carried out by spectroscopic methods (UV-Vis, Fluorescence, and Circular 

dichroism), native and denaturing electrophoresis, and size exclusion chromatography analysis. 

SunTest CPS+ was used to simulate the conditions of one day or 3 weeks of sunlight exposure. 

Results. Among the selected critical stress factors to simulate the real-life handling of mAbs during 

transport, pneumatic systems, reconstitution, and administration to patients, only light exposure 

was able to affect the protein drug products. Nivolumab demonstrated a general instability to 

light as an intact product and after dilution in saline and glucose solutions (both homemade and 

commercial sterile solution). The highest instability under light exposure was found in diluted 

glucose sterile solutions, suggesting the role of glucose degradation products on the photo-

modification process of the mAb. 

Conclusion. Nivolumab is a stable molecule under vigorous shaking and vibrations. However, it 

undergoes structural change, mostly aggregation, upon exposure to artificial sunlight. The 

instability of this mAb upon light exposure could have a potential impact on the safety and efficacy 

of this very active drug in anticancer therapy. 
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Capitolo 1 

Introduzione 

1.1 Terapia immunogenica 

L’immunoterapia è una terapia antitumorale che differisce dalle altre tipologie (ad esempio, 

chemioterapia, terapia ormonale, radioterapia) in quanto non va ad agire direttamente sul 

tumore, bensì sui meccanismi di difesa messi in atto dal sistema immunitario contro il tumore 

stesso [1]. Esso viene colpito in maniera indiretta attraverso l’azione esercitata dalle cellule del 

sistema immunitario, prevalentemente i linfociti T. Di conseguenza, i farmaci utilizzati in 

immunoterapia presentano caratteristiche cliniche differenti rispetto ai tradizionali farmaci 

chemioterapici [2]. Questa peculiarità permette all’immunoterapia di essere efficace contro 

tipologie tumorali spesso estremamente diverse tra loro. L’immunoterapia non differisce dalle 

terapie tradizionali solamente per quanto riguarda il meccanismo d’azione, ma anche per i profili 

di risposta non convenzionali e gli eventi avversi immunologici (immune-related adverse events, 

irAEs). Le chemioterapie tradizionali agiscono direttamente sulle cellule tumorali per inibirne la 

crescita o causarne la morte [3]. I meccanismi d’azione comuni ai farmaci chemioterapici 

includono: l’interruzione della sintesi del DNA, l’interruzione della replicazione e riparazione del 

DNA e l’inibizione della divisione cellulare, sia nelle cellule tumorali che nelle cellule che si 

dividono normalmente. Ognuno di questi meccanismi porta all’inibizione della crescita e dei 

processi di divisione cellulare e innesca i meccanismi naturali di apoptosi [4]. Gli effetti collaterali 

comuni alle terapie citotossiche (anemia, perdita di capelli e sintomi gastrointestinali) sono 

probabilmente il risultato di questo meccanismo d’azione. Le terapie mirate (targeted therapies) 

con farmaci oncologici quali Erlotinib (Tarceva ®), Efatinib (Gilotrif®), Crizotinib (Xalkori®) e 

Ceritinib (Zykadia®) inattivano nelle cellule tumorali le proteine mutate che guidano la crescita del 

tumore, mentre Bevacizumab (Avastin®) inibisce l’angiogenesi, limitando di conseguenza 

l’afflusso di sangue al tumore e, quindi, la sua crescita [5]. Questi farmaci non sono citotossici e i 

loro effetti collaterali sono diversi rispetto a quelli delle chemioterapie. 

L’immunoterapia, invece, consiste nella somministrazione di farmaci in grado di stimolare il 

sistema immunitario dei pazienti oncologici a riconoscere le cellule tumorali come “non self” e a 

eliminarle attraverso una reazione immunitaria, la quale consiste in un processo naturale di morte 

cellulare immuno-mediata [6]. La somministrazione di Interleuchina-2 (IL-2) ad alto dosaggio e il 

trasferimento adottivo di cellule T hanno dimostrato che è possibile ottenere beneficio clinico 

duraturo con l’immunoterapia in pazienti affetti da neoplasie avanzate [7]. Le fasi che stanno alla 

base delle strategie coinvolte nell’aumento delle risposte immunitarie antitumorali, sono le 

seguenti: rilascio degli antigeni tumorali e presentazione da parte delle DC (APC); priming e 

attivazione delle cellule immunitarie periferiche; mobilizzazione e infiltrazione delle cellule T nel 

compartimento tumorale; riconoscimento delle cellule tumorali; morte cellulare immuno-

mediata. I passaggi successivi al priming e all’attivazione delle cellule immunitarie periferiche sono 

il risultato di quello che viene descritto come fenotipo infiammatorio delle cellule T, il quale 

comprende la produzione locale di chemochine, l’attivazione della via di segnale di IFN e 

l’espansione dei linfociti T CD8+ [8]. Le immunoterapie sono state pensate per essere più efficaci 

in pazienti con questo fenotipo infiammatorio delle cellule T. Dopo una risposta immunitaria 

diretta contro le cellule malate, nel microambiente tumorale può svilupparsi la tolleranza 

immunitaria. Sono stati descritti vari meccanismi tra cui l’up-regulation dell’espressione di PD-L1 

nelle cellule tumorali e di IDO (indoleamine 2,3-dioxigenase) nelle DC e nei macrofagi in risposta 
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al segnale dell’INF-γ, l’up-regulation di ulteriori checkpoint (ad esempio, LAG-3 [lymphocyte-

activation gene 3]) e un’aumentata attività dei linfociti T regolatori [9]. 

Esistono due tipologie di immunoterapia, attiva e passiva, a seconda della modalità con cui viene 

stimolata la risposta immunitaria antitumorale. Mentre l’immunoterapia passiva comprende 

farmaci o modalità terapeutiche con attività antitumorale propria, che viene “fornita” al paziente 

al momento della somministrazione, nell’immunoterapia attiva il farmaco stimola la risposta 

immunitaria del paziente nei confronti del tumore, agendo quindi in maniera indiretta [10]. 

Nello specifico, l’immunoterapia attiva comprende i vaccini e i farmaci inibitori di alcune molecole 

di superficie cellulare implicate nell’inibizione del sistema immunitario, come CTLA-4, PD-1 e PD-

L1, dette proteine di checkpoint immunitari. L’identificazione delle proteine di checkpoint 

immunitari come target dell’immunoterapia è stata possibile grazie ad una conoscenza sempre 

maggiore dell’immunologia tumorale. A seguito dell’utilizzo in clinica di anticorpi diretti contro 

CTLA-4 e PD-1 o il suo ligando PD-L1 è stata riscontrata un’aumentata reazione immunologica 

diretta alle cellule tumorali in diversi tipi di cancro [11]. Questa classe di farmaci ha modificato il 

panorama del trattamento del cancro in stadio avanzato nel corso degli ultimi anni. 

I checkpoint immunitari sono molecole in grado di regolare i processi chiave del sistema 

immunitario [12]. Una volta attivati, modulano in maniera negativa le risposte del sistema stesso 

per prevenire l’autoimmunità e per minimizzare il danno al tessuto sano durante una risposta 

immunitaria. Le due vie di checkpoint immunitari meglio comprese sono la via CTLA-4 e la via PD-

1, sebbene ne siano state descritte anche molte altre. Le diverse vie sembrano avere ruoli non 

ridondanti e dati preclinici ed emergenti dimostrano che l’inibizione di più checkpoint può avere 

un effetto sinergico.  

PD-1 è un recettore inibitorio espresso sulle cellule T. Nell’insorgenza della malattia i ligandi per 

PD-1, ovvero PD-L1 e PD-L2, vengono espressi nel microambiente tumorale. Il legame del ligando 

PD-L1 al recettore PD-1 porta all’inibizione della proliferazione delle cellule T e alla diminuzione 

della produzione di citochine pro-infiammatorie [13]. 

Ipilimumab (Figura 1.1.A) è un anticorpo anti-CTLA-4 umanizzato progettato per inibire il legame 

di CTLA-4 a B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86), consentendo in tal modo la segnalazione co-stimolatoria 

e la generazione di risposte antitumorali da parte delle cellule T [14]. 

Nivolumab (Opdivo®, anti-PD-1), Pembrolizumab (Keytruda®, anti- PD-1), Pidilizumab (anti-PD-1), 

Atezolizumab (Tecentriq®; anti-PD-L1), e Durvalumab (Imfinzi®; anti-PD-L1) agiscono inibendo il 

legame di PD-L1 a PD-1 e ripristinando le risposte immunitarie antitumorali (Figura 1.1.B). 

Figura 1.1 Meccanismi d'azione dei farmaci anti-CTLA-4 (A) e anti-PD-1 (B). 
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Gli inibitori dei checkpoint immunitari (ICI) hanno aumentato le risposte delle cellule T 

antitumorali e hanno mostrato un ruolo chiave nel ridurre la tolleranza acquisita del sistema 

immunitario, sovraespressa dal cancro e dal microambiente tumorale. Tuttavia, il 50% dei pazienti 

non può beneficiare della monoterapia con ICI [15]. Per superare questo problema, viene spesso 

studiata una combinazione di Nivolumab e Ipilimumab come approccio per migliorare gli esiti 

oncologici [16]. La co-somministrazione di questi due farmaci in diversi tipi di tumore ha portato 

a tassi di sopravvivenza globale e di risposta obiettiva più elevati rispetto alla chemioterapia o alla 

monoterapia. Nonostante il maggior beneficio della terapia combinata, questi agenti causano 

anche effetti avversi immuno-correlati di maggior entità, che possono essere pericolosi se non 

rilevati e controllati in modo appropriato, per questo richiedono un'adeguata selezione del 

paziente. 

 

1.2 Anticorpi monoclonali 

Gli anticorpi monoclonali (mAb) sono diventati un'opportunità terapeutica grazie alla tecnologia 

degli ibridomi sviluppata da Kohler e Milstein nel 1975 [17]. A partire dalla prima approvazione 

per uso terapeutico, avvenuta nel 1986 per Muromonab, ad oggi, si è verificata una crescita 

esponenziale della velocità di sviluppo e della disponibilità di questi farmaci proteici. I mAb sono 

approvati per il trattamento di patologie concernenti diversi sistemi, come quello cardiovascolare, 

respiratorio, renale, ematologico, immunologico e oncologico. In particolare, i mAb che agiscono 

sulle cellule tumorali possono indurre effetti immuno-mediati, generando citotossicità cellulare 

anticorpo-dipendente (ADCC) [18] o citotossicità complemento-dipendente (CDC), o effetti diretti 

bloccando il legame di un ligando attivante responsabile della sopravvivenza della cellula 

cancerosa [3]. 

Gli anticorpi monoclonali sono immunoglobuline (o frammenti di immunoglobuline) con un target 

preciso, prodotte da un singolo clone cellulare. Sono proteine composte da quattro catene totali, 

di cui due leggere e due pesanti, legate tra loro da ponti disolfuro [19]. In queste catene si possono 

trovare due diversi tipi di domini: costante o variabile. Sul domino variabile sono presenti delle 

regioni responsabili della specificità del legame dell'anticorpo al suo bersaglio. L'intera struttura 

quaternaria, infine, può essere suddivisa in 3 frammenti: 2 frammenti leganti l'antigene (Fab, 

corrispondenti alle "braccia" dell'anticorpo) contenenti 1 catena leggera, 1 dominio pesante 

variabile e 1 dominio pesante costante e 1 frammento cristallizzabile (Fc, corrispondente alla 

“base” dell'anticorpo) contenente il resto di entrambe le catene pesanti (Figura 1.2) [20]. 
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Gli anticorpi sono suddivisi in 5 isotipi (IgG, IgA, IgM, IgE e IgD), diversi per struttura e funzione 

[20]. L'isotipo IgG può essere ulteriormente suddiviso in sottotipi, che differiscono per il numero 

di ponti disolfuro, specialmente nella regione cerniera. IgG1 è il sottotipo più comunemente usato 

per la produzione di farmaci, sebbene si possano trovare anche IgG2 e IgG4 [21]. 

Nell’ambito oncologico, la sottoclasse IgG1 stimola ADCC e/o CDC, mentre le sottoclassi IgG2 o 

IgG4 sono meno efficaci per quanto riguarda queste modalità di azione. 

Una nuova classe di mAb chiamati inibitori del checkpoint (ICI) ha mostrato ottimi risultati su varie 

malattie oncologiche, essendo in grado di attivare le risposte immunitarie in modo non antigene-

specifico [22]. 

 

1.2.1 Nivolumab (Opdivo®) 

Nivolumab è un anticorpo monoclonale anti-PD1 completamente umanizzato che appartiene alla 

famiglia degli ICI. Interagisce, infatti, con i ligandi PD-L1 e PD-L2 e ha un ruolo fondamentale nello 

sviluppo della funzione delle cellule T e nel mantenimento dell'omeostasi del sistema immunitario. 

Nivolumab è un anticorpo monoclonale geneticamente modificato prodotto da cellule ovariche di 

derivazione murinica [23]. È formato da 1308 residui amminoacidici, di cui 440 (48,45 kDa) 

Figura 1.2: Struttura generale dell'anticorpo. Fc, frammento cristallizzabile; Fab, frammento di legame con 
l'antigene; V, dominio variabile; C, dominio costante; L, catena leggera; H, catena pesante; S-S, legame disolfuro.  

Figura 1.3: Docking molecolare tra Nivolumab (arancione e verde) e il recettore PD-1 (viola). 
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compongono la catena pesante, 214 (23,37 kDa) quella leggera. Il suo peso molecolare totale è di 

143,60 kDa e il suo pI è di 7.92. 

Nel 2014, Opdivo® ha ricevuto la sua prima approvazione dalla Food and Drug Administration 

(FDA) per i pazienti con melanoma non resecabile o avanzato che non hanno risposto ad altre 

terapie [24]. Successivamente, nel 2015, la FDA ha approvato l'uso di Nivolumab per il trattamento 

del cancro al polmone. Fino a febbraio 2020, in monoterapia o in combinazione con Ipilimumab, 

ha ricevuto l'approvazione della FDA per l'uso in diversi tipi di cancro, tra cui NSCLS e carcinoma 

polmonare a piccole cellule, carcinoma a cellule renali, linfoma di Hodgkin, cancro della testa e del 

collo, carcinoma uroteliale, cancro del colon-retto e carcinoma epatocellulare. 

La più alta dose somministrabile di Nivolumab per gli adulti è 240 mg EV ogni due settimane1 in 

30 minuti fino alla progressione della malattia e 480 mg EV ogni quattro settimane in 30 minuti. 

La via metabolica di Nivolumab non è stata ancora caratterizzata. Ci si attende che il farmaco sia 

degradato in piccoli peptidi ed amminoacidi attraverso le vie cataboliche allo stesso modo della 

IgG endogena. Poiché gli anticorpi monoclonali non sono metabolizzati dagli enzimi del citocromo 

P450 (CYP) o da altri enzimi che metabolizzano i farmaci, non si prevede che l'inibizione o 

l'induzione di questi enzimi da parte di eventuali medicinali co-somministrati influisca sulla 

farmacocinetica del Nivolumab [25]. 

Gli effetti indesiderati più comuni di Opdivo® sono piuttosto contenuti se confrontati con la 

maggior parte dei farmaci antitumorali: affaticamento, nausea, eruzioni cutanee, diarrea e perdita 

di appetito [26]. Tuttavia, sono presenti effetti avversi meno comuni di più grave entità, 

tipicamente quando Nivolumab viene co-somministrato con altri anticorpi monoclonali. 

I problemi associati alla terapia combinata hanno portato a nuove sfide nella gestione di questo 

innovativo approccio terapeutico [27]. Limitare gli effetti collaterali è l’obiettivo principale per 

migliorare ulteriormente la qualità della cura farmacologica. 

In una prima fase è possibile prendere in considerazione i limiti strutturali del principio attivo. 

Proteine complesse come i mAb hanno inevitabilmente microeterogeneità e contengono varianti 

modificate co- e post-traduzionali, che in combinazione con possibili cambiamenti degli eccipienti 

e diverse condizioni di produzione ne rendono complessa la stabilità [28]. Durante la produzione 

di anticorpi terapeutici attraverso cellule di mammifero come l'ovaio di derivazione murina, una 

moltitudine di parametri può essere la causa di modifiche indesiderate, come la variabilità della 

linea cellulare, il numero di sottocolture cellulari eseguite nel tempo, i passaggi cellulari nel tempo 

o condizioni ambientali di coltura cellulare. Modifiche post-traduzionali, come le glicosilazioni, 

possono alterare l'attività biologica del medicinale [29]. 

Gli aggregati proteici, tuttavia, sono uno degli aspetti più critici, poiché possono generare una 

reazione immunitaria che rischia di inibire l'efficacia del prodotto o causare risposte di 

ipersensibilità nel paziente [30]. 

 

 

 

 

 

 
1 La posologia è calcolata tenendo conto dell’emivita del farmaco, che è di 26,7 giorni. 
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1.3 Stabilità degli anticorpi 

1.3.1 Stress fisici 

La stabilità delle proteine in condizioni di stress fisico rimane un aspetto fondamentale degli studi 

di biocomparabilità.  Gli anticorpi, presentano un’alta stabilità se paragonati a proteine 

monomeriche, tuttavia, sono molecole notoriamente sensibili a numerosi fattori di stress; ed è 

dunque necessario sviluppare approcci formulativi che consentano di produrre le molecole 

bioterapeutiche e conservarle in soluzione per lunghi periodi senza che si degradino [31] [32]. 

Uno dei fattori più importanti da considerare per la stabilità di un anticorpo è la temperatura [33]. 

Lo stoccaggio ad alte o basse temperature può portare a modifiche chimiche importanti che 

alterano l'attività dell'anticorpo. La maggior parte degli anticorpi sono mantenuti a 4°C, 

impedendo la degradazione e la contaminazione microbica a cui possono andare incontro se 

stoccati a temperatura ambiente. L'esposizione al calore può causare la variazione delle strutture 

quaternaria, terziaria o secondaria. Ciò avviene attraverso la rottura dei legami a idrogeno, dei 

ponti disolfuro, delle interazioni ioniche.  

Un altro parametro fondamentale da vagliare quando si considera la stabilità degli anticorpi è lo 

stress meccanico dato dallo shaking. Esso può avere un ruolo importante nel perturbare lo stato 

di dispersione della proteina, la quale potrebbe avere la tendenza ad adsorbire sulle pareti del 

contenitore o ad aggregare [34]. Le sollecitazioni meccaniche che causano le variazioni di struttura 

delle proteine possono agire a livello microscopico e quindi sono difficili da rilevare 

sperimentalmente.  

Condizioni di stress fisico estreme possono portare ad alterazioni della struttura proteica e indurre 

modifiche non reversibili, le quali possono compromettere l’attività e la sicurezza del farmaco. 

1.3.2 Fotoossidazione di proteine 

Le biomolecole come proteine, acidi nucleici, lipidi insaturi, possono subire vari cambiamenti in 

seguito ad irradiazione [35]. Nel caso delle proteine, le loro modificazioni fotoindotte possono 

portare ad alterazione della funzione biologica [36]. Esse, infatti, sono altamente suscettibili alle 

ossidazioni. Questo è dovuto al fatto che includono cromofori come aminoacidi aromatici che 

assorbono nella regione tra 250 e 320 nm. Il tasso e l’entità di ossidazione di questi amminoacidi 

dipende da temperatura, pH, eccipienti, presenza di metalli pesanti e di ossigeno. 

La reattività dei residui alla fotoossidazione è generalmente correlata all'esposizione superficiale. 

Tyr solitamente non è fotoossidata sotto pH 6. Trp è l’amminoacido fotoreattivo predominante a 

pH acido e tipicamente subisce la reazione a pH neutro più velocemente rispetto ad altri 

amminoacidi. I prodotti di degradazione di Trp sono la principale causa di ingiallimento e sono 

anche la principale causa di formazione di legami crociati [37]. 

In particolare, il Trp assorbe energia dalla sorgente di irraggiamento e forma un prodotto allo stato 

eccitato intermedio, che porta alla fotoionizzazione, dissipando il radicale libero per trasferimento 

all’ossigeno disciolto. Il prodotto che si genera dopo l’assorbimento di luce UV è l’N-

formilchinurenina (NFK), che può agire come fotosensibilizzante nelle proteine, producendo 

specie reattive dell’ossigeno, tra cui ossigeno singoletto, superossido e radicali idrossilici . 
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La fotosensibilità del Trp dipende dagli amminoacidi circostanti e dalla sua posizione all'interno 

della struttura tridimensionale della proteina. Attraverso l’analisi al fluorimetro, la diminuzione 

della fluorescenza del Trp (Ex = 295 nm, Em max ~ 340 nm) suggerisce la modifica di questi residui; 

l’emissione massima a circa 400 nm indica la formazione di NFK (Ex = 330 nm, Em max ~400 nm) 

dovuta all'esposizione della proteina alla luce. 

In letteratura sono riportati studi che dimostrano come le reazioni di fotoossidazione si possono 

ripercuotere sull’efficacia terapeutica dei mAbs. È dunque necessario assicurarsi che gli studi di 

fotostabilità siano congruenti durante lo sviluppo del farmaco, la formulazione, la conservazione, 

il trasporto e la manipolazione.  

Gli studi di fotodegradazione forzata, con elevate dosi di luce solare artificiale (10460 kJ · m-2, 

corrispondenti a 21 giorni di esposizione alla luce solare) sono uno strumento necessario per la 

valutazione della robustezza di un prodotto a varie sollecitazioni, compresa la luce [24]. Tuttavia, 

di fondamentale importanza per gli studi di stabilità è la caratterizzazione degli effetti dati dalla 

luce in condizioni più blande associabili a situazioni reali (720 kJ · m-2, corrispondenti a 1,5 giorni 

di esposizione alla luce solare). 

La sorgente luminosa deve essere selezionata con attenzione, come è anche importante chiarire i 

meccanismi di degradazione. I risultati che si ottengono dalle varie metodiche sperimentali sono 

utili per identificare i limiti accettabili di esposizione, le normali condizioni di manipolazione, 

stoccaggio, utilizzo. 

1.3.3 Linee guida per la valutazione della stabilità di prodotti biotecnologici 

Esistono delle linee guida riferite specificatamente alla stabilità dei prodotti biotecnologici [38]. 

Questi prodotti hanno caratteristiche distintive di cui bisogna tenere conto in ogni ben definito 

programma di test finalizzati a confermarne la stabilità durante il periodo di conservazione 

previsto. Per tali prodotti, in cui i componenti attivi sono tipicamente proteine o polipeptidi, il 

mantenimento della conformazione molecolare e, quindi dell'attività biologica, dipende da forze 

non covalenti e covalenti. I prodotti sono particolarmente sensibili a fattori ambientali come 

variazioni di temperatura, ossidazione, luce, concentrazione ionica e torsioni. Al fine di garantire 

il mantenimento dell'attività biologica ed evitare la degradazione, sono generalmente necessarie 

rigorose condizioni per la loro conservazione. La valutazione della stabilità può richiedere 

metodologie analitiche complesse. Anche i saggi per l'attività biologica, ove applicabile, 

dovrebbero far parte degli studi fondamentali di stabilità. Metodi chimico-fisici, biochimici e 

immunochimici appropriati per l'analisi molecolare e la rilevazione quantitativa dei prodotti di 

degradazione dovrebbero far parte del programma di stabilità ogniqualvolta la purezza e le 

caratteristiche molecolari del prodotto consentano l’utilizzo di queste metodologie. 

Queste linee guida, però, vengono applicate nelle aziende farmaceutiche produttrici, ma non ci 

sono regole specifiche da seguire dal momento del rilascio del farmaco dall’azienda, se non il 

Figura 1.4: Reazione di fototossidazione del Triptofano 
con formazione di N-formilchinurenina (NFK). 



Capitolo 1 - Introduzione 

14 
 

trasporto e l’immagazzinamento in contenitori refrigerati, col controllo costante della 

temperatura e tenendo al riparo dalla luce. Tuttavia, i prodotti proteici, se in soluzione, possono 

subire fenomeni di precipitazione e aggregazione durante la fase di logistica, anche a seguito di 

movimenti vigorosi come i sussulti delle vetture per il loro trasporto oppure durante il passaggio 

attraverso superfici strette e ruvide, come i tubicini per l’infusione IV. A tutta questa instabilità 

possono contribuire gli eccipienti, sia quelli già presenti nella formulazione che le soluzioni 

impiegate per la diluzione per raggiungere il dosaggio più opportuno. Un altro punto debole di 

questa catena di stressors, infatti, sono i passaggi di manipolazione che si effettuano durante la 

preparazione delle sacche per le terapie individuali da somministrare al paziente, dove si diluisce 

l’eccipiente che mantiene in soluzione il principio attivo. I prodotti di degradazione delle soluzioni, 

inoltre, possono influire sulla stabilità del principio attivo. Nelle glucosate, ad esempio, durante la 

fase di sterilizzazione si forma la 5-idrossimetilfuraldeide (5-HMF) che, con l’aiuto della luce, può 

avere un ruolo nel processo degradativo di tipo ossidativo.   

Ai fini dei test di stabilità descritti in questa linea guida, la purezza è un termine relativo. A causa 

dell'effetto della glicosilazione, della deammidazione o di altre eterogeneità, la purezza assoluta 

di un prodotto biotecnologico è estremamente difficile da determinare [39]. Pertanto, la purezza 

di un prodotto di questo tipo dovrebbe essere valutata da più di un metodo. I test di stabilità sulla 

sicurezza dovrebbero concentrarsi sui metodi per la determinazione dei prodotti di degradazione. 

Il grado di purezza, nonché le quantità individuali e totali dei prodotti di degradazione del prodotto 

biotecnologico inserito negli studi di stabilità, dovrebbe essere sempre riportato e documentato 

quando possibile. I limiti di degradazione accettabile dovrebbero essere derivati dai profili analitici 

dei lotti della sostanza farmaceutica e del prodotto farmaceutico utilizzati nella fase preclinica e 

negli studi clinici.  

L'uso di tecniche di analisi chimico-fisiche, biochimiche e metodologie immunochimiche dovrebbe 

consentire una caratterizzazione completa della sostanza farmacologica o del prodotto 

farmaceutico (ad es. dimensione molecolare, carica, idrofobicità) e il rilevamento accurato di 

cambiamenti dovuti a degradazione che possono derivare da deammidazione, ossidazione, 

solfossidazione, aggregazione o frammentazione durante la fase di stoccaggio. A titolo di esempio, 

i metodi che possono contribuire su questo aspetto includono elettroforesi (ad es. SDS-PAGE, 

immunoelettroforesi, Western blot, isoelettrofocalizzazione), cromatografia ad alta risoluzione 

(ad es. cromatografia a fase inversa, gel filtrazione, scambio ionico, cromatografia di affinità) e 

mappatura peptidica [40]. Ogniqualvolta vengano rilevati significativi cambiamenti qualitativi o 

quantitativi del prodotto farmaceutico, o qualora venga osservata la formazione di prodotti di 

degradazione durante gli studi di stabilità, si dovrebbero prendere in considerazione i potenziali 

pericoli. Questo fa emergere la necessità di inserire nei programmi di studio di stabilità a lungo 

termine delle ulteriori fasi di caratterizzazione e quantificazione delle specie modificate e dei 

prodotti di degradazione, dei quali la formazione può essere accelerata o innescata da stressors. 

Per ogni prodotto farmaceutico nel suo contenitore finale, dovrebbero essere monitorate e 

segnalate le seguenti caratteristiche: 

• Aspetto visivo del prodotto (colore e opacità per soluzioni/sospensioni; colore, consistenza e 

tempo di dissoluzione per le polveri), particolato visibile nelle soluzioni o dopo la ricostituzione di 

polveri o liofilizzati, pH e livello di umidità delle polveri e prodotti liofilizzati. 

• I test di sterilità dovrebbero essere eseguiti all’inizio e alla fine del periodo di validità proposto.  
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• Additivi (ad es. stabilizzanti, conservanti) o altri eccipienti possono degradarsi durante il periodo 

di validità del prodotto farmaceutico. Se c'è qualche indicazione durante gli studi preliminari di 

stabilità che la reazione o la degradazione di tali materiali influisca negativamente sulla qualità del 

farmaco, potrebbe essere necessario monitorare questi elementi durante il programma di 

stabilità. 

• Il contenitore e la sua chiusura possono influenzare negativamente il prodotto, in quanto 

potrebbero rilasciare sostanze al suo interno o non garantirne la corretta conservazione, e 

dovrebbero essere attentamente valutati attraverso dei test di integrità. 

I contenitori, inoltre, dovrebbero offrire una protezione sufficiente contro l’umidità. Qualora non 

vengano utilizzati contenitori adeguati, devono essere forniti dati di stabilità appropriati. 

•  La data di scadenza dovrebbe essere basata su condizioni reali di conservazione. Tuttavia, è 

fortemente raccomandato che siano condotti studi sul farmaco e sulla sua formulazione in 

condizioni di stress. Questi ultimi possono fornire dati di supporto utili per stabilire il periodo di 

validità del farmaco, fornire indicazioni sulla stabilità del prodotto o generare informazioni che 

possono aiutare a chiarire il profilo di degradazione della sostanza farmaceutica. 

Gli studi sotto condizioni di stress possono essere utili per determinare se le esposizioni accidentali 

a condizioni diverse rispetto a quelle proposte (ad es. durante il trasporto) siano deleterie per il 

prodotto e anche per valutare quali specifici parametri di prova possono essere i migliori indicatori 

di stabilità per il farmaco stesso. Gli studi sull'esposizione della formulazione farmaceutica a 

condizioni estreme possono aiutare a rivelare i pattern di degradazione. In tal caso, tali modifiche 

dovrebbero essere monitorate e caratterizzate per valutarne la probabilità di formazione alle 

condizioni di stoccaggio proposte. 

Alla luce delle linee guida riportate, emerge l’importanza di eseguire dei test di stabilità sul 

farmaco biotecnologico sottoposto a fattori di stress, con l’intento di convalidare dei metodi 

analitici da inserire nei protocolli di studio del medicinale, che possano confermarne la sicurezza 

e l’efficacia in tutta la filiera del farmaco. 
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Capitolo 2 

Scopo 

In questo progetto sono state studiate le caratteristiche dell’anticorpo monoclonale (mAb) 

Nivolumab, formulato nel medicinale Opdivo®, ampiamente impiegato in terapia per la cura di 

vari tipi di cancro, sia in mono che in poli terapia, con ottime risposte da parte dei pazienti trattati. 

In particolare, si utilizza soprattutto per il trattamento dei pazienti adulti affetti da melanoma 

avanzato (non resecabile o metastatico), da solo o in associazione con Ipilimumab. È indicato, 

inoltre, per il trattamento del carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) localmente 

avanzato o metastatico; è anche indicato in monoterapia per il trattamento del carcinoma a 

cellule renali avanzato dopo precedente terapia negli adulti.  Viene, infine, utilizzato per il 

trattamento di pazienti adulti affetti da linfoma di Hodgkin classico (cHL) recidivante o refrattario 

dopo trapianto autologo di cellule staminali (ASCT). 

Poiché i farmaci proteici sono macromolecole soggette facilmente a modifiche strutturali, che 

potrebbero avere ripercussioni sul risultato terapeutico, è stato studiato l'impatto di alcuni fattori 

di stress sull’anticorpo formulato in Opdivo® durante le varie fasi della sua manipolazione. 

Anche gli eccipienti presenti nelle formulazioni dei mAbs possono influenzare la stabilità del 

prodotto biofarmaceutico. Ad esempio, la degradazione ossidativa, indotta da alcuni eccipienti 

instabili (es. polisorbato 80 o soluzioni glucosate sterili), può portare alla perdita di efficacia del 

farmaco nel tempo e ridurne la durata di conservazione. Non è escluso che le specie formatesi da 

questi processi possano generare tossicità, andando a compromettere la sicurezza del medicinale. 

In questa tesi sono riportati i primi risultati ottenuti da uno studio di caratterizzazione e stabilità 

effettuato su Opdivo® dal nostro laboratorio di ricerca. Sono stati testati, tra i vari fattori di stress, 

lo shaking, le vibrazioni, la temperatura e l’esposizione alla luce solare artificiale, in modo tale da 

simulare alcune condizioni a cui Nivolumab viene sottoposto una volta rilasciato dall'industria 

farmaceutica, spedito all'ospedale, diluito per la somministrazione parenterale e infine 

somministrato al paziente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.aimac.it/schede-tumori/tumore-polmone
https://www.aimac.it/schede-tumori/tumore-rene
https://www.aimac.it/schede-tumori/tumore-rene
https://www.aimac.it/schede-tumori/linfoma-di-hodgkin
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Capitolo 3 

Materiali e metodi 

3.1 Materiali 

Il farmaco analizzato è l’anticorpo monoclonale Nivolumab nella formulazione Opdivo® di cui 

titolare dell’autorizzazione all’immissione in commercio è l’azienda farmaceutica Bristol-Myers 

Squibb Pharma EEIG (Plaza 254, Blanchardstown Corporate Park 2, Dublin 15, Irlanda). 

Ogni 1 mL di concentrato per soluzione per infusione contiene 10 mg di Nivolumab. 

Ogni flacone contiene 100 mg di Nivolumab in 10 mL di formulazione. 

Le altre componenti sono: sodio citrato diidrato, sodio cloruro, mannitolo (E421), acido pentetico, 

polisorbato 80, sodio idrossido, acido cloridrico ed acqua per preparazioni iniettabili. 

Il medicinale prevede una conservazione refrigerata tra i 2 e gli 8°C. 

Opdivo® concentrato per soluzioni per infusione (concentrato sterile) è un liquido di aspetto da 

limpido ad opalescente, da incolore a giallo pallido, che può contenere poche particelle leggere. 

3.2 Tecniche e Metodologie 

3.2.1 Diluizioni per la caratterizzazione 

Gli studi di caratterizzazione su Nivolumab sono stati condotti ponendo l’anticorpo in tre buffer 

differenti, andando a mimare diverse condizioni: 

- NaP 20 mM + NaCl 50 mM (pH 6.5), per simulare un pH e una tensione ionica 

paragonabili alla condizione fisiologica; 

- HCl 10 mM + NaCl 50 mM (pH 2.0), per simulare un estremo di pH. L’ambiente acido 

va a modificare tutte le interazioni carica-carica; 

- Urea 8 M, per simulare un ambiente denaturante. L’urea, infatti, è un denaturante 

chimico che, oltre che comportarsi come co-solvente, va a competere con i ponti a 

idrogeno che stabilizzano la conformazione nativa della proteina. 

 

3.2.2 Tecniche spettroscopiche 

Spettrofotometria UV e Derivata Seconda 

La spettroscopia UV-Vis è una tecnica versatile che, in questo progetto, è stata utilizzata per la 

quantificazione della proteina nei campioni e per verificare la presenza di modifiche indotte dalle 

condizioni di stress . 

Tutte le analisi sono state eseguite mediante uno spettrofotometro Lambda-25 della Perkin Elmer 

(Shelton, CT, Stati Uniti) con l’ausilio di una cuvetta in quarzo da 100 µl con 1 cm di cammino 

ottico. 

Per quantificare il farmaco in soluzione, è stato preso in considerazione il coefficiente di estinzione 

molare (ε) che è stato determinato sulla base della composizione amminoacidica secondo il 

metodo di calcolo Gill & Von Hippel [41]. La ε, quindi, è il risultato della somma dei coefficienti di 

estinzione molare di Tyr, Trp e Cys a 280 nm in acqua, moltiplicati rispettivamente per la loro 

abbondanza nella catena, come descritto dall’Equazione 3.1. 
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𝜀(𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎) =  𝑛𝑇𝑦𝑟 ∙ 𝜀𝑇𝑦𝑟 + 𝑛𝑇𝑟𝑝 ∙ 𝜀𝑇𝑟𝑝 + 𝑛𝐶𝑦𝑠 ∙ 𝜀𝐶𝑦𝑠 

(3.1) 

Le n sono variabili corrispondenti ai residui amminoacidici presenti nella proteina mentre le ε sono 

i coefficienti di estinzione molare degli amminoacidi che provocano assorbimento UV: εTyr = 1490 

M-1·cm-1, εTrp = 5500 M-1·cm-1 e εCys = 125 M-1·cm-1. 

Dato per assunto che il Nivolumab possiede 54 residui di Tyr, 24 di Trp e 32 Cys, ԑNiv è equivalente 

a 214460 M-1·cm-1 o 1,493 mL·mg-1·cm-1, considerando che tutte le coppie di Cys siano coinvolte 

in ponti disolfuro formando cistine. 

La concentrazione proteica è stata valutata secondo la legge di Lambert-Beer (Equazione 3.2), 

dove ԑ è il coefficiente di estinzione molare appena calcolato, L è la lunghezza del cammino ottico 

(1 cm), c è la concentrazione della soluzione del campione e l’assorbanza presa in considerazione 

è la differenza tra i valori registrati a 280 e 350 nm. 

𝑐 =
𝐴280 − 𝐴350

𝜀 ∙ 𝐿
 

(3.2) 

Le misurazioni degli spettri sono state eseguite nel range 230-350 nm con un passo di 1,0 nm. 

Le acquisizioni sono state successivamente elaborate matematicamente per ottenerne la derivata 

seconda. 

La derivata seconda di uno spettro UV permette di evidenziare i flessi e cambi di andamento dello 

spettro primario, dando informazioni circa gli amminoacidi coinvolti nell’assorbimento: tirosina, 

triptofano e fenilalanina. La tecnica permette di scomporre lo spettro complesso nei contributi 

individuali dei tre amminoacidi aromatici, andando a stabilire l’apporto di ognuno 

nell’assorbimento UV della proteina. 

La derivata seconda è adoperata anche per rilevare i cambiamenti conformazionali che 

coinvolgono il micro-intorno degli amminoacidi aromatici, in particolare relativi alla tirosina [42]. 

Questi mutamenti si possono verificare in seguito a stress o ponendo la proteina a contatto con 

agenti denaturanti. 

È ben noto che l'assorbimento dei residui di tirosina sia in gran parte mascherato dal maggiore 

assorbimento del triptofano. La mutua interferenza tra le bande delle derivate seconde della 

tirosina e del triptofano, valutata in termini di rapporto tra due distanze picco-picco, è utilizzata 

per una determinazione simultanea di questi due residui; lo stesso rapporto può essere impiegato 

per rilevare il grado di esposizione delle tirosine anche in presenza di un contenuto relativamente 

elevato di residui di triptofano. 

Nei nostri esperimenti, le misurazioni degli spettri sono state eseguite nel range 230-350 nm con 

un passo di 1,0 nm. 

 

Dicroismo Circolare 

Il Dicroismo Circolare (CD) è la tecnica spettroscopica di elezione per definire la presenza e il tipo 

di struttura secondaria di peptidi e proteine in soluzione. Tuttavia, la bassa risoluzione della 

tecnica non consente di valutare l’organizzazione spaziale di ogni singolo residuo amminoacidico, 

ma può evidenziare solo la percentuale di struttura secondaria presente nell'intera proteina. 
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Questa tecnica può essere altresì utilizzata per lo studio della struttura terziaria, mutazioni 

conformazionali, interazioni proteina-proteina. 

Il metodo sfrutta una radiazione elettromagnetica polarizzata, risultante dalla somma vettoriale 

di due onde polarizzate circolarmente in senso orario (AR) e antiorario (AL). Questa radiazione 

induce una rotazione del piano di polarizzazione attorno all'asse di propagazione, compiendo una 

rotazione completa nel periodo della lunghezza d'onda. In questo modo, l'ampiezza del vettore 

del campo elettrico viene mantenuta. Le radiazioni polarizzate passano attraverso il campione 

contemporaneamente, pertanto, le molecole otticamente attive non assorbiranno allo stesso 

modo le due radiazioni polarizzate a causa della loro chiralità. L'assorbimento differenziale, infatti, 

(Equazione 3.3) produce una polarizzazione ellittica della radiazione uscente [43]. 

∆𝐴 = 𝐴𝐿 − 𝐴𝑅 

(3.3) 

I dati CD sono riportati in gradi di ellitticità (θ) che rappresentano l'angolo identificato dall'arco 

tangente del rapporto tra il semiasse minimo e il semiasse massimo dell'ellisse di polarizzazione. 

L'ellitticità è anche correlata all'assorbimento differenziale dalla Relazione 3.4. 

𝜃 = 32,98 ∙ ∆𝐴 

(3.4) 

Per normalizzare i dati, l'ellitticità viene convertita in ellitticità residua media ([θ] MRW) secondo 

l'Equazione 3.5. 

[𝜃]𝑚𝑟𝑤 =
𝜃𝑜𝑏𝑠 ∙ 𝑀𝑅𝑊

10 ∙ 𝐿 ∙ 𝑐
 

(3.5) 

𝜃 obs è l'ellitticità osservata, L è la lunghezza del cammino ottico, c è la concentrazione di proteine 

nel campione (mg · mL − 1) e MRW è il peso medio per residuo della proteina (Equazione 3.6). [θ]mrw 

è misurato in deg · cm2 · dmol − 1. 

𝑀𝑅𝑊 =
𝑀𝑊𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛

𝑛𝐴𝐴−1
 

(3.6) 

Sulla base di questi principi è possibile stimare la struttura di proteine e peptidi sfruttando il 

carattere cromoforo del legame peptidico tra amminoacidi, i quali possiedono un intorno chimico 

asimmetrico che consente di visualizzare diversi profili di ellitticità. 

Nella Figura 3.1 [44] sono riportati alcuni profili tipici di diverse strutture secondarie: l'α-elica è 

caratterizzata da due picchi negativi a 222 nm e 208 nm e da uno positivo a 192 nm; il β-foglietto 

mostra un picco negativo a 216-218 nm e uno positivo a 198 nm; la conformazione unfolded 

presenta un picco positivo a ∼218 nm e un picco negativo intenso a 198 nm [45]. 
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In questo progetto è stato utilizzato lo spettropolarimetro Jasco J-170 (Tokyo, Giappone) per 

caratterizzare e monitorare l’eventuale strutturazione o destrutturazione dell’anticorpo in 

conseguenza di stress. Sono stati presi in considerazione due intervalli nello spettro UV: nel far 

UV, tra 250 nm e 195 nm, si è potuta studiare la struttura secondaria dell’anticorpo, mentre il near 

UV ha permesso di ricavare informazioni sulla variazione della struttura terziaria. Tutte le analisi 

sono state eseguite con cuvette in quarzo con un cammino ottico di 1-5 mm, in cui i campioni sono 

stati caricati ad una concentrazione di 0,1 µg · µL-1 nei buffer descritti nel paragrafo 3.2.1. Le 

acquisizioni degli spettri sono state eseguite utilizzando i seguenti parametri: standard (100 

mdeg); passo dei dati di 0,1 nm; modalità di scansione continua a 20 nm · min-1; risposta di 8 s; 

larghezza di legame di 2 nm; 2 accumuli. 

 

Fluorescenza 

Con il termine fluorescenza si indica il processo di emissione di un fotone in seguito alla transizione 

da uno stato elettronico eccitato di singoletto ad uno stato fondamentale. Misurare la 

fluorescenza intrinseca è molto utile per l’analisi conformazionale di proteine che contengono 

fluorofori, ovvero residui amminoacidici aromatici (Trp, Tyr e Phe) in grado di assorbire la 

radiazione UV ad una specifica lunghezza d’onda. Tali amminoacidi, se irradiati, passano ad uno 

stato energetico superiore eccitato e ritornano allo stato fondamentale dissipando l’energia con 

emissioni luminose. I fluorofori delle proteine hanno una lunghezza d’onda di emissione 

caratteristica: il triptofano ha un massimo di assorbimento a 280 nm ed emette a circa 350 nm, la 

tirosina assorbe a 275 nm ed emette a circa 300 nm, la fenilalanina assorbe a 270 nm ed emette 

a 282 nm [46]. La resa quantica di fluorescenza è diversa per i tre amminoacidi e decresce dal Trp, 

Tyr alla Phe, ma i contributi di ciascun residuo si sommano, quindi, si ottiene un unico spettro di 

fluorescenza della proteina con un massimo di emissione spostato tra 300 e i 350 nm a seconda 

delle diverse proporzioni tra gli amminoacidi. In genere il triptofano è responsabile per più del 

90% della fluorescenza intrinseca totale di una proteina. L’emissione imputata alla tirosina si può 

osservare, invece, nelle proteine che non contengono triptofani o che hanno una forte prevalenza 

Figura 3.1: Profili di spettri CD relativi a diverse strutture secondarie. 
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nel numero dei residui Tyr rispetto ai Trp. L’emissione della tirosina, solitamente, è più rilevante 

nella proteina denaturata piuttosto che nella sua forma nativa, perché l’ossidrile si trova 

disponibile a formare ponti a idrogeno e perché tende a trasferire energia ai triptofani preseti 

(Energy transfer) [47]. 

La lunghezza d’onda a cui si ha il massimo di fluorescenza della proteina dipende dall’intorno in 

cui si trovano in fluorofori: se i residui fluorescenti si trovano all’interno di una proteina globulare, 

e quindi localizzati nel core idrofobico, l’emissione avviene a 320-340 nm, mentre se i residui sono 

esposti sulla superficie, quindi a contatto con un ambiente acquoso polare, l’emissione avviene a 

350 nm. 

Seguendo lo shift del massimo di emissione, è inoltre possibile evidenziare le transizioni 

conformazionali della proteina al variare delle condizioni sperimentali, quali tamponi, pH, agenti 

denaturanti. La denaturazione, infatti, comporta uno spostamento della lunghezza d’onda del 

massimo di emissione a valori maggiori, ma con una minor resa quantica di fluorescenza, in quanto 

l’energia viene dissipata in maggior misura attraverso le più numerose interazioni con il solvente. 

 

3.2.3 Tecniche elettroforetiche 

L'elettroforesi su gel di poliacrilammide (PAGE) permette la separazione di particelle cariche 

mediante una corrente continua, la quale genera di un campo elettrico che consente la migrazione 

delle molecole cariche verso l'elettrodo che esprime la carica opposta [48]. La forza motrice che 

viene sfruttata per la separazione è la tensione (V). Pertanto, l'applicazione di diversi potenziali 

porta ad un flusso di corrente risultante (I) che ha una resistenza intrinseca (R), la quale dipende 

principalmente dalla forza ionica del mezzo acquoso. Questi parametri sono messi in relazione 

dalla legge di Ohm (Equazione 3.7) [49]. 

𝑉 = 𝑅 ∙ 𝐼 

(3.7) 

Le dimensioni, il molecular weight, la forma idrodinamica, la pK e la carica delle specie sono le 

caratteristiche molecolari che determinano la mobilità elettroforetica, intesa come velocità di 

migrazione delle molecole stesse attraverso il mezzo posto tra i due elettrodi. Altrettanto influenti 

sono le condizioni in cui si svolge l’esperimento, come il pH e la concentrazione del buffer, la 

temperatura del sistema e la natura dei materiali utilizzati. Il campo elettrico (E) agisce sulle specie 

elettricamente cariche presenti nella camera e ne determina la mobilità elettroforetica. 

L'Equazione 3.8 mostra la relazione tra E (V · cm-1) e d (cm), che è la distanza tra gli elettrodi. 

𝐸 =
𝑉

𝑑
 

(3.8) 

Con questi parametri, la carica netta della proteina (z) e il coefficiente di attrito (f), è possibile 

calcolare la velocità di migrazione (v) della specie (Equazione 3.9). 

𝑣 =
𝐸 ∙ 𝑧

𝑓
 

(3.9) 
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Un ulteriore fattore implicato nel processo di separazione è il grado di reticolazione del polimero. 

Le corse elettroforetiche sono state eseguite mediante una cella elettroforetica Mini-PROTEAN® 

Tetra System (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, California, USA) utilizzando gel di acrilammide 

a casting verticale da 0,75 mm di spessore colati a mano. 

I gel sono stati colorati con una soluzione di Coomassie Brilliant Blue R-250 e quindi decolorate, 

sotto continua agitazione, con una soluzione composta da 5 % (V/V) di etanolo, 7,5% (V/V) di acido 

acetico e 87,5% (V/V) di acqua deionizzata. 

 

SDS PAGE 

In questa particolare applicazione dell'elettroforesi, le specie caricate nel gel di acrilammide 

vengono preventivamente miscelate con il sample buffer 2, 3 e quindi riscaldate a 95°C per 5 minuti 

al fine di denaturare le proteine nei campioni. Il sodio dodecil solfato (SDS), che viene aggiunto sia 

al tampone del campione che al tampone di corsa, è un tensioattivo anfipatico: denatura le 

proteine esponendo le regioni che normalmente sarebbero nascoste. Questo trattamento, inoltre, 

rende le specie uniformi tra loro in maniera tale che la dimensione delle molecole sia l’unico 

parametro incidente sulla separazione. Nello specifico, le molecole di SDS circondano le proteine 

disponendosi sulla catena amminoacidica mediante la loro frazione apolare, mentre il gruppo 

solfato è orientato verso il solvente. In questo modo, l’SDS maschera le caratteristiche ioniche 

della proteina e aggiunge una carica netta negativa ogni due residui amminoacidici. L'analita, 

pertanto, sopporterà una quantità totale di cariche negative dipendente dal numero di 

amminoacidi. Questa negativizzazione della catena proteica porta la stessa ad essere suscettibile 

al campo elettrico, così che le specie si muovano dal polo negativo a quello positivo. Mediante 

questo processo di preparazione la separazione delle specie presenti nell’analita sarà dipendente 

solo dal peso delle molecole. 

Per questo progetto sono stati colati running gel di acrilammide al 12%, composti da 3,3 mL di H2O 

deionizzata, 4,0 mL di acrilammide 30%, 2,5 mL di tris 1,5M (pH 8.8), 0,1 mL di SDS 10%, 0,1 mL di 

APS 10% e 8µL di N,N,N',N-tetrametiletilendiammina (TEMED). Lo stacking gel, invece, è al 5% di 

acrilammide, quindi composto da 3,4 mL di H2O deionizzata, 0,83 mL di acrilammide 30%, 0,63 mL 

di Tris 1,0 M (pH 6.8), 50 µL di SDS 10%, 50 µL di APS e 5 µL di TEMED. Come buffer di corsa è stato 

utilizzato il TGS4. La corsa elettroforetica è stata eseguita a temperatura ambiente con un'intensità 

di corrente iniziale di 9,0 mA/gel e quindi di 12 mA/gel. 

 

Acid Native PAGE 

La Native PAGE è una tecnica elettroforetica che mantiene i campioni proteici nella loro 

conformazione naturale nativa, infatti, non viene utilizzato nessun agente denaturante per 

trattare gli analiti. Questa tecnica conferisce il vantaggio di separare le proteine esclusivamente 

 
2 Sample buffer composto da 2,5 g di Blu di bromofenolo, sodio dodecil solfato (SDS), β-mercaptoetanolo, 
454 mL di metanolo, 92 mL di acido acetico e 404 mL di acqua deionizzata. 
3 Per 5 µg di proteina, si utilizzano 2 µL di sample buffer. 
4 Tampone TGS composto da 25 mM Tris, 250 mM Glicina, 0,1 % SDS, a pH 8.3. 
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in base al raggio idrodinamico, mantenendo la propria conformazione spaziale. 

Preliminarmente, si aggiunge al campione un tracking dye non denaturante5. 

In questo caso, per eseguire la corsa elettroforetica sono stati impiegati un running gel6 composto 

da 5,4 mL di H2O deionizzata, 1,25 mL di running gel buffer7, 3,33 mL di acrilammide, 0,1 mL di 

APS, 20 µL di TEMED, e uno stacking gel formato da 2,7 mL di H2O deionizzata, 0,625 di stacking 

gel buffer8, 1,665 mL di acrilammide, 50 µL di APS e 10µL di TEMED. Il buffer di corsa è ottenuto 

per diluizione della soluzione madre 10x9. La corsa elettroforetica è stata effettuata a temperatura 

ambiente con un’intensità di corrente iniziale di 5 mA/gel, per poi essere aumentata fino a 20 

mA/gel [50].  

Dato l’elevato punto isoelettrico della proteina (pI=7.92), è stato utilizzato un gel a carattere acido 

al fine di rendere carica positivamente la proteina stessa, la quale è stata resa suscettibile al campo 

elettrico, migrando in direzione dell’anodo: è stata, quindi, necessaria l’inversione del campo 

elettrico rispetto al consueto. Mantenendo così lo stato nativo, le specie caricate nel gel sono state 

separate in base alla loro dimensione, conformazione e carica netta. 

 

3.2.4 Tecniche cromatografiche 

Reverse Phase – High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) 

RP-HPLC è una delle tecniche analitiche più comuni e grazie alla sua versatilità trova impiego in 

molti campi di ricerca fornendo analisi veloci e riproducibili [51]. Il potere risolutivo consente una 

separazione ottimale dei campioni in base all'effetto idrofobico tra le molecole e la fase stazionaria 

della colonna in uso. C4, C8 e C18 sono le colonne più utilizzate per la separazione in fase inversa: 

sfruttano una fase stazionaria idrofoba composta da gruppi alchilici rispettivamente di 4, 8 o 18 

atomi di carbonio. Questi sono legati ad una matrice di silice tramite un linker etereo con i gruppi 

silanolici (Si-OH). 

La cromatografia in fase inversa separa le molecole in base al loro rapporto idrofilo-lipofilo. Le 

molecole più idrofile passano rapidamente attraverso la colonna, al contrario le molecole più 

idrofobe interagiscono con la fase stazionaria ed eluiscono più lentamente. Questo principio 

permette allo strumento di separare le specie che compongono il campione, le quali possono 

essere raccolte dopo la loro rilevazione da parte di uno spettrofotometro UV-Vis posto 

all'estremità del sistema, che scansiona la soluzione a 226 nm al fine di rilevare il legame peptidico. 

La separazione delle proteine avviene principalmente con colonne C4, per via dell’alto peso 

molecolare e delle importanti strutture secondaria e terziaria presenti nel Nivolumab. 

La fase mobile è una miscela di due eluenti: l'eluente A è una soluzione di acido trifluoroacetico 

(TFA) 0,1% v/v in H2O MilliQ e l'eluente B è una soluzione di TFA 0,1% v/v in acetonitrile (ACN). La 

combinazione di questi eluenti ci permette di cambiare la polarità della fase mobile durante 

 
5 Tracking dye costituito da 5 mL di glicerolo, 0,4 mL di stacking gel buffer 8x, Methyl-green e portato a 
volume di 10 mL con H2O deionizzata. 
6 Running gel lasciato polimerizzare in incubatore a 37°C. 
7 Running gel buffer 8x composto da 12,8 mL di acido acetico glaciale, 87,2 mL di H2O deionizzata, portato 
a pH 4.0. 
8 Stacking gel buffer 8x composto da 4,3 mL di acido acetico glaciale, 95,7 mL di H2O deionizzata, portato a 
pH 5.0. 
9 Buffer di corsa 10x costituito da 35,5 g di β-alanina in 800 mL di H2O deionizzata, aggiustato di pH con 
acido acetico glaciale fino a 4.0 e portato a volume a 1 L con acqua. 
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l'analisi HPLC. Il processo di separazione, infatti, avviene con un'eluizione a gradiente in cui la 

percentuale dei due eluenti cambia durante tutta l'analisi. Un'eluizione a polarità decrescente 

viene solitamente sfruttata per la separazione di proteine e peptidi. 

La presenza di una piccola quantità di TFA aumenta la risoluzione dei picchi: il pH acido della 

soluzione (circa 2,5) e le conseguenti coppie ioniche formate da trifluoroacetato e residui proteici 

basici caricati positivamente aumentano la differenza di idrofobicità delle specie nel campione. Il 

processo di separazione può essere ottimizzato regolando parametri sperimentali quali portata, 

temperatura, caratteristiche della colonna e pendenza del gradiente. 

Grazie alla capacità del sistema di pompaggio di lavorare con elevate contropressioni (100-1200 

atm), è possibile impiegare colonne di granulometria da 3-10 µm in fase di separazione inversa, 

ottenendo un'ampia area per le interazioni molecolari che porta da una migliore risoluzione. L'RP-

HPLC viene normalmente utilizzato per purificazioni e analisi separative anche se la presenza sia 

dell'acetonitrile che del pH acido denatura i composti iniettati. Oltre alla denaturazione, occorre 

prestare attenzione anche alle proteine altamente idrofobe, che possono legarsi irreversibilmente 

alla fase stazionaria [52]. 

L’analisi è stata condotta mediante l’utilizzo di una colonna Vydac 214TP C4 (4,6 mm x 150 mm, 

10 µm; Phenomenex, CA, USA) con un flow di 1,0 mL · min-1. È stato utilizzato un gradiente di 30-

40% di B tra i 4 e i 40 min, per poi virare verso un gradiente di 40-90% di B tra i 40 e i 45 min. 

Prima di condurre la cromatografia, il campione è stato trattato con urea 8 M per 1 ora, in maniera 

tale da andare a competere con alcune forze stabilizzatrici della proteina, denaturandola.  

La lunghezza d'onda utilizzata per il rilevamento del materiale proteico eluito era di 226 nm, 

evitando i problemi di interferenza dell’ACN. Lo strumento su cui sono state effettuate le analisi è 

un Agilent Technologies serie 1200 (Santa Clara, California, USA). 

 

Cromatografia ad esclusione dimensionale (SEC) 

La cromatografia ad esclusione dimensionale (SEC), o gel filtrazione, è una tecnica cromatografica 

impiegata per saggi analitici o purificazione semi-preparativa. 

La tecnica prevede che lo strumento fornisca un flusso di eluizione diretto ad una colonna di gel 

filtrazione che funge da setaccio molecolare consentendo la separazione delle specie in base al 

loro raggio idrodinamico [53]. 

La fase stazionaria è costituita da catene polimeriche reticolate che creano una rete 

tridimensionale, cosicché le molecole più grandi non siano in grado di entrare nella frazione 

porosa della fase stazionaria, impiegando meno tempo per uscire dalla colonna, mentre le 

molecole più piccole possano passare facilmente nei pori della rete polimerica, allungando il loro 

tempo di permanenza all'interno della colonna.  

Ogni colonna può avere cut-off diversi in base al grado di reticolazione del polimero di cui è 

composta: le molecole che non appartengono allo specifico range di cut-off vengono infatti 

completamente trattenute nella colonna o la attraversano senza alcuna interazione con la rete. 



Capitolo 3 – Materiali e Metodi 

27 
 

Essendo l’esperimento condotto in condizioni native, le proteine con lo stesso peso molecolare 

ma con struttura diversa non avranno lo stesso volume di ritenzione, perché il fattore 

discriminante è il raggio idrodinamico. 

Ciascuna molecola presenta in cromatografia di gel filtrazione un comportamento caratteristico 

dettato dalla sua taglia molecolare e descritto da un coefficiente di distribuzione (Kd) tra fase 

mobile e fase stazionaria. Per calcolare tale fattore è necessario definire alcuni parametri: 

− V0  Volume morto o volume vuoto della colonna è il volume di tampone 

necessario per eluire una molecola con un raggio idrodinamico superiore al cut-

off. Corrisponde al volume al di fuori delle perle polimeriche. 

 

− VI  Volume interstiziale è il volume totale che il buffer può occupare 

nell'intera colonna. È equivalente alla somma di V0 e del volume dei pori (Vp). 

 

− VR  Volume di ritenzione di un analita è il volume di eluente necessario 

affinché esca l’analita dalla colonna. 

 

− KD  Costante di diffusione degli analiti attraverso la fase stazionaria. 

 

La cromatografia ad esclusione dimensionale mediante colonne preparative viene solitamente 

impiegata per la purificazione delle proteine, ma in questo progetto la tecnica è stata utilizzata 

solo per l'analisi dello stato strutturale delle proteine nelle varie condizioni [40]. 

Per questo progetto, sono stati utilizzati due strumenti: per la caratterizzazione ci si è avvalsi 

dell’ausilio di AKTA FPLC System (Amersham Biosciences, Uppsala, Svezia) collegato ad una 

colonna Superdex™ G-75, mentre per le analisi successive è stato adoperato Agilent 1290 UHPLC 

system (Santa Clara, CA, USA) accoppiato alla colonna TSKgel® UP-SW3000 (4,6 × 300 mm, 2 μm; 

Tosoh Bioscience, Giappone). Quest’ultimo è un sistema di cromatografia liquida ad ultra alta 

prestazione (UHPLC). 

Figura 3.2: Rappresentazione schematica di una colonna 
cromatografica ad esclusione dimensionale. 
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Al fine di caratterizzare le specie presenti nei campioni e definire i parametri necessari per il 

calcolo della KD, è necessario ricavare il peso molecolare sperimentale di una mix contenente 

specie note ed estrapolare una retta di calibrazione per la colonna utilizzata. Questo è stato 

eseguito per entrambe le colonne. 

In figura 4 è riportata la retta di calibrazione della Superdex™ G-75, ottenuta utilizzando i valori 

del logaritmo del peso molecolare sull’asse delle ascisse, e la KD sulle ordinate. L'equazione della 

retta che passa per questi punti stabilisce una correlazione lineare tra log (MW) delle specie e il loro 

VR. La costante di diffusione è definita dall'Equazione 3.10. 

𝐾𝐷 =  
𝑉𝑅 − 𝑉0

𝑉𝐼
 

(3.10) 

Dove VI = VTot - V0 

Nel grafico (Figura 3.3) la linea continua rappresenta il profilo di eluizione della miscela di proteine 

standard. In ordine decrescente di volume idrodinamico, sono state rilevate il dimero 

dell’albumina di siero bovino (BSA dimer), la BSA monomerica, l’ovoalbumina (OVA), l’anidrasi 

carbonica (CA), la ribonucleasi (RNAse) e la basic protein inhibitor (BPI). La linea tratteggiata 

rappresenta l’eluizione del Blu di destrano. 

Le analisi effettuate con l’AKTA System sono state condotte per mezzo di una fase mobile 

composta da Tris · HCl 20 mM e da NaCl 150 mM (pH 7.4) ad un flusso di 0,5 mL · min-1. Il detector 

dello spettrofotometro è stato impostato a 214 nm per rilevare l’assorbimento del legame 

peptidico. 

Per quanto riguarda le analisi di Nivolumab successive a stress, è stato utilizzato lo strumento 

Agilent 1290 UHPLC System. Questa cromatografia prevede l'eluizione isocratica con un buffer 

non denaturante, in questa fattispecie, composto da tampone fosfato 0,1 M, arginina cloridrato 

(Arg · HCl) 0,2 M e sodio azide (NaN3) 0,05% p/V con un flow di 0,350 mL · min-1. Sono state 

iniettate in colonna delle aliquote di 10 µL di campione ad una concentrazione di 2 µg · µL-1. 

Il rivelatore spettrofotometrico è stato impostato a 280 nm per riconoscere la lunghezza d'onda 

alla quale assorbono gli amminoacidi aromatici. 

Figura 3.3: Cromatogramma SEC per la determinazione della curva di calibrazione 
di Superdex™ G-75. 
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Per calibrare la colonna TSKgel® UP-SW3000 è stato utilizzato il 69385 Protein Standard Mix 15-

600 kDa della Sigma, contenente proteine a massa molecolare nota, quali tiroglobulina10, -

globulina, ovoalbumina, ribonucleasi A, pABA. Il cromatogramma è riportato in Figura 3.4. 

Sono stati riportati in un grafico a dispersione la costante di diffusione (KD) sull'asse delle y e il 

logaritmo del MW sull'asse y (Figura 3.5) per evidenziare la retta di taratura. 

 

 

 

 
10 Il Vr della tiroglobulina corrisponde al V0 perché il suo volume idrodinamico è maggiore del cut-off della 
colonna. 

Figura 3.4: Profilo di eluizione del Sigma 69385 Protein Standard Mix. 

Figura 3.5: Retta di taratura della colonna TSKgel® UP-SW3000. 

log (PM) 
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3.2.5 Condizioni e strumentazione per la simulazione di stress 

 Diluizioni 

Il progetto è stato articolato in due fasi. 

Il primo approccio è stato la caratterizzazione di Nivolumab nella formulazione Opdivo®, del quale 

si è studiato il comportamento in tre diverse condizioni [54]. Si è, infatti, proceduto con la 

diluizione del farmaco con un buffer nativo, costituito da NaP 20 mM + NaCl 50 mM, un buffer 

acido [55], HCl 10 mM + NaCl 50 mM, e infine un buffer con caratteristiche denaturanti, composto 

da Urea 8 M. 

In secondo luogo, si è studiata la stabilità del medicinale quando sottoposto a diversi tipi di stress. 

Nella parte di progetto dedicata allo shaking a 37 °C, si è proceduto a diluire l’anticorpo con 

tampone fisiologico NaP 20 mM + NaCl 50 mM, al fine di portare la concentrazione degli analiti ad 

un valore adatto per le tecniche utilizzate. 

Nella sezione che tratta l’irradiamento della proteina mediante SunTest, sono state impiegate 

soluzioni sterili per preparazioni iniettabili di glucosata 5% p/V e salina fisiologica 0,9% p/V 

(Eurospital S.p.A.). È stata presa in considerazione, inoltre, una soluzione glucosata 5% p/V che 

non ha subito processi di sterilizzazione, in maniera tale da poterla confrontare con quella sterile. 

Per eseguire le analisi post-stress, i campioni sono stati successivamente diluiti con NaP 20 mM + 

NaCl 50 mM. 

 

 Eppendorf Thermomixer Compact 

Eppendorf Thermomixer Compact (Eppendorf, Hamburg, Germany) è lo strumento che ci ha 

permesso di simulare fattori di stress, quali shaking e temperatura. Il campione è stato sottoposto 

ad uno shacking di 750 rpm ad una temperatura di 37 °C. Sono state prelevate aliquote per 

effettuare le analisi dopo 7 e 45 giorni dall’inizio dell’esperimento. 

 

 

 

 

Figura 3.6: Eppendorf Thermomixer Compact. 
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Atlas SunTest CPS+ 

Il SunTest CPS+ (Atlas Material Testing Tecnologies GmbH, Linsengericht, Germania) è uno 

strumento che viene utilizzato per eseguire prove di fotostabilità di campioni farmaceutici e 

cosmetici, irradiando gli stessi con luce solare artificiale. 

 

Il sistema è dotato di una serpentina di refrigerazione ad acqua corrente che consente di 

mantenere la temperatura ambientale all’interno della camera di test, escludendo la temperatura 

generata dalla lampada dagli eventi perturbanti. 

La radiazione luminosa è stata generata mediante la lampada Xenonlampe NXE 1500 B. 

I campioni sono stati irradiati con una quantità di energia di 720 kJ · m-2 e 10460 kJ · m-2, che 

simulano rispettivamente 1,5 giorni e 21 giorni di diretta esposizione al sole. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7: SunTest CPS+ 
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Capitolo 4 

Risultati e discussione 

4.1 Caratterizzazione di Nivolumab 

Il Nivolumab, formulato nel medicinale Opdivo®, è un anticorpo monoclonale, pertanto si è 

cercato di caratterizzarlo sotto i punti di vista strutturale e chimico per mezzo di tecniche 

strumentali, andando a valutare il suo comportamento quando viene posto in condizioni diverse. 

Per questo il farmaco è stato diluito con differenti buffer con lo scopo di studiarne le proprietà. 

Sono stati scelti tre buffer che andassero a simulare tre condizioni dissimili tra loro: una situazione 

nativa, un ambiente a pH fortemente acido e una soluzione denaturante. 

4.1.1 Caratterizzazione con metodi spettroscopici 

Nivolumab è stato diluito in tre differenti buffer per simulare diverse condizioni. La diluizione, 

inoltre, ha permesso di studiare il farmaco ad una concentrazione di 0,1 µg · µL-1, tale da poter 

effettuare le misurazioni con la strumentazione a disposizione. 

Come prima cosa, si è effettuata l’analisi dello spettro UV dell’anticorpo nelle tre condizioni, 

considerando il range tra i 230 e i 350 nm. L’esperimento è stato condotto utilizzando una cuvetta 

in quarzo contenente 120 µL di campione e con un cammino ottico di 1 cm. 

 

Dal grafico in Figura 4.1 si può osservare il tipico andamento di uno spettro proteico, dove si nota 

un assorbimento a 280 nm, nella zona degli amminoacidi aromatici, quali fenilalanina (Phe), 

tirosina (Tyr)e triptofano (Trp). Quest’ultimo è il residuo che apporta il maggior contributo in 

termini di assorbimento. 

La banda di segnale che si riscontra prima dei 240 nm è dovuta all’assorbimento del legame 

peptidico, che trova il suo apice a 214 nm. 

Figura 4.1: Spettri UV di Nivolumab. 
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Partendo dai grafici relativi all’assorbimento UV di Nivolumab, si è calcolata la derivata seconda di 

ogni spettro, così da evidenziare i flessi e i cambi di andamento della funzione primaria. 

Nel grafico in Figura 4.2 si vede come l’anticorpo esponga in differenti maniere i residui di Tyr. In 

condizioni acide (linea rossa) e in urea (linea blu) si possono osservare dei red-shift nei punti di 

minimo, a 285 e a 292 nm, e nel punto di massimo, a 288 nm. Questo è dovuto alla denaturazione 

della proteina, la quale espone in maniera più accentuata le tirosine rispetto a quando si trova in 

un ambiente fisiologico, in questo caso simulato dal buffer NaP + NaCl (linea nera). In condizioni 

native, infatti, l’anticorpo si ritroverà in una conformazione che manterrà celate le Tyr all’interno 

della catena proteica. 

Il dicroismo circolare è un’altra tecnica spettroscopica che è stata utilizzata per ricavare 

informazioni riguardanti la struttura secondaria e terziaria della proteina. Gli spettri sono stati 

raccolti sia nel range del far-UV, tra i 195 e i 250 nm, sia nel range del near-UV, dai 250 ai 350 nm. 

Per quanto riguarda il far-UV, le acquisizioni sono state effettuate su campioni di Nivolumab diluiti 

a concentrazione di 0,1 µg ∙ µL-1 usando una cuvetta in quarzo da 250 µL con 0,1 cm di cammino 

Figura 4.3: Spettri CD acquisiti nel far-UV di Nivolumab in due diversi buffer. Per le analisi è stata utilizzata 
una cuvetta in quarzo con un cammino ottico di 1 mm. 

Figura 4.2: Derivata seconda degli spettri UV relativi a Nivolumab in diversi buffer. 
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ottico. Per il near-UV, invece, si è utilizzata una concentrazione di 0,5 µg ∙ µL-1 e una cuvetta in 

quarzo da 800 µL con 0,5 cm di cammino ottico. 

Per entrambi i range considerati si sono utilizzati un buffer NaP + NaCl a pH 6.5 e un buffer HCl + 

NaCl a pH 2.0. I dati son stati normalizzati per la lunghezza del cammino ottico e il peso medio per 

residuo della proteina. 

Come si vede dal grafico riportato in Figura 4.3, lo spettro far dell’anticorpo in condizioni 

fisiologiche (linea nera) ha un minimo ad una lunghezza d’onda di 218 nm e valori positivi prima 

dei 210 nm. In condizioni acide (linea rossa) lo spettro della proteina mostra valori molto negativi 

prima dei 210 nm ma presenta un piccolo flesso nei pressi dei 218 nm. Nel primo caso, i valori 

ottenuti descrivono l’andamento caratteristico delle strutture β-foglietto. Questo risultato è in 

linea con i dati presenti in letteratura, in quanto Nivolumab allo stato nativo presenta una 

preponderanza di struttura β-foglietto. 

La seconda, invece, descrive una situazione dove la proteina si trova con un predominante stato 

disordinato, seppur mantenendo alcune caratteristiche della struttura β-foglietto. Quest’ultimo 

dato suggerisce una parziale destrutturazione dell’anticorpo se posto ad un pH acido. 

Similmente alla procedura attuata nel far, nel near-UV sono state utilizzate delle condizioni 

simulanti un ambiente fisiologico (linea nera) e uno acido (linea rossa). Dal grafico in Figura 4.4, si 

può vedere come Nivolumab cambi radicalmente la sua struttura terziaria a seconda 

dell’ambiente in cui si trova. Si può osservare come nello spettro relativo al buffer NaP + NaCl la 

proteina si trovi nella sua conformazione nativa, tuttavia, se l’anticorpo viene posto nel buffer 

acido, esso risulta parzialmente destrutturato. 

La fluorescenza intrinseca di Nivolumab è stata misurata irradiando i campioni alle lunghezze 

d’onda di 280 e 295 nm, registrando lo spettro di emissione tra i 300 e i 500 nm. Per le analisi è 

stata impiegata una cuvetta in quarzo con una capacità di 100 µL ed un cammino ottico di 1 cm. 

Sono state utilizzate due frequenze al fine di discriminare il contributo di emissione del triptofano, 

a 295 nm, da quello complessivo della proteina, a 280 nm. 

Gli spettri del grafico in Figura 4.5 mostrano come l’Intensità di Fluorescenza Relativa (RFI) degli 

analiti cambi in relazione al buffer utilizzato. Un’intensità maggiore, infatti, è stata registrata nel 

Figura 4.4: Spettri CD nel range del near-UV analizzando Nivolumab in due buffer differenti. Per le analisi 
è stata utilizzata una cuvetta in quarzo con un cammino ottico di 5 mm. 
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campione contenente Urea 8 M, questo è dato dal fatto che la denaturazione della proteina porta 

il campione ad assorbire più radiazione, generando un’emissione aumentata. 

Si nota, inoltre, che le curve di fluorescenza presentano degli shift di lunghezza d’onda rispetto 

all’anticorpo in condizioni native. Quest’ultimo, infatti, presenta un massimo di emissione a 347 

nm. I campioni in HCl e Urea mostrano un picco rispettivamente a 343 e 351 nm. Questo è dovuto 

al cambio di polarità del buffer all’interno del quale è diluita la proteina. La fluorescenza, infatti, è 

altamente sensibile alla polarità del mezzo e si possono osservare spostamenti nel suo spettro 

verso lunghezze d’onda maggiori all’aumentare della polarità (red shift) e viceversa (blu shift). 

Cambiamenti negli spettri di emissione possono essere osservati in risposta a transizioni 

conformazionali dell’anticorpo. 

 

4.1.2 Caratterizzazione con metodi elettroforetici 

Per caratterizzare Nivolumab sono state impiegate anche tecniche elettroforetiche, quali SDS-

PAGE e Acid Native-PAGE. 

In Figura 4.6 è riportata l’immagine dell’analisi svolta in SDS-PAGE. 

Figura 4.5: Spettri di flurorescenza di Nivolumab registrati dopo esposizione a radiazioni a 280 e 295 nm. 

Figura 4.6: Gel SDS-PAGE di Nivolumab a concentrazioni decrescenti. 

0: MW 
1: 1,5 µg · µL-1 
2: 1,0 µg · µL-1 
3: 0,8 µg · µL-1 
4: 0,4 µg · µL-1 
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Per le analisi sono stati utilizzati gel al 12% di acrilammide. Le bande dei pesi molecolari di 

riferimento nel pozzetto 0 sono state realizzate con ColorBurst™ Electrophoresis Marker (8-220 

kDa)11. 

In ogni pozzetto sono stati caricati 8 µL di soluzioni di anticorpo a diverse concentrazioni, 

sottoposte a denaturazione chimica12 e fisica13. 

Come visibile dall’immagine, il gel presenta quattro pozzetti caricati con Nivolumab in 

concentrazioni decrescenti, questo si è reso necessario per definire la corretta concentrazione di 

farmaco per le caratterizzazioni successive. L’intensità delle bande, infatti, è proporzionale alla 

quantità di proteina analizzata. 

Le due bande principali si trovano attorno a valori di peso molecolare di 50 e di 25 kDa e sono 

relative rispettivamente alle catene pesanti (48,45 kDa) e leggere (23,37 kDa) dell’anticorpo.  

È visibile un’ulteriore banda di minor intensità che è localizzata al di sotto della banda della catena 

leggera; questo significa che la banda in questione è rappresentativa di una specie con volume 

idrodinamico inferiore. Si può altresì notare che quest’ultima specie risulta essere meno visibile 

maggiore è la diluizione del campione e assente ad una concentrazione di 0,4 µg · µL-1. 

Successivamente, è stata effettuata una separazione in gel nativo, per ottenere il comportamento 

della proteina in ambiente non denaturante. In figura 4.7 è riportata l’immagine del gel. 

Per le analisi sono stati utilizzati gel al 10% di acrilammide. I pesi molecolari di riferimento sono 

stati caricati nei pozzetti 0 e 0I, i quali sono rispettivamente Ab Sigma Anti-rabbit G7277 (≃150 

kDa) e Tripsinogeno da pancreas bovino (24 kDa). In ogni pozzetto sono stati caricati 8 µL di 

soluzioni di anticorpo alle diverse concentrazioni riportate in legenda. 

Come si può notare dall’immagine, il gel presenta una banda per pozzetto, di intensità 

proporzionale alla concentrazione di analita caricato. Questa è relativa all’anticorpo nella sua 

forma nativa (143,60 kDa). 

 

 

 
11 ColorBurst™ contiene miosina, albumina di siero bovino (BSA), glutammato deidrogenasi (GDH), alcol 
deidrogenasi (ADH), anidrasi carbonica, inibitore della tripsina, lisozima, aprotinina. 
12 Tramite l’utilizzo di β-mercaptoetanolo. 
13 Mediante esposizione ad una temperatura di 97 °C per 6 minuti. 

Figura 4.7: Acid Native PAGE di Nivolumab a concentrazioni decrescenti. 
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4.1.3 Caratterizzazione con metodi cromatografici 

Il cromatogramma ottenuto tramite RP-HPLC, riportato in Figura 4.8, mostra l’analisi di una 

soluzione di Nivolumab in urea14. Il gradiente utilizzato per la corsa cromatografica è descritto 

nella sezione 3.2.4. 

L’unica specie visibile nell’analisi corrisponde all’anticorpo, che eluisce ad un tempo di ritenzione 

di ≃43 min, al 65% di eluente B15. Questo ritardo nella rilevazione della proteina è dovuto al fatto 

che l’elevata idrofobicità dell’anticorpo lo fa rimanere adeso con maggiore affinità sulla fase 

stazionaria della colonna, quindi è necessario un alto gradiente di fase mobile idrofobica per farlo 

eluire. 

È stata successivamente eseguita un’analisi tramite cromatografia ad esclusione dimensionale 

mediante l’utilizzo della colonna Superdex™ G-75 nel sistema AKTA FPLC. 

 

 
14 Preparata aggiungendo 40 µg di Nivolumab ad Urea 8 M. 
15 0,1% TFA in ACN. 

Figura 4.8: Cromatogramma RP-HPLC di Nivolumab. 

Figura 4.9: Cromatogramma SEC di Nivolumab in NaP 0,2 mM (pH 7.4). 
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In Figura 4.9, sono rappresentati i valori di assorbanza a 214 nm della specie eluita dalla colonna 

cromatografica in relazione al suo volume di eluizione. 

Nivolumab eluisce con un unico picco attorno agli 8 mL che corrisponde, in accordo con la curva 

di calibrazione, ad una proteina di circa 150 kDa (vedi paragrafo 3.2.4). Questa analisi ha permesso 

di definire il suo volume idrodinamico, che risulta in linea con il peso molecolare stesso 

dell’anticorpo. 

 

4.2 Studio di Nivolumab sottoposto a stress 

Nivolumab è stato analizzato dopo l’esposizione a fattori di stress per simularne la manipolazione 

ordinaria dal luogo di produzione alla somministrazione al paziente. 

Gli stress a cui l’anticorpo è stato sottoposto sono shaking (a temperatura di 37 °C) e radiazioni 

solari artificiali. Nel caso dell’esposizione alla luce, inoltre, è da considerare l’effetto perturbante 

delle diluizioni scelte per le analisi, che riproducono una situazione reale di somministrazione del 

farmaco. Le condizioni prese in considerazione in questo esperimento sono state quattro: 

• Nivolumab nella formulazione Opdivo® non diluito (10 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione glucosata 5% sterile (2 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione glucosata 5% non sterile (2 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione fisiologica NaCl 0,9% (2 µg · µL-1). 

Tutti gli analiti sono stati ulteriormente diluiti con tampone NaP 20 mM + NaCl 50 mM (pH 6.7) 

alla concentrazione di 0,1 µg · µL-1 per poter essere esaminati con le tecniche spettroscopiche. 

4.2.1 Shaking a 37 °C 

Gli stress dello shaking e della temperatura a 37 °C sono delle condizioni che vorrebbero simulare 

un trasporto turbolento del farmaco dall’azienda farmaceutica produttrice alla sede di 

somministrazione. Questa condizione è stata ricreata sperimentalmente inserendo Nivolumab 

non diluito nello strumento Eppendorf Termomixer Compact, il quale ci ha permesso di 

mantenere un’agitazione costante a 750 rpm a temperatura di 37 °C; questa prova è stata 

condotta in assenza di radiazioni luminose. 

Sono state prelevate delle aliquote a 7 e a 45 giorni dall’inizio dell’esperimento. 

Figura 4.10: Spettri di assorbimento di Nivolumab in seguito a shaking a 750 rpm a 37 °C. 
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È stato ricavato lo spettro UV del farmaco manipolato nelle due casistiche di 7 e 45 giorni, 

precedentemente diluito a 0,1 µg · µL-1 con NaP 20 mM + NaCl 50 mM (pH 6.7). La scansione è 

stata effettuata con una cuvetta in quarzo di 120 µL di capienza e 1 cm di cammino ottico. 

In Figura 4.10, la linea nera corrisponde al controllo, ovvero è relativa all’anticorpo non sottoposto 

a stress, mentre la linea rossa e blu corrispondono rispettivamente a 7 e 45 giorni di stress. 

L’andamento dello spettro è il medesimo nelle diverse condizioni, indicando che non ci sono 

variazioni rilevabili indotte dallo shaking nell’assorbimento UV dei campioni. 

Si è successivamente ricavata matematicamente la derivata seconda dagli spettri UV (Figura 4.11). 

Nel grafico sono riportate le curve corrispondenti al Nivolumab non trattato (linea nera) e 

manipolato per 7 (linea rossa) e 45 giorni (linea blu). In tutte le curve sono presenti due minimi a 

285 e 292 nm e un massimo a 288 nm. Dal grafico non sono evidenti particolari differenze tra le 

linee, suggerendo che, per tutti e due i periodi di stress, la tirosina non abbia presentato modifiche 

al suo intorno chimico. 

Successivamente, sono stati acquisiti gli spettri al dicroismo circolare nel far-UV (Figura 4.12), 

l’utilizzo di una cuvetta da 250 µL con 0,1 cm di cammino ottico. 

Figura 4.11: Derivata seconda di spettro UV di Nivolumab in seguito a shaking a 750 rpm a 37 °C. 

Figura 4.12: Spettri CD acquisiti nel far-UV di Nivolumab in seguito a shaking a 750 rpm a 37 °C. 
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Nel grafico, la linea nera è rappresentativa della struttura secondaria di Nivolumab allo stato 

nativo, mentre le linee rossa e blu mostrano il comportamento dell’anticorpo a 7 e a 45 giorni. 

Dalla figura si può evincere che la struttura secondaria della proteina non viene intaccata, in 

quanto non ci sono sostanziali variazioni tra i campioni. 

I campioni sottoposti a shaking sono stati esaminati ulteriormente al Fluorimetro, per poter 

studiare le conseguenze degli stress sulla fluorescenza intrinseca del farmaco. 

La fluorescenza intrinseca di Nivolumab è stata misurata irradiando i campioni a 280 e 295 nm16, 

registrando lo spettro di emissione tra i 300 e i 500 nm. Le analisi sono state effettuate con una 

cuvetta in quarzo da 120 µL e con un cammino ottico di 1 cm. 

Come si può notare dal grafico in Figura 4.13, tutti i campioni emettono alla stessa intensità con 

un massimo a 347 nm. Da questo si può ipotizzare che lo stress dato da shaking a temperatura di 

37°C non comporti delle modifiche nell’intorno chimico dei cromofori, i quali mantengono le 

stesse proprietà di fluorescenza della forma nativa di Nivolumab. 

 
16 Queste due frequenze di irradiamento permettono di discriminare il contributo di emissione del 
triptofano, a 295 nm, da quello complessivo della proteina, a 280 nm. 

Figura 4.13: Spettri di fluorescenza di Nivolumab in seguito a shaking a 750 rpm a 37 °C. 
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Per confermare i dati ottenuti con le tecniche spettroscopiche, si è proceduto ad effettuare delle 

analisi elettroforetiche.   

In Figura 4.14, è presente l’immagine di acquisizione del gel SDS-PAGE17 di Nivolumab in 

conseguenza allo stress in Termomixer. Nel pozzetto 0 è stato inserito ColorBurst™ 

Electrophoresis Marker, mentre nelle posizioni 1, 2 e 3 sono stati collocati gli analiti. 

È stata effettuata anche una Acid Native-PAGE18 (Figura 4.15). Anche l’analisi elettroforetica ci 

conferma ciò che è stato dedotto con le tecniche affrontate finora, ovvero che non ci sono 

evidenze di perturbazione nei campioni rispetto al controllo.   

 

 
17 SDS-PAGE al 12% di acrilammide 
18 Acid Native-PAGE al 10% di acrilammide 

Figura 4.14: SDS-Page di Nivolumab sottoposto a shaking a 750 rpm a 37 °C. 

Figura 2: Acid Native-PAGE di Nivolumab sottoposto a shaking a 750 rpm a 37 °C. 
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Per concludere l’esperimento, si è condotta un’analisi di caratterizzazione di Nivolumab nelle tre 

condizioni tramite cromatografia ad esclusione dimensionale. Il cromatogramma è riportato in 

Figura 4.16. 

Nel grafico è visibile una specie preponderante che eluisce tra 2,7 e 2,9 mL, che rappresenta 

l’anticorpo. I valori massimi dei picchi delle curve, però, sono lievemente differenti. Nel caso di 

Nivolumab a 0 giorni, si ha che l’analita presenta un massimo a 2,77667 mL, mentre negli altri due 

casi a 2,76967 mL. Inserendo i valori dei volumi di eluizione dei massimi all’interno dell’equazione 

della retta di calibrazione, si ottengono i pesi molari delle specie eluite. Il Nivolumab non 

manipolato risulta avere un MW calcolato di 148,571 kDa, mentre negli altri casi di 151,227 kDa. 

Questo può significare che i campioni sottoposti a shaking, eluendo leggermente prima, siano 

andati incontro ad una modesta destrutturazione, la quale conferisce una piccola variazione del 

volume idrodinamico della proteina. 

È presente, inoltre, nelle tre curve, un picco minore attorno ai 2,4 mL, il quale è indicativo di una 

specie con volume idrodinamico maggiore rispetto a quella principale. Inserendo il valore del 

volume di eluizione nella retta di taratura si ottiene un peso molecolare di 375,575 kDa. Questo 

dato può far pensare che all’interno del farmaco ci sia una quantità molto piccola di una sua specie 

aggregata, indipendentemente dallo stress in Termomixer. 

In conclusione, valutando tutte le analisi effettuate su Nivolumab nella formulazione Opdivo®, non 

sono state rilevate variazioni nella struttura del farmaco sotto diversi punti di vista19. 

L’unica tecnica che rende apprezzabili alcune differenze rispetto al controllo è la cromatografia ad 

esclusione dimensionale, la quale evidenzia un lieve rilassamento della struttura terziaria 

dell’anticorpo. Questo, tuttavia, non è sufficiente a concludere che ci sia una destrutturazione 

rilevante della macromolecola. 

La formulazione, perciò, si può definire stabile anche in seguito a shaking a 37 °C. Il merito 

potrebbe essere imputabile alla presenza di tensioattivi contenuti nella formulazione, in 

particolare il polisorbato 80, che adempie al suo ruolo nel mantenere in dispersione l’anticorpo, 

senza che dia luogo alla formazione di aggregati [56]. 

 

 
19 Esposizione delle tirosine, presenza di strutture β-foglietto, fluorescenza intrinseca. 

Figura 4.16: Cromatogramma SEC di Nivolumab sottoposto a shaking a 750 rpm a 37 °C. 
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4.2.2 Radiazione solare artificiale 

Il farmaco Nivolumab è stato sottoposto a stress da radiazione solare artificiale, seguendo le linee 

guida per lo studio della fotostabilità dei farmaci. L’esperimento è stato condotto con l’ausilio 

dello strumento SunTest CPS+, il quale simula l’esposizione alla luce solare. 

La simulazione è stata condotta considerando quattro diverse condizioni: 

• Nivolumab nella formulazione Opdivo® non diluito (10 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione glucosata 5% sterile (2 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione glucosata 5% non sterile (2 µg · µL-1); 

• Nivolumab diluito con soluzione fisiologica NaCl 0,9% (2 µg · µL-1). 

È stato necessario l’utilizzo del buffer NaP 20 mM + NaCl 50 mM (pH 6.7) per diluire ulteriormente 

a 0,1 µg · µL-1 gli analiti affinché potessero essere esaminati mediante le tecniche spettroscopiche. 

Per ognuna delle condizioni sopra riportate, si è esaminato anche un controllo non irradiato che 

è stato posto all’interno dello strumento, ma coperto dalla radiazione. 

Si è studiata, appunto, anche una condizione di diluizione con soluzione glucosata 5% non sterile, 

per verificare l’effetto del processo di sterilizzazione del glucosio20 su Nivolumab. 

La quantità di radiazione somministrata ai campioni è stata calcolata per 1,5 e 21 giorni di 

esposizione al sole, ovvero rispettivamente 720 kJ · m-2 e 10460 kJ · m-2. 

Si è ottenuto, mediante spettrofotometro, l’assorbimento dei campioni diluiti di Nivolumab 

trattati con 720 kJ · m-2 e 10460 kJ · m-2 di luce solare artificiale, confrontati con il corrispettivo 

controllo non irradiato. 

 
20 Il glucosio può sviluppare una certa reattività in conseguenza dei processi di sterilizzazione con la 
formazione di specie furaniche. 

Figura 4.17: Spettro di assorbimento UV di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua formulazione 
(A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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La Figura 4.17 è divisa in quattro quadranti: ognuno fa riferimento ad una condizione di diluizione 

di Nivolumab. Ogni quadrante, a sua volta, ha 3 linee, che raffigurano lo spettro dell’anticorpo in 

base alla quantità di radiazione somministrata, indicando con un colore tenue l’esposizione a 720 

kJ · m-2 e intenso a 10460 kJ · m-2. La terza linea rappresenta il controllo non irradiato indicato con 

il colore nero. Il quadrante A descrive l’andamento dell’assorbimento UV della proteina, quando 

la stessa viene irradiata senza diluire la sua formulazione Opdivo®. Il quadrante B è esplicativo 

dell’analisi dell’anticorpo diluito in soluzione per infusione parenterale glucosata 5%. Il quadrante 

C rappresenta l’andamento di Nivolumab in soluzione glucosata 5% che non ha subito processi di 

sterilizzazione. Nel quadrante D, infine, è riportato lo spettro di assorbimento del campione in 

soluzione fisiologica NaCl 0,9%. Ogni analisi è stata condotta su un volume di 120 µL, mediante 

l’utilizzo di una cuvetta in quarzo con cammino ottico di 1 cm. Il range di acquisizione dei dati è 

tra 230 e 350 nm. In tutti e quattro i casi si ha un tipico spettro di assorbimento UV di una proteina, 

con un massimo locale a 280 nm, in corrispondenza della lunghezza d’onda del triptofano. Dal 

grafico si può altresì osservare come l’assorbimento nei quadranti A, C e D rimanga pressocché 

invariato rispetto ai controlli (linee nere), mentre per quanto riguarda la sezione B si possono 

notare alcune minime variazioni di andamento in confronto al controllo. Si è reso necessario, 

quindi, indagare ulteriormente con diverse tecniche in maniera tale da avere informazioni più 

precise. 

La derivata seconda dello spettro UV è stata riportata nel grafico in Figura 4.18. 

Nell’immagine è possibile osservare come in tutti i quadranti i massimi (a 288 nm) e i minimi (a 

285 e 292 nm) siano conformi con i dati della struttura nativa, non presentando shift di lunghezza 

d’onda. Questo può essere interpretato come un mantenimento dell’intorno chimico in cui si 

trovano le tirosine, che risultano nella medesima situazione della conformazione nativa. Il dato 

lascia, quindi, dedurre che i campioni abbiano mantenuto la struttura secondaria in tutte le 

condizioni. 

Figura 4.18: Derivata seconda dello spettro UV di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua 
formulazione (A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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L’analisi successiva è stata eseguita utilizzando la tecnica del dicroismo circolare, nei due spettri 

di lunghezza d’onda, corrispondenti al far-UV e al near-UV. 

In Figura 4.19 sono riportati i quattro grafici relativi alle analisi al dicroismo circolare nell’intervallo 

tra 200 e 250 nm (far-UV). Per la rilevazione sono stati utilizzati 250 µL di campione inseriti in una 

cuvetta di quarzo con un cammino ottico di 0,1 cm. 

In ogni quadrante del grafico si possono notare i caratteristici minimi a 218 nm, i quali sono indice 

di una struttura secondaria a β-foglietto. Si può apprezzare in ogni quadrante un altro minimo 

locale a 232 nm, relativo ai β-turn. I campioni irradiati con 720 kJ · m-2 non sembrano perturbati 

nella loro struttura, risultando comparabili al controllo non irradiato in tutti quattro i casi. Nei vari 

confronti, si vedono riduzioni di segnale in tutti i campioni irradiati con 10460 kJ · m-2 di luce a 

livello del minimo a 232 nm, indicati con la linea di colore intenso. Questo dato suggerisce una 

destrutturazione dei β-turn. 

Le anali eseguite nel near-UV sono state effettuate nel range tra i 250 e i 350 nm. L’acquisizione è 

stata svolta mediante l’ausilio di una cuvetta in quarzo con una capienza di 800 µL e con un 

cammino ottico di 0,5 cm. Dal grafico in Figura 4.20 sono riportate le curve relative all’analisi. 

Nonostante la presenza, in tutti i quadranti, dei massimi a 295 nm, tipici della struttura terziaria 

nativa di Nivolumab, l’andamento delle funzioni che descrivono i campioni irradiati non è del tutto 

sovrapponibile con il controllo. A valori di lunghezza d’onda maggiori di 300 nm, le linee che 

descrivono le specie irradiate presentano molto rumore di fondo e possiedono un andamento 

mutato, non imputabile a errori di diluizione. 

Figura 4.19: Spettro far-CD di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua formulazione 
(A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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Si è proceduto con la misurazione della fluorescenza intrinseca di Nivolumab nelle diverse 

condizioni in cui è stato posto. L’analisi è stata condotta irradiando i campioni con due lunghezze 

d’onda di radiazione, per discriminare l’apporto del triptofano, a 295 nm, dalla fluorescenza totale 

della macromolecola, a 280 nm. 

Figura 4.20: Spettro near-CD di Nivolumab 0,5 µg · µL-1 irradiato nella sua formulazione 
(A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 

Figura 4.21: Spettro di fluorescenza di emissione a 280 nm di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua 
formulazione (A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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Per entrambe le frequenze di luce incidente, sono stati registrati degli spettri di emissione di 

fluorescenza tra i 300 e i 500 nm, utilizzando una cuvetta in quarzo con una capacità di 100 µL e 

cammino ottico di 1 cm. 

Per quanto riguarda l’esame a 280 nm (Figura 4.21), ci sono diverse considerazioni da fare. Nel 

quadrante A, dove è riportata la fluorescenza relativa alla formulazione, si può notare come il 

campione stressato con 720 kJ · m-2 di radiazione luminosa abbia una capacità di emissione 

comparabile al controllo, con un massimo a 348 nm. Per quanto concerne la formulazione irradiata 

con 10460 kJ · m-2, invece, si nota un calo dell’intensità di fluorescenza dell’anticorpo. Nei 

quadranti B, C e D, relativi alle diluizioni che simulano le preparazioni parenterali, tutte e due le 

esposizioni a sorgente luminosa hanno diminuito la capacità di emissione della proteina rispetto 

al controllo, in modo tenue o pronunciato in relazione alla quantità di radiazione somministrata. 

Un altro aspetto evidenziabile è la presenza di un leggero blue-shift che si verifica in conseguenza 

allo stress, indicando una modifica dell’intorno chimico dei principali cromofori. 

La situazione si ritrova analoga nei risultati dell’esame condotto a 295 nm (Figura 4.22). 

Il risultato dell’esame effettuato a 295 nm non si discosta molto da ciò che è visibile a 280 nm, 

ovvero è presente un calo di emissione dei campioni in conseguenza all’irraggiamento, in modo 

più accentuato nelle diluizioni parenterali. È presente, inoltre, il medesimo blue-shift menzionato 

a 280 nm. 

L’analisi della fluorescenza prova come la formulazione sia più stabile alla luce se non viene diluita 

con le soluzioni per uso parenterale. È ipotizzabile che la capacità degli eccipienti fotoprotettivi 

venga meno quando essi si ritrovano diluiti rispetto alla forma farmaceutica. Si può dire, inoltre, 

che maggiore è l’intensità dello stress luminoso, maggiore sarà la diminuzione di emissione 

fluorescente della proteina, facendo pensare a delle modifiche strutturali dose-dipendenti, che 

espongano in maniera differente i cromofori presenti sulla catena polipeptidica. 

Figura 4.22: Spettro di fluorescenza di emissione a 295 nm di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua 
formulazione (A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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Figura 4.24: Gel SDS-Page di Nivolumab irradiato 
con 10460 kJ·m-2 
 0’: MW 
 1’: Formulazione 
 2’: Formulazione non irradiata 
 3’: Glucosata 5% sterile 
 4’: Glucosata 5% sterile non irradiata 
 5’: Glucosata 5% non sterile 
 6’: Glucosata 5% non sterile non irradiata 
 7’: Fisiologica 0,9% 
 8’: Fisiologica 0,9% non irradiata 
 9’: Controllo esterno 

Per caratterizzare gli analiti irradiati con il SunTest, sono state eseguite delle separazioni 

elettroforetiche mediante le tecniche SDS-PAGE e Acid Native-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

Nelle Figure 4.23 e 4.24 sono riportate le scansioni dei gel SDS-PAGE dei campioni irradiati 

rispettivamente con 720 kJ · m-2 e 10460 kJ · m-2. I gel sono stati preparati con il 12% di 

acrilammide. Gli analiti sono stati trattati con un sample buffer riducente21, e posti a 97 °C per 6 

minuti, affinché avvenisse la denaturazione della proteina. Sono stati caricati 8 µL di campione 

diluito con il sample buffer, in modo tale da inserire 5 µg di anticorpo in ogni pozzetto. 

Come molecular weight è stato impiegato ColorBurst™ Electrophoresis Marker, ed è stato 

posizionato nei pozzetti 0 e 0I. 

Nei pozzetti 9 e 9I, si è caricato un ulteriore controllo, che è rappresentato dalla formulazione 

prelevata direttamente dalla vial del farmaco, senza che venisse posto all’interno dello strumento 

coperto dalle radiazioni. Questo è stato effettuato per verificare che gli analiti non irradiati, inseriti 

nel SunTest, avessero mantenuto le loro caratteristiche. 

Osservando i gel, si possono notare, nei pozzetti caricati con gli analiti irradiati, delle bande che 

nei controlli non sono presenti. Sono localizzate più in alto rispetto alle bande caratteristiche 

dell’anticorpo22; ciò vale a dire che le specie formatesi nei campioni stressati hanno un volume 

idrodinamico maggiore, poiché hanno una tendenza minore ad essere trasportati all’interno delle 

maglie del gel di poliacrilammide. Questo risultato porta a dedurre che, a seguito 

dell’irraggiamento, si siano formate delle macromolecole a più elevato peso molecolare. 

Questo effetto lo si trova più accentuato nel gel in Figura 4.24, corrispondente a 21 giorni di 

irraggiamento solare. Nei pozzetti 1I 3I 5I 7I si può osservare come l’intensità delle bande, relative 

 
21 Sample buffer con β-mercaptoetanolo. 
22 Le bande localizzate nella zona corrispondente a 40 kDa sono relative alle catene pesanti dell’anticorpo, 
mentre le bande situate a 20 kDa indicano le catene leggere. 

Figura 4.23: Gel SDS-Page di Nivolumab irradiato con 
720 kJ·m-2 
 0: MW 
 1: Formulazione 
 2: Formulazione non irradiata 
 3: Glucosata 5% sterile 
 4: Glucosata 5% sterile non irradiata 
 5: Glucosata 5% non sterile 
 6: Glucosata 5% non sterile non irradiata 
 7: Fisiologica 0,9% 
 8: Fisiologica 0,9% non irradiata 
 9: Controllo esterno 
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alle catene pesanti e leggere di Nivolumab, sia minore in confronto ai controlli, in favore della 

formazione di molecole più pesanti che si trovano nella parte superiore del gel. 

Questo effetto è maggiormente percepibile nei pozzetti relativi all’anticorpo diluito con soluzione 

glucosata 5% sterile (3, 3I). 

I campioni irradiati, oltre ad alcune bande ben definite, mostrano molti segnali vicini e poco 

definiti. Ciò fa presupporre che si siano verificate varie modifiche su diversi livelli. 

Nelle Figure 4.25 e 4.26, sono riportate le immagini dei gel Acid Native PAGE. 

 

I gel, al 10% di poliacrilammide, sono stati caricati con i campioni esposti a luce solare artificiale, i 

relativi controlli e due riferimenti, posti in posizione 0, 0I (tripsinogeno da pancreas bovino) e 9, 9I 

(Ab Sigma Anti-rabbit G7277). 

Il primo gel, relativo ai campioni di Nivolumab stressati a 720 kJ · m-2, mostra la banda principale 

dell’anticorpo in tutti i pozzetti, senza evidenziare particolari differenze con i controlli. 

Il secondo, invece, relativo alla somministrazione di 10460 kJ · m-2, lascia trasparire come l’impatto 

della luce solare modifichi l’assetto strutturale dei campioni. Nei pozzetti 1I, 3I, 5I e 7I sono 

apprezzabili una serie di bande che migrano in misura minore rispetto all’anticorpo in forma 

nativa. Questo è compatibile con la formazione di specie aggregate. Inoltre, le bande relative 

all’anticorpo risultano meno intense rispetto ai controlli, specialmente nel caso dell’anticorpo 

posto in soluzione glucosata sterile. 

L’elettroforesi ci ha dato informazioni circa la comparsa di entità ad alto peso molecolare in 

seguito all’esposizione solare artificiale. Questo può far pensare che una grande quantità di luce 

sia in grado di destabilizzare la formulazione, portando alla formazione di specie modificate o 

aggregate della proteina. 

 

Figura 4.25: Gel Acid Native-Page di Nivolumab 
irradiato con 720 kJ·m-2 
 0: Tripsinogeno da pancreas bovino 
 1: Formulazione 
 2: Formulazione non irradiata 
 3: Glucosata 5% sterile 
 4: Glucosata 5% sterile non irradiata 
 5: Glucosata 5% non sterile 
 6: Glucosata 5% non sterile non irradiata 
 7: Fisiologica 0,9% 
 8: Fisiologica 0,9% non irradiata 
 9: Ab Sigma Anti-rabbit G7277 

Figura 4.26: Gel Acid Native-Page di Nivolumab 
irradiato con 10460 kJ·m-2 
 0’: Tripsinogeno da pancreas bovino 
 1’: Formulazione 
 2’: Formulazione non irradiata 
 3’: Glucosata 5% sterile 
 4’: Glucosata 5% sterile non irradiata 
 5’: Glucosata 5% non sterile 
 6’: Glucosata 5% non sterile non irradiata 
 7’: Fisiologica 0,9% 
 8’: Fisiologica 0,9% non irradiata 
 9’: Ab Sigma Anti-rabbit G7277 
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Infine, si è condotta un’analisi tramite cromatografia ad esclusione dimensionale sui campioni 

irradiati nel SunTest e i rispettivi controlli, per confermare la presenza di stati aggregati 

dell’anticorpo. I dati ottenuti sono stati elaborati nei grafici in Figura 4.27. 

Il quadrante A è relativo alla formulazione di Nivolumab sottoposta a radiazioni che simulano 1,5 

e 21 giorni di radiazione solare, confrontata con il controllo (linea nera). 

Il cromatogramma mostra un picco principale, che eluisce a 2,77 mL, il quale corrisponde, 

inserendo il dato nell’equazione della retta di taratura, ad una specie con peso molecolare di 151 

kDa: è il punto in cui eluisce l'anticorpo. Si può notare come nel controllo il picco abbia un’intensità 

elevata; questa diminuisce in relazione alla quantità di radiazione luminosa somministrata al 

campione, in favore della formazione di specie che eluiscono prima dell'anticorpo23, perciò 

presentanti un maggiore volume idrodinamico. Esse sono identificabili come picchi di scarsa 

intensità, che risultano più evidenti dopo 10460 kJ · m-2 di radiazione. 

Nei quadranti C e D, che rappresentano i cromatogrammi delle diluizioni di Nivolumab in glucosata 

non sterilizzata e in fisiologica, l'andamento è simile a quanto riscontrato nel quadrante A. In 

entrambi si nota una maggiore intensità dei picchi tra 2,1 e 2,5 mL formatisi successivamente allo 

stress luminoso, a discapito del picco relativo all’anticorpo. 

Il quadrante B è caratterizzato da una situazione distinta rispetto alle altre, in quanto, nel 

campione più irradiato, si ha un importante calo dell’intensità del picco relativo a Nivolumab. 

 
23 Queste specie eluiscono dopo il volume morto della colonna che corrisponde a 2,18 mL. 

Figura 4.27: Cromatogramma SEC di Nivolumab 0,1 µg · µL-1 irradiato nella sua formulazione 
(A), in glucosata 5% sterile (B), in glucosata 5% non sterile (C) e in fisiologica 0,9% (D). 
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Questo è dovuto al fatto che il range di volume di eluizione compreso tra 2,0 e 2,5 mL, sia popolato 

da macromolecole di ancora più alto peso molecolare rispetto alle altre descritte. Il primo picco, 

infatti, corrispondente a molecole più grandi, risulta molto accentuato. È questo il motivo del 

crollo di segnale di Nivolumab, il quale, probabilmente, si trova aggregato in uno stato di tipo 

oligomerico. 

Queste analisi mostrano come Nivolumab, a seguito di somministrazione di grandi quantità di 

radiazioni luminose, perda la sua stabilità, dando luogo alla formazione di specie aggregate, non 

presenti nei controlli non irradiati. Si nota, altresì, che, nella sua formulazione, Nivolumab si trova 

protetto dalle radiazioni grazie anche alla presenza di tensioattivi, che lo mantengono in 

dispersione omogenea. Con la diluizione, invece, si indebolisce questa proprietà della 

formulazione, poiché, probabilmente, si ha una degradazione o una troppa bassa concentrazione 

degli agenti disperdenti, tra cui il polisorbato 80 [56]. 

Gli stati aggregati sono stati rilevati in maggior quantità nel caso della formulazione glucosata 

sterile. Questo può essere imputabile ai prodotti di degradazione del glucosio, generati dal 

processo di sterilizzazione, che viene impiegato per rendere la soluzione adatta all’utilizzo 

parenterale. È noto, infatti, che il glucosio sia sensibile a questi processi industriali, i quali possono 

indurre la formazione di specie reattive, che a loro volta andrebbero ad interagire con le 

componenti del medicinale, modificandone la stabilità. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capitolo 5 - Conclusioni 

53 
 

Capitolo 5 

Conclusioni 

Il principio attivo di Opdivo®, Nivolumab, è un anticorpo monoclonale che attacca e blocca il 

recettore PD-1 (programmed death-1), portando all'attivazione del sistema immunitario contro le 

cellule tumorali. 

Opdivo® è stato autorizzato nell'Unione Europea (UE) dal mese di giugno 2015 per il trattamento 

del melanoma avanzato e a ottobre 2015 ne è stato esteso l’uso per il trattamento degli stadi 

avanzati del carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC), detto anche carcinoma 

squamoso. Il Comitato per i medicinali per uso umano (CHMP) dell’EMA ha recentemente 

approvato l’indicazione di Opdivo® anche per il trattamento di pazienti adulti con carcinoma 

renale avanzato dopo essere stati sottoposti ad una precedente terapia. 

Gli effetti indesiderati più comuni di Opdivo® sono piuttosto contenuti se confrontati con la 

maggior parte dei farmaci antitumorali: affaticamento, nausea, eruzioni cutanee, diarrea e perdita 

di appetito. Questo aspetto fa sì che il farmaco sia ben tollerato dai pazienti.  

Nivolumab è un anticorpo monoclonale molto utilizzato nelle terapie oncologiche, perciò è 

necessario mantenerlo nelle condizioni ottimali di trasporto, stoccaggio e manipolazione al fine di 

garantirne la sicurezza e l’efficacia terapeutica. Il farmaco proteico presenta una struttura 

molecolare complessa, la quale deve rimanere intatta per poter espletare la sua attività 

farmacologica e mantenere basso il grado di tossicità. Le sue caratteristiche, infatti, sono 

facilmente alterabili da eventi esterni dannosi (stressors) a cui il medicinale potrebbe essere 

soggetto nel suo percorso dall’azienda produttrice fino al momento della somministrazione al 

paziente.  

Dai nostri test è emersa una forte stabilità di Opdivo® dopo vigorosa agitazione. Sottoporre 

l’anticorpo a shaking a 37 °C per 45 giorni, infatti, non ha causato nello stesso delle variazioni 

strutturali tali da inficiarne la stabilità. Tuttavia, utilizzando tecniche ad elevata sensibilità, come 

la gel filtrazione, è stato possibile riscontrare un leggero rilassamento della struttura proteica. Ciò, 

però, non è sufficiente a concludere che vi sia una destrutturazione rilevante della macromolecola. 

Gli stress meccanici dovuti al trasporto, dunque, non dovrebbero rappresentare un fattore di 

rischio per l’integrità del medicinale. 

Al contrario, quando sottoposto a grandi quantità di radiazioni solari artificiali, Opdivo® ha 

mostrato una serie di modifiche nella sua struttura. Come da letteratura, l’anticorpo si è rivelato 

sensibile alla luce artificiale, in maniera dose-dipendente. L’aumento della quantità di radiazione 

somministrata, infatti, può incrementare gli effetti di modifica sul farmaco. È stato possibile 

verificare ciò mediante tecniche spettroscopiche, elettroforetiche e cromatografiche, le quali ci 

hanno permesso di confermare la fotosensibilità dell’anticorpo in condizioni estreme di stress 

luminoso, in particolare se diluito in soluzione sterile glucosata 5% per uso parenterale. 

Dai risultati ottenuti, possiamo affermare che è necessario proteggere dalla luce Nivolumab 

durante tutte le fasi di manipolazione del prodotto come tale e diluito nelle soluzioni ad uso 

parenterale. Esse comprendono la formulazione, il trasporto, lo stoccaggio, la diluizione e la 

somministrazione al paziente. Precauzioni particolari devono essere adottate quando Opdivo® 

viene diluito in soluzioni glucosate sterili, in quanto il processo di sterilizzazione industriale dà 

luogo alla formazione di prodotti di degradazione del glucosio, in particolare il 5-HMF, in grado di 

generare specie reattive dell’ossigeno per combinazione con la luce esterna. È possibile che 
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queste specie reattive abbiano la capacità di ossidare Nivolumab, rendendo probabile la perdita 

della sua efficacia terapeutica e inducendo la formazione di aggregati verosimilmente tossici. 

In conclusione, il progetto ha permesso di instaurare dei protocolli e dei metodi di analisi per la 

caratterizzazione biochimica e biofisica dell’anticorpo, così da poterne studiare la stabilità in 

condizioni di stress. A tal proposito, sarà interessante proseguire la ricerca su Opdivo® attraverso 

esperimenti biologici e tossicologici, per verificare la sua attività prima e dopo i fattori di stress a 

cui può essere sottoposto durante il suo periodo di validità. 
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