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L'attivita di ricerca riportata nella presente relazione & stata svolta nei laboratori della Fondazione Callerio

Onlus e nell’lambito delle collaborazioni esistenti con ricercatori di altri Enti e di Atenei italiani e stranieri nel
periodo 1 gennaio 2008 — 31 dicembre 2008.

Oltre ai ricercatori dipendenti, al tecnico di laboratorio ed al personale amministrativo, nel 2008 la Fondazione
Callerio Onlus ha potuto contare su giovani laureati, per i quali ha investito risorse per sostenere la loro
formazione nella ricerca e favorendo la loro partecipazione a corsi di dottorato, attivati in diversi atenei italiani.
Globalmente sono state investite risorse per 7,6 anni/luomo (1 anno/uomo= 11 mesi). Nel dettaglio, sono
intervenuti, in aggiunta al tecnico di laboratorio ed ai 2 ricercatori in servizio permanente, 4 ricercatori inseriti
attraverso lo strumento della borsa di studio e/o contratti a progetto nelle attivita ricerca programmate e svolte.

Prof. Gianni Sava Direttore Scientifico

Dott. Moreno Cocchietto Biologo, ricercatore

Dott. Alberta Bergamo  Chimico e Tecnologo Farmaceutico, ricercatore

Dott. Alessia Masi Biologo, dottoranda

Dott. Laura Zorzin Chimico e Tecnologo Farmaceutico, collaboratore a progetto

Dott. llaria Crucil Chimico e Tecnologo Farmaceutico, dottoranda

Dott. Daniel Era Chimico e Tecnologo Farmaceutico, borsista

Sig. M. Zabucchi Diploma maturita scientifica ad indirizzo sanitario, tecnico di laboratorio

La sottolineatura indica le persone con contratto a tempo indeterminato.

La dott. llaria Crucil ha svolto attivitd di ricerca sulla bioconiugazione di farmaci antitumorali con I'acido
jaluronico presso il Dipartimento di Scienze della Vita dell’'Universita degli Studi di Trieste con la supervisione
della prof. S. Zorzet.
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Modulazione delle integrine con composti basati suli metalli e controllo della malignita tumorale

Il progetto prevede lo studio del meccanismo d'azione di complessi e di organometallici del rutenio con
particolare riferimento alle attivita di controllo dei processi di invasione e metastasi, utilizzando linee cellulari di
tumori umani a diverso grado di malignita.

L'attivita di ricerca € stata condotta nell'ambito del ruolo assegnato ai ricercatori della Fondazione Callerio in
un progetto intitolato “Nuove terapie e Farmaci Antitumorali — antimetastatici inorganici, terapia genica e
nanobiotecnologie” e finanziato dalla Regione Friuli Venezia Giulia, con capofila I'Universita di Trieste e con
altri partner quali, Elettra, CRO di Aviano, Burlo Garofolo, SISSA, e nelllambito di collaborazioni con il gruppo
di P. Dyson del’EPFL di Losanna, di P.J. Sadler dell’'Universita di Warwick, UK, e di BK Keppler dell'Universita
di Vienna.

Inoltre, la Fondazione Callerio € la sede principale del Working Group 003 dell’Azione COST D39, un progetto
di cooperazione europea nel campo dei farmaci basati sui metalli per la terapia dei tumori. Il WG3 si occupa
del tema “New Targets for Metal-Based Drugs: Beyond DNA" ed e coordinato dal prof. G. Sava. Al WG3
partecipano altri 6 laboratori, rispettivamente nell’Universita di Sassari (prof. G. Pintus), nell'Universita di
Scheffield (prof. N. Bird), nell'Universita di Francoforte (prof. J. Eble), nell'Universita di Valencia (prof. J.
Estrela), nell’lstituto Nazionale di Biologia di Lubiana (prof. T. Lah) e nel Centro Olandese del Cancro (prof. J.
Schellens).

METAPLATE: messa a punto di un prototipo per lo stu dio simulato del processo della crescita e
disseminazione tumorale per I'impiego nella selezio ne di farmaci antitumorali innovativi.

Lo scopo della presente ricerca & quello di sviluppare un dispositivo biotecnologico capace di mimare alcune
condizioni fisiologiche proprie di un organismo vivente. In particolare il nostro interesse é rivolto all'utilizzo di
tale dispositivo in un ambito applicativo in oncologia.

Il primo e principale risultato atteso dalla ricerca proposta € la realizzazione di un dispositivo biotecnologico
specificamente progettato per l'analisi dall'attivita anti-metastatica di farmaci nel modello del carcinoma
colorettale. Il dispositivo prodotto verra brevettato e potra essere oggetto di commercializzazione come
modello di studio per la valutazione dell'attivita anti-metastatica dei farmaci ‘biologici’ che oggi fanno parte
degli obiettivi prioritari della ricerca farmacologia nel campo dei tumori..

Studio delle proprieta antitumorali ed antileucemic he di derivati dell'acido jaluronico

Il progetto € focalizzato sull'uso dell’acido jaluronico per veicolare in vivo composti poco maneggevoli dal
punto di vista farmacocinetico inclusi alcuni farmaci antitumorali convenzionali e il modulatore delle istone
deacetilasi sodio butirrato associato all'agente antiossidante acido retinico. Lo studio, che prevede l'uso di
modelli di tumori e di leucemie in vitro ed in vivo, e supportato dall’attivita di un dottorando e dell'attivita
tutoriale della prof. Sonia Zorzet del Dipartimento di Scienze Biomediche dell'Universita di Trieste.

Messa a punto di una microsfera contenente lisozima per la somministrazione orale di farmaci e
vaccini

Il progetto prevede il completamento degli studi in vivo per la valutazione dell'attivita anti-aging dei microsistemi
contenenti lisozima, lo sviluppo di un impianto produttivo avanzato, con lallestimento di un prototipo per la
produzione di quantita utili a studi di validazione su ampia scala, e I'approfondimento dei campi applicativi finora
individuati (il diabete, la nutraceutica, la vaccinazione dei pesci di allevamento e il miglioramento delle
performances di vita dei pesci ornamentali), per individuare operatori ed esperti del settore con cui cooperare e
per comprendere meglio I'obiettiva possibilita di impiego di tale tecnologia sul mercato.

A tale scopo € stata attivata una linea di ricerca, finalizzata esclusivamente ai pesci di allevamento, con il
progetto “Sviluppo e validazione di microsistemi per la vaccinazione orale in piscicoltura” finanziato dalla
Regione Friuli Venezia Giulia, con capofila la Fondazione Callerio e con altri partner quali I'Universita di
Trieste (laboratori dei proff. Voinovich e Cesaro dei Dipartimenti di Scienze Farmaceutiche e di Scienze della
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Vita), I'Universita di Udine (dott. Balestrazzi, Dipartimento di Scienze Animali) e con la partecipazione di
esperti del’Ente Tutela Pesca della Regione Friuli Venezia Giulia e dellazienda produttrice di salmonidi ASA
di Rivoli di Osoppo (Udine).

L’attivita di ricerca & stata condotta anche in collaborazione con Innovation Factory di AREA Science Park con il
quale é stata stipulata in data 30 marzo 2007 una convenzione per I'avvio e la gestione di un gruppo di sviluppo
pre-impresa e con il quale sono stati anche condivisi i costi della ricerca.

/

Nel corso del 2008 sono state attivate e mantenute numerose collaborazioni di ricerca con ricercatori di vari
Enti italiani e stranieri.

- Ricercatori di Dipartimenti di Atenei Italiani (Dipartimento di Scienze Chimiche, Universita degli Studi di
Trieste, prof. Enzo Alessio; Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita di Trieste, S. Zorzet;
Dipartimento di Biochimica, Biofisica e Chimica delle Macromolecole, Universita di Trieste, prof. Attilio
Cesaro; Dipartimento di Chimica dei Materiali e delle Risorse Naturali, Universita di Trieste, prof. Orfeo
Sbaizero; Dipartimento di Scienze Animali, Universita di Udine, dott. Raffaele Ballestrazzi.

- Prof. B. Fabris e dott.ssa B. Toffoli, Clinica Medica Ospedale di Cattinara, Trieste.

- Dott.ssa. A. Paolini, dott.ssa D. Zezza, dott.ssa V. Ridolfi, prof. G. Giorgetti, Istituto Zooprofilattico
dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale”, Teramo.

- Dott. R. Candido, Centro Diabete A.S.S.1 Triestina, Trieste.

- Dr. Paolo Blasi e Dr. Stefano Giovagnoli, ricercatori presso il Dipartimento di Chimica e Tecnologia del

Farmaco dell’'Universita di Perugia

- (DIAN), Fac di Medicina Veterinaria — Udine

- Prof.ssa Maria Cristina Nicoli, Dipartimento di Scienze degli Alimenti dell’'Universita di Udine

- Prof.ssa Paola Minghetti, gruppo disciplinare Farmaceutico Tecnologico Applicativo dell'Universita degli Studi
di Milano.

- Prof. Marino Prearo, Istituto Zooprofilattico del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Torino.

- Ricercatori di Dipartimenti stranieri (Royal College of Surgeons in Ireland, Department of Chemistry, Dublin,
dott. Celine Marmion; Institut de Chimie Moleculaire et Biologique, Laboratoire de Chemie
Organometalligue EPFL-BCH, Lausanne, prof. Paul Dyson; Institute of Inorganic Chemistry, University of
Vienna, prof. BK Keppler; Department of Chemistry, University of Warwick, prof. PJ. Sadler; Department of
Vascular Matrix Biology, Frankfurt University Hospital, prof. JA. Eble.

- Prof.ssa J. Filipovi -Gr i Department Zagreb, Ante Kova i a 1, HR-10000 Zagreb, Croazia

| risultati di seguito sintetizzati si riferiscono alle ricerche svolte nei laboratori della Fondazione Callerio Onlus
e/o nei laboratori di ricercatori di altri Enti con i quali esistono collaborazioni e che riguardano i temi di ricerca
prioritari che la Fondazione Callerio Onlus ha attivato per I'anno 2008.

Proprieta antineoplastiche di composti basati sui m etalli

Attivita di ricerca di LINFA  (http://www.callerio.org/Linfa_i.htm)

L'attivita di ricerca scientifica svolta in LINFA nel periodo 01 gennaio — 31 dicembre 2008 ha riguardato i temi
di seguito riportati.

a) Modulazione della disseminazione metastatica in vitro.

Il lavoro e stato focalizzato sullo studio di un derivato organometallico, denominato RAPTA-T, che ha dimostrato
possedere una certa selettivitd verso le cellule tumorali invasive in esperimenti condotti in vitro ed in vivo. Tali studi
hanno evidenziato la propensione di RAPTA-T ad interferire con i processi di migrazione ed invasione delle cellule. Il
composto é inoltre capace di modificare la morfologia delle cellule. Tutte queste osservazioni hanno indirizzato le
attuali ricerche ad analizzare gli effetti di RAPTA-T sul citoscheletro cellulare, denominatore comune dei processi
sopramenzionati. In particolare sono stati valutati gli effetti sulla actina, principale proteina costituente il citoscheletro
cellulare: Gli effetti di RAPTA-T sono dipendenti dal substrato di crescita delle cellule: quando cellule invasive sono
seminate su fibronectina il composto di rutenio induce, entro un’ora, la formazione di un anello corticale di actina che
persiste fino a 16 ore dopo la fine del trattamento. Se le cellule sono seminate su collagene IV invece, RAPTA-T
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causa formazione di fibre da stress e tale situazione e revertita gia 4 ore dopo la fine del trattamento. Gli effetti
differenziali osservati al variare dei componenti della matrice extracellulare (ECM) sui quali crescono le cellule
inducono ad ipotizzare il coinvolgimento delle integrine, principali molecole di adesione implicate nei rapporti cellula-
ECM. Lo studio dell'attivazione dellintegrina 1 nelle due condizioni di crescita conferma l'importanza del ruolo della
ECM nellattivita del RAPTA-T. Infatti cellule cresciute su fibronectina mostrano attivazione della molecola di
adesione, mentre cellule cresciute su collagene IV no. In quest'ultimo caso pero si nota la formazione di lunghe
estroflessioni cellulari denominate filopodi. Per completare lo studio si & proceduto ad analizzare le cascate di
segnale intracellulari che, partendo dalle integrine arrivano a determinare i cambiamenti citoscheletrici e morfologici
osservati e che sono sotto il controllo di molecole chiamate RhoGTPasi. Alcuni esperimenti preliminari che
analizzano lo stato della RhoA GTPasi rivelano che essa non € attivata nelle cellule trattate con il complesso di
rutenio. Lo studio di altre Rho GTPasi & in corso.

b) Studio di complessi ed organometalli sullo stato redox cellulare.

La capacita di derivati di rutenio come NAMI-A e RAPTA-T di interferire selettivamente con le attivita delle cellule
maggiormente invasive potrebbe essere determinata anche dalla loro interazione con i sistemi redox cellulari.
Questa ipotesi si basa sull'osservazione che cellule altamente invasive possiedono livelli di glutatione (GSH) piu
elevati rispetto a cellule con minore propensione ad invadere, inoltre numerosi complessi metallici sono in grado di
interagire con questo tiolo intracellulare. La ricerca ha quindi voluto indagare se gli effetti selettivamente anti-
metastatici di NAMI-A e RAPTA-T potessero essere determinati dalla modulazione del GSH. Lo studio € stato
condotto con due linee cellulari a diverso grado di invasivita e utilizzando substrati di crescita come fibronectina e
poli-L-lisina allo scopo di valutare un possibile coinvolgimento integrinico. E’ noto infatti che dalle integrine puo
partire un segnale che, attraverso la glutationilazione della actina, induce modificazioni del citoscheletro e della
motilita cellulare, entrambi fenomeni modulati dai due complessi di rutenio oggetto di studio. | risultati ottenuti hanno
messo in luce che entrambi i composti riducono i livelli di tioli intracellulari misurati alla fine del trattamento, poi le
cellule, sia invasive che non, sono capaci di recuperare e ripristinano il glutatione depleto. Non é stato osservato
alcun ruolo del substrato di crescita cellulare in questo fenomeno. Questi dati ci permettono quindi di escludere che
la riduzione dei livelli di GSH sia alla base dellattivita antimetastatica dei due complessi metallici. Lo studio é stato
approfondito valutando se la riduzione del GSH fosse dovuta ad un aumento della concentrazione delle specie
reattive dell'ossigeno (ROS) a seguito del trattamento con i composti in esame. | risultati negativi emersi da questa
indagine hanno comunqgue permesso di indirizzare la ricerca verso altre direzioni e di stabilire che entrambi i
complessi di rutenio possono interagire direttamente con GSH formando degli addotti complesso di rutenio-tioli
intracellulari, probabilmente responsabili della deplezione di GSH osservata nelle cellule trattate con NAMI-A e
RAPTA-T.

c) Attivita farmacologia in vitro di due Rutenio-dimetilsolfossido-acidopiridinaidrossamico

Sono stati studiati due complessi di rutenio-dimetilsolfossido (analoghi strutturali del NAMI-A) caratterizzati
dalla presenza di acido idrossamico. La sintesi € stata effettuata nei laboratori della prof. C Marmion al Royal
College of Surgeons in Ireland (Dublino, Irlanda) da una studentessa del corso di laurea in Chimica e
Tecnologia Farmaceutiche che ha svolto la tesi di laurea in Fondazione Callerio Onlus.
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I due complessi in esame sono stati testati per lattivita citotossica differenziale su una linea tumorale di
carcinoma (KB) e su una linea cellulare di cellule epiteliali, trasformate ma non tumorigeniche (HBL-100).
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Attivita antiproliferativa su cellule di carcinomarale KB e su cellule epiteliali non-
tumorigeniche HBL-100, espost&a a3 per 72 hr.

La citotossicita dei due complessi, espressa come IC50 é risultata globalmente superiore nelle cellule
“normali” rispetto quelle tumorali, soprattutto dopo tempi lunghi di esposizione (70-90 contro 210-250)
indipendentemente dal complesso utilizzato. Al contrario, il complesso 2 ha mostrato una abilita decisamente
superiore rispetto al complesso 3 nell'inibire I'invasione, misurata in vitro con cellule di carcinoma metastatico
della mammella MDA-MB-231.
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Capacita invasiva delle cellule MDA-MB-231 dopo esigione a2 (istogramma
aperto) 03 (istogramma a barre oblique) per 1 hr. | dati sespressi come
variazione percentuale rispetto a controlli norttéta (+ deviazione standard).
Anova a una via con Tukey post-test: a: p < 0.081Centrols; b: p < 0.01 vs
Controls; ¢c: p <0.01\3.

d) Complessi di rutenio ‘half-Sandwitch’ correlati agli organometallici ‘piano stool’
Di una serie di 15 complessi, la cui struttura chimica & rappresentata nella figura di seguito, & stata studiata
I'attivita citotossica in vitro.
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Struttura chimica dei complessi di rutenio halfdiaich studiati in vitro

Dal confronto con il complesso RM175, un organometallico della serie ‘piano stool’ sintetizzata da PJ Sadler
nei laboratori di Edinburgo, emerge che i complessi preparati nei laboratori del prof. Enzo Alessio del
Dipartimento di Scienze Chimiche dell’'Universita di Trieste, si evince una generale ridotta citotossicita sia sulla
linea tumorale aggressiva MDA-MB-231 sia su quella meno aggressiva KB.

MDA-MB-231 KB
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Confronto tra le curve di sopravvivenza di cellMBA-MB-231 e KB cells trattate coh, 2 0 RM175.

Piu in generale, il confronto delle IC50 in vitro su queste due linee cellulari di 1, 2, 3, 5, 9 e 15 con RM175
mostra valori compresi tra circa 100 o >300 M contro circa 10 e 3 M, rispettivamente per le cellule MDA-
MB-231 e KB. Risultati analoghi sono stati trovati quando il confronto € stato effettuato tra 1 (uno complessi
che hanno mostrato una qualche citotossicita) e cisplatino su cellule tumorali di carcinoma ovario A2780,
carcinoma polmonare H460M, carcinoma colorettale HT-29 e carcinoma prostatico MIA-paca2, con IC50 di 1
sempre superiori a 100 mM e di cisplatino comprese tra circa 3 e circa 10 M.

Attivita del derivato dell’acido jaluronico con aci do butirrico HA-But nel tumore pancreatico

Sono stati, in collaborazione con ricercatori dell'lstituto Tumori di Milano, gli effetti di HA-But, un inibitore delle
istone deacetilasi di nuova generazione che lega il recettore per I'acido jaluronico CD44, un recettore over-
espresso nella maggioranza dei tumori umani,inclusi quelli pancreatici.e della prof. S. Zorzet del Dipartimento
di Scienze Biomediche dell’'Universita di Trieste.

L’'impiego di un anticorpo bloccante il recettore di superfice CD44 (recettore per I'acido jaluronico) diminuisce
la citotossicita di HA-But suggerendo il coinvolgimento del recettore nel meccanismo d’azione del farmaco.
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Vitalitd delle cellule Mia-PaCa?2 trattate con HAiBe pre-trattate con un
anticorpo bloccante il recettore CD44.

Effetti di HA-But sul processo angiogenico. A= Cantli, B= VEGF (controllo positivo), C=
Suramina (controllo negativo), D= HA-But, D= HA 1Bk*: p<0.01 vs Controlli e t: p<0.01 vs
tutti; Anova a una via e Tukey-Kramer post test.
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L'HA-But & stato trovato inibire la proliferazione di cellule pancreatiche in vitro in maniera 7-volte piu efficace
rispetto all’acido butirrico libero. HA-But induce p2lwafl/cipl, p27kipl, p53, e modula la ciclica D1, causando
blocco del ciclo nelle fasi GO/G1 e G2/M. HA-But riduce | livelli di espressione di VEGF-A165 e VEGF-D e
inibisce I'angiogenesi in vitro.

Questi studi sono stati condotti prevalentemente nei laboratori del Dipartimento di Scienze Biomediche
dell’'Universita di Trieste con la supervisione della prof. S. Zorzet.

Microsistemi contenenti lisozima

Nel corso del 2008 i microsistemi di alginato e chitosano, contenenti lisozima, precedentemente ingegnerizzati
presso la Fondazione Callerio-Onlus, sono stati oggetti di studi in vivo nei seguenti campi applicativi: a) azione
anti-invecchiamento e b) vaccinazione orale in acquacoltura. Inoltre, ha avuto luogo la: c) progettazione e
costruzione di un impianto pilota per la produzione di microsistemi con tecnologia “coaxial driven”.

a) Controllo della nefropatia diabetica

| risultati conseguiti nella convalida delle proprieta scavenger anti-AGE (advanced glycation end-products o prodotti
finali della glicosilazione avanzata) dei MS contenenti LZ hanno aperto delle prospettive di utilizzo dei MS come
prodotto nella malattia diabetica.

Il lavoro riassunto nelle due illustrazioni riportate di sotto dimostra che il lisozima contenuto in un sistema
costituito da alginato/chitosano viene distribuito pit intensamente a livello sistemico dopo somministrazione
orale e contrasta lo sviluppo della nefropatia che accompagna I'evoluzione della malattia diabetica, quali la
microalbuminuria, un marcatore della malattia renale nel corso del diabete, in un modello di diabete indotto
nell’'animale da esperimento.

Uptake del lisozima microincapsulato (MS-LZ-FITQIle placche del Peyer, rispetto
al lisozima libero (LZ-FITC) a 30min e 60min daBamministrazione orale nel topo
CBA. Come si vede dalla figura, il lisozima microapsulato viene catturato dalle
placche del Peyer in quantitd marcatamente superigpetto quello somministrato in
forma libera e dopo 60 minuti e trasferito rapidateea livello sistemico.
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Effetti del lisozima libero e microincapsulato SU§GE serici e sulla microalbuminuria nel ratto lokigico.

Trattamento Controlli Trattati
(settimane) Sani Diabetici LZ MS-LZ
AGE serici 3 99+5° 177+42° 13620 134+1%
(ng/ml) 5 98+12 242+68° 17360 159+ 29
7 968" 296+64"° 259+28"  128+37%°
Microalbuminuria 3 0.12+0.02%¢  0.92+0.14> 0.87+0.39° 0.39+0.19°
(mg/24 hr) 5 0.19+0.06¢ 1.29+0.38° 1.21+0.68 0.62+0.33
7 0.20£0.03 3.47+1.13°° 1.43+0.5?% 0.95+0.54¢

| dati sono espressi come mediatSD. Abbreviazibt8= microsfere; LZ= lisozima; SD= deviazione
standard. Ratti maschi Wistar, 7 giorni dopo indoei del diabete con streptozotocina (55 mg/kg
endovena), sono stati trattati per via orale psetfimane consecutive, mescolando nel cibo gierali
80 mg/kg/die di Lisozima non incapsulato oppure df 1S contenenti 80 mg/kg/die/LZ (MS-LZ). Un
gruppo di ratti diabetici e uno di animali normaegimici sono stati usati come controlli. Analisitistica:
ANOVA seguita da Student-Newman-Keugguppi con la stessa lettera sono statisticamefferehti.
AGE serici: 3 settimane: a,b,e=p<0.01; c,d=p<0®Settimane: b,c=p<0.01; a,d=p<0.05; 7 settimane:
b,c=p<0.001; a,e,f=p<0.01; d=p<0.05. Microalbumiaur3 settimane: a,b,e=p<0.01; c,d=p<0.05; 5
settimane: b,c=p<0.01; a,d=p<0.05; 7 settimane:{d%0.001; a,e,f=p<0.01; d=p<0.05.

| dati riportati in questo studio, pubblicato sulla rivista internazionale Diabetes & Metabolism, oltre a
confermare il ruolo del lisozima nel controllo delle patologie che accompagnano il diabete nel suo decorso,
mostrano che la microincapsulazione dello stesso in un ‘carrier’ costituito da alginato rivestito da chiosano,
due sostanze naturali e biocompatibili, aumenta significativamente I'efficacia del lisozima, portando ad una
‘normalizzazione’ dei parametri che identificano la sofferenza renale quali l'ipertrofia glomerulare e renale. Una
possibile spiegazione per laumentata efficacia del lisozima microincapsulato e probabilmente che le
microsfere, dato il loro diametro contenuto in pochi micron, sono catturate attivamente dalla Placche del
Peyer, permettendo il trasferimento sistemico del lisozima in maniera molto piu efficiente di quanto e possibile
somministrando il lisozima ‘libero’. Corrispondentemente, il trattamento di ratti diabetici con lisozima
microincapsulato normalizza i livelli di AGE serici spontanei e, parallelamente, nelle urine di questi animali
aumenta significativamente la quantita di AGE suggerendo che il lisozima microincapsulato € in grado di
favorire I'eliminazione renale di questi fattori responsabili delle manifestazioni neuropatiche nei diabetici.

b) Vaccinazione orale in pescicoltura

E’' stata svolta una prova, effettuata dalllstituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise
(Teramo), con l'utilizzo del microsistema alginato/chiosano caricato con Yersinia ruckeri (batteri inattivati in
formalina), una specie patogena che causa rilevanti perdite economiche alla pescicoltura, per valutare le
caratteristiche del sistema piu appropriate per una prova di campo.

Il test, effettuato con la trota iridea, € stato eseguito su 100 esemplari di 3 gr per vasca in ambiente aperto,
presso un allevamento di trote del Teramano. Lo studio e stato focalizzato alla individuazione del numero di
UFC da usare per il trattamento e la dimensione della microsfera, che per comodita abbiamo indicato come
inferiore a 5 mm (la mediana era di 3 mm) e superiore a 5 nm (la mediana era attorno a 25 nm).

vasca A 18 UFC totali somministrate come liofilizzato

vascaD  10° UFC totali somministrate come microincapsulatocfiosfere <5m)
vascaE 10’ UFC totali somministrate come microincapsulatocfiosfere >5m)
vascaF  10° UFC totali somministrate come microincapsulatocfiosfere <5m)

vascaG  10° UFC totali somministrate come microincapsulatocfiosfere >5m)
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vascaH 10" UFC totali somministrate come microincapsulatocfosfere >5vm)

vasca | Vaccino commerciale per immersione

Caratteristiche dei gruppi sperimentali. Le UFCit@riormanti colonie) si intendono dersinia
rucherivive prima della neutralizzazione con formalina.

Lo studio ha evidenziato che il trattamento con microsfere di diametro maggiore di 5 nm, per una
somministrazione totale di 102 UFC, & risultata la combinazione migliore e pill efficace a prevenire la morte dei
pesci trattati (si veda la Figura sulla mortalita cumulativa; vasca G). Le UFC si intendo per il trattamento di un
singolo esemplare e per l'intero ciclo di somministrazioni (in questo caso 10 giorni consecutivi, mescolando le
microsfere con il cibo).

mortalita cumulativa
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Il trattamento di un gruppo parallelo di trote del peso di 30 gr sulle quali sono stati effettuati esami
infettivologici, dopo infezione con Yersinia ruckeri, ha confermato che gli animali della vasca G hanno avuto
una mortalita molto contenuta e il 75% degli esemplari esaminati e risultato sterile al’esame batteriologico.
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Variazione di peso corporeo delle trote trattate d@ovaccino microincapsulato
(vaccinati) o con il vaccino commerciale (contrpllo
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Successivamente, sulla base di questi risultati, con llstituto Zooprofilattico del’Abruzzo e del Molise é stato
allestito, presso lo stesso allevamento, un esperimento su grande scala (esperimento di campo) coinvolgendo
200.000 trote, suddivise in due gruppi, uno trattato con il vaccino commerciale convenzionale e uno trattato
con le microsfere contenenti I'antigene inattivato con formalina (Yersinia ruckeri, 10 UFC incapsulato in
microsfere di circa 25 mm di diametro medio). La vaccinazione, ha richiesto la produzione di 120 g di MS,
preparate con il prototipo artigianale del sistema produttivo del tipo “coaxial-air-driven”, messo a punto nella
Fondazione Callerio Onlus.

Come si vede dalla Figura riportata di sopra, la vaccinazione con Yersinia ruckeri microincapsulata favorisce una
accrescimento corporeo migliore rispetto al vaccino commerciale. Anche la mortalita per infezione risulta ridotta,
rispetto quella osservata con l'uso del vaccino commerciale che ha richiesto anche l'intervento degli operatori con
massicci trattamenti antibiotici (1.2 g.li/die per 10 gg in novembre 2007 e 2 g.li/die per 10 gg in febbraio) per ridurre
la perdita di prodotto. In totale, nel gruppo trattato con il vaccino microincapsulato, la perdita di prodotto & stata di
1161 kg contro i 1524 kg del gruppo trattato con il vaccino commerciale, pari a 18.906 esemplari (18.9%) contro
27.277 esemplari (27.3%) sui 100.000 trattati per ciascuna vasca.

¢) Validazione dellimpianto produttivo per la produzione di microsistemi con tecnologia “airless spray-gun”.
L'efficienza dell’impianto produttivo basato su tecnologia di tipo “airless spray-gun” & stata validata con la
produzione di alcuni lotti per una prova di campo per testare I'efficacia e I'efficienza della vaccinazione orale con le
microparticelle caricate con Yersinia ruckeri per la patologia della bocca rossa nella trota. Tale prova viene condotta
in collaborazione con i ricercatori dell'lstituto Zooprofilattico del’Abruzzo e del Molise. Il nuovo sistema ha
consentito di preparare i lotti di microparticelle richiesti, abbattendo i tempi di produzione di circa 5 volte rispetto al
prototipo del tipo ‘coaxial air-driven’ utilizzato in precedenza.

Nell’ambito della collaborazione in atto tra la Fondazione Callerio e il Dipartimento di Scienze degli Alimenti
(DSA) dell’Universita di Udine, nella figura della prof.ssa Maria Cristina Nicoli, & in fase di svolgimento una
verifica sperimentale atta a supportare I'applicabilita del microsistema come carrier alimentare. Prove
preliminari di microincapsulazione di alcuni principi attivi hanno dato risultati promettenti.

Effetti antitumorali ed antimeastatici di un lisozi ma umano ricombinante peghilato

In modo simile a quanto gia dimostrato per il lisozima da bianco d’'uovo di gallina (HEL), la peghilazione di un lisozima
umano ricombinante (rHLZ) porta a un farmaco (rHLZ-PEG) capace di proteggere dallo sviluppo di metastasi
polmonari spontanee nel caso del carcinoma mammario MCa.

Effetti dei lisozimi testate sulla crescita di nst#ei polmonari in animali portatori di un
carcinoma mammario.

0, i 0 I

Grrl:]%r;fg?d(ig;)se, Numero/animalg co/(r:t(:gllli Peso (mg/animalq) co/(r)n?gllli
Controls 38+3°C 69.86+14.75°%'9™]

HEL (100) 31+8 -18 41.76+28.69 - 40
rHLZ (100) 22+4 -42 8.73+3.71 - 87
rHLZ (50) 306 21 8.90+2.25 - 87
rHLZ (25) 29+5 -23 27.06+9.12 -61
rHLZ-PEG (100 22+3° -42 11.50+6.18 -83
rHLZ-PEG (50) 23+8 -39 16.716.78 -76
rHLZ-PEG (25) 14+4 -63 3.25+1.26 -95

Le metastasi sono state valutate a tre settimdfiengento del tumore e contate sulla superficie
dei polmoni freschi mediante un microscopio stamepiso a basso ingrandimento dopo un
trattamento per via orale per 14 giorni consecu@ascun valore e la mediatE.S. ottenuto in
gruppi di 8 animali. Analisi della varianza di StattNewmann-Keuls. Medie con lo stesso
simbolo sono significativamente differerdi.b, d, e, f, g, h=p<0.05; c, i=p<0.01.

La somministrazione orale di dosi di 25-100 mg/kg/die dir HLZ-PEG (mg equivalenti di HEL) mescolate con il
cibo giornaliero a topi portatori del carcinoma mammario MCa reduce significativamente la crescita del tumore
primario del 30% e il peso delle metastasi polmonari del 95% rispetto ai controlli non trattati. L'effetto
antimetastatico di rHLZ-PEG, superiore rispetto quello ottenuto con il lisozima umano ricombinante non
peghilato, é stato evidenziato anche in animali portatori del carcinoma mammario e immunosoppressi con
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ciclofosfamide o con ciclosporina, suggerendo che 'uso di questo farmaco innovativo € in grado di superare
limmunosopressione che solitamente accompagna lo sviluppo delle neoplasie e I'uso della chemioterapia.

01

Bioconiugati con acido jaluronico

Sono stati condotti studi, per conto dellazienda EURAND, nell’lambito di una richiesta specifica di valutazione
delle proprieta farmacologiche di bioconiugati con acido jaluronico e farmaci antitumorali in modelli di tumori
sperimentali dei roditori, valutando I'efficacia e la tossicita di una serie di farmaci con HA di diverso peso
molecolare e con diverso grado di sostituzione. | risultati hanno permesso di identificare le condizioni di base
della natura molecolare dotata delle migliori proprieta antitumorali in modelli di tumori solidi murini e di
xenotrapianti di tumori umani.

Complessi di rutenio

Sono stati condotti studi, per conto dell'azienda ECLOSION di Losanna (Svizzera), nell'ambito di una richiesta
specifica di valutazione delle proprieta antitumorali in vitro ed in vivo di una piccola serie di complessi
organometallici di rutenio contenenti acido etacrinico. Lo studio, condotto con l'obiettivo di valutare la
possibilita di superare la resistenza ai farmaci di platino dovuta alla sovraespressione di GST delle cellule
tumorali, ha mostrato che uno dei composti preparati € in grado di esercitare attivitd citotossica uguale o
maggiore del cisplatino indipendentemente dalla condizione di resistenza o meno.

Anticorpi monoclonali diretti su CD160

Sono stati condotti studi, per conto dell’azienda MAT Biopharma di Parigi (Francia), nellambito di una richiesta
specifica di valutazione delle proprieta antitumorali in vivo di anticorpo monoclinale diretto su un epitomo del
recettore per EGF. Lo studio, condotto nei modelli di melanoma B16 e Lewis lung carcinoma, aveva come
obiettivo la valutazione differenziale degli effetti sulla crescita del tumore primario e delle metastasi polmonari
e la correlazione di questi effetti con il prolungamento della sopravvivenza degli animali portatori di tumore.

Triazeni antitumorali

Sono iniziati studi, per conto dell’azienda TriN Pharma di Appenzell (Svizzera), nellambito di una richiesta
specifica di valutazione delle proprieta antitumorali in vivo di un nuovo derivato triazenico, analogo di nuova
generazione degli antitumorali dacarbazina e Temozolomide, usati nel melanoma. Lo studio, condotto nel
modello del melanoma B16, ha come obiettivo la valutazione della tossicita per trattamenti ripetuti in animali
portatori della neoplasia e degli effetti differenziali sulla crescita del tumore primario e delle metastasi
polmonari e la correlazione di questi effetti con il prolungamento della sopravvivenza degli animali portatori di
tumore.

&1l $ 2. .3

| risultati riportati brevemente nel paragrafo precedente, sono stati organizzati in lavori scientifici pubblicati su
riviste specialistiche a carattere internazionale, con sistema di peer reviewing. | lavori sono il risultato dello
svolgimento dei progetti di ricerca della Fondazione Callerio che, come si puo dedurre dagli autori degli stessi,
sono state condotte nell’ambito di strette collaborazioni con ricercatori di altre istituzioni.

1) Sava G. Metal based drugs restyled and resumed. Met. Based Drugs 2007:16260, 2007.

2) Griffith D, Cecco S, Zangrando E, Bergamo A, Sava G, Marmion CJ. Ruthenium(lll) dimethyl sulfoxide
pyridinehydroxamic acid complexes as potential antimetastatic agents: synthesis, characterisation and in vitro
pharmacological evaluation. J Biol Inorg Chem. 13:511-520, 2008.

3) Bratsos |, Jedner S, Bergamo A, Sava G, Gianferrara T, Zangrando E, Alessio E. Half-sandwich
Ru(Il[9laneS(3) complexes structurally similar to antitumor-active organometallic piano-stool compounds:
Preparation, structural characterization and in vitro cytotoxic activity. J Inorg Biochem. 102:1120-1133, 2008.
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4) Pellizzaro C, Speranza A, Zorzet S, Crucil |, Sava G, Scarlata |, Cantoni S, Fedeli M, Coradini D. Inhibition of
human pancreatic cell line MIA PaCaz2 proliferation by HA-But, a hyaluronic butyric ester: a preliminary report.
Pancreas 36:e15-23, 2008.

5) Cocchietto M, Zorzin L, Toffoli B, Candido R, Fabris B, Stebel M, Sava G. Orally administered
microencapsulated lysozyme downregulates serum AGE and reduces the severity of early-stage diabetic
nephropathy. Diabetes Metab. 2008 Oct 14. [Epub ahead of print].

6) Cocchietto M, Zorzin L, Veronesi PA, Sava G. Oral poly(ethylene glycol)-coniugated human recombinant
lysozyme control of lung metastases in mice. Mol Med Rep. 1:847-850, 2008.

& 4 . (

1. Gordon Graduate Research Seminar: Bioinioganic Chemistry. January 31% — February 3, 2008, Four Point
Sheraton: Harbortown Ventura, CA. Comparison of innovative metal-based drugs on the metastatic
progression of breast cancer cells. Bergamo A, Brescacin L, Masi A, Sava G.

2. Symposium on Medicinal Organometallic Chemistry, 2"*-5™ April 2008, St. Martin in der Pfalz, Germany.
Innovative Targets for Metal-Based Drugs Designed to Tumour Control. G. Sava, A. Bergamo.

3. Ibidem. Comparison of innovative metal-based drugs on the metastatic progression of breast cancer cells. A.
Bergamo, A. Masi, L. Brescacin, G. Sava.

4. L’adozione delle novita in ambito oncologico: prevenzione, diagnosi, cura — dale valutazioni tecniche alla
guestione etica. 13 giugno 2008, Fondazione Poliambulanza Istituto Ospedaliero, Brescia. L'innovazione nel
settore dei prodotti oncologici. Sava G.

5. Xl Corso Nazionale ADI (Associazione Italiana di Dietetica e Nutrizione Clinica). 24-27 ottobre 2007,
Giardini Naxos. Lisozima microincapsulato per il trattamento chemopreventivo orale degli stadi precoci della
nefropatia diabetica. R. Lucca, M. Cocchietto, L. Zorzin, G. Sava.
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Nell'ambito di collaborazioni di ricerca, la Fondazione Callerio ha sostenuto I'onere di contribuire borse di
studio a giovani neolaureati, risultati idonei per la frequenza della Scuola di Dottorato in Scienze
Farmacologiche, Scuola di Dottorato interuniversitaria con sede amministrativa presso I'Universita di Padova.

In particolare, nel corso del 2008 €& stata data una borsa a:

Dott. llaria Crucil (Attivita antitumorale di bioconiugati di acido jaluronico) per il 3°anno di cors o del XXI ciclo
del corso Dottorato in dottorato in Farmacologia, Tossicologia e Terapia. Supervisor, prof. Gianni Sava; Tutor,
prof. Sonia Zorzet.

Inoltre, nei laboratori della Fondazione Callerio & ospitata la dott. Alessia Masi, al secondo anno di dottorato
della Scuola di dottorato in Biomedicina Molecolare dell’'Universita di Trieste, che sta conducendo ricerche sul
tema ‘Modulation of integrin pathways in the control of invasion and metastasis and ruthenium complexes’.
Supervisor, prof. Gianni Sava; Tutor, dott. Alberta Bergamo.

(6

E’ stato organizzato un Workshop, per il lancio del progetto di ricerca ‘Sviluppo e validazione di microsistemi
per la vaccinazione orale in pescicoltura’, a Trieste, presso I'Universita degli Studi, il giorno 10 luglio 2008. Al
workshop, hanno partecipato numerosi studenti ai quali € stato attribuito 1 CFU dalla Facolta di Scienze MFN
dell'Universita di Trieste per il corso di laurea in Scienze Biologiche.

Il programma delle giornate é stato il seguente:

09:15-10:15 REGISTRAZIONE

10:15-10:45 SALUTI DI APERTURA

Prof. Francesco Peroni

Magnifico Rettore dell'Universita degli Studi di Trieste
Prof. Mauro Graziani

Presidente Fondazione Callerio

Dott.ssa Ketty Segatti ,

Delegato Regione Friuli Venezia Giulia

Prof. Gianni Sava ,

Direttore Scientifico Fondazione Callerio

Sessione 1. Moderatore: Prof. Rodolfo Ballestrazzi

10:45-11:15 RUOLO CENTRALE DELLA PROFILASSI VACCINALE IN ACQUACOLTURA

Dott. Giuseppe Bovo, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie

11:15-11:45 UTILIZZO DEGLI ADIUVANTI NEI VACCINI PER PESCI

Dott. Amedeo Manfrin, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie

11:45-12:15 PROVA DI VACCINAZIONE IN ALLEVAMENTO CONTRO LA BOCCA ROSSA DELLA TROTA
IRIDEA UTILIZZANDO UN CEPPO STABULOGENO IN FORMULAZIONE ORALE MICROINCAPSULATA
Dott. Alessandra Paolini, Istituto Zooprofilattico dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale” - Teramo

Sessione 2. Moderatore: Dott. Moreno Cocchietto

12:45-13:15 PROFILASSI VACCINALE NELLA TROTA IRIDEA (Oncorhynchus mykiss) CONTRO LA
LATTOCOCCOSI

Dott. Marino Prearo, Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta
13:15-13:30 MICRO E NANOTECNOLOGIE PER LA VACCINAZIONE ORALE

Dott. Paolo Blasi, Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco, Universita degli Studi di Perugia

13:30-14:00 DISCUSSIONE E RINGRAZIAMENTI FINALI
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Dott. Alberta Bergamo

January 31% — February 3" 2008, Four Point Sheraton: Harbortown Ventura, CA. Gordon Graduate Research
Seminar: Bioinioganic Chemistry.

2".5" April 2008, St. Martin in der Pfalz, Germany. Symposium on Medicinal Organometallic Chemistry,

Xl Seminario Nazionale per Dottorandi in Farmacologia e Scienze Affini, Siena, Certosa di Pontignano, 22-25
settembre 2008.
October 13th-14th, Area Science Park, Basovizza, Trieste. Modern Trends in Nanobiology and
Nanomedicine,

Dott. Moreno Cocchietto

5 e 6 giugno 2007 - Susans di Majano - UD “Global Sales Strategies for Ambitious Italian Entrepreneurs”.

9-12 settembre 2007 - ‘16th International Symposium on Microencapsulation’ - Lexington, KY-USA.

22 febbraio 2008 — Universita degli Studi di Rovigo — Micobatteriosi ittica, zoonosi minore o reale problematica di
sanita pubblica?

7-8 marzo 2008 — Universita degli Studi di Perugia — Toward the Development of Drug Delivery Systems.

Dott. Laura Zorzin

9-12 settembre 2007 - ‘16th International Symposium on Microencapsulation’ - Lexington, KY-USA.

7-8 marzo 2008 — Universita degli Studi di Perugia — Toward the Development of Drug Delivery Systems.
20 giugno 2008 — Universita degli Studi di Novara - Nanosistemi per la veicolazione di farmaci.

Dott. llaria Crucil
22-25 settembre 2008. Certosa di Pontignano, Siena. XlI°seminario nazionale per Dottorandi in Farmaco logia
e Scienze Affini.

Dott. Alessia Masi

31 March, Area Science Park, Padriciano,Trieste. Targeting Met in cancer and metastasis: a matter of
addiction and sensitivity, Prof. Silvia Giordano.

1 and 15 April, Ospedale di Cattinara, Trieste. Thesis Defenses, PhD program in Molecular Medicine.

Epigenetics and cancer: novel genes, novel phenotypes, new therapeutic pathways, Dr. Tim R. Crook, 18
april, Area Science Park, Padriciano,Trieste.

5 May, Area Science Park, Padriciano,Trieste. The role of cellular senescence in cancer and aging, Dr. F.
D'Adda di Fagagna.

12 May, Area Science Park, Padriciano,Trieste. Epigenetic control of telomeric and subtelomeric regions in
mammals, Dr. R. Bennetti.

Summer School, Advanced Topics in Biomedicine II, 19-21 July 2007, Area Science Park, Padriciano,Trieste.

22-25 settembre 2008. Certosa di Pontignano, Siena. Xll°seminario nazionale per Dottorandi in Farmaco logia
e Scienze Affini.

October 13th-14th 2008, Area Science Park, Basovizza, Trieste. Modern Trends in Nanobiology and
Nanomedicine.

Dott. Daniel Era

April 18th, 2008, Area Science Park, Padriciano, Trieste. Epigenetics and cancer: novel genes, novel
phenotypes, new therapeutic pathways. Dr. Tim R. Crook, MD PhD, Institute of Cancer Research, London
(UK)

May 1st, 2008- June 30th, 2008, Frankfurt University Hospital (D). Short-Term Scientific Mission: "Study of the
molecular interactions of ruthenium organometallics with tumour integrins.

| laboratori della Fondazione, in particolare LINFA (colture cellulari, preparazioni istologiche, e citometria a flusso)
sono stati oggetto di frequenza da studenti della Facolta di Farmacia dell'Universita degli Studi di Trieste, sotto la
guida di docenti di quelle Facolta ed autorizzati alla frequenza nella Fondazione, per la messa a punto della tesi di
laurea sperimentale. | ricercatori della Fondazione Callerio onlus sono stati direttamente responsabili dell'assistenza
tutoriale al lavoro svolto da parte degli studenti, come risulta dalla firma apposta sulla tesi in qualita di correlatori.

- e ( /
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Laureanda: Vania Vidimar

Laurea Magistrale in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche

Modulazione del sistema redox cellulare con compost i antitumorali di rutenio
Relatore Gianni Sava; Correlatore: Alberta Bergamo

RELAZIONE SCIENTIFICA 2008 Pagina 17 di 18



FONDAZIONE CALLERIO ONLUS - http://www.callerio.or g

&&

RELAZIONE SCIENTIFICA 2008 Pagina 18 di 18



