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L’attività di ricerca riportata nella presente relazione è stata svolta nei laboratori della Fondazione Callerio 
Onlus e nell’ambito delle collaborazioni esistenti con ricercatori di altri Enti e di Atenei italiani e stranieri nel 
periodo 1 gennaio 2009 – 31 dicembre 2009. 

Oltre ai ricercatori dipendenti, al tecnico di laboratorio ed al personale amministrativo, nel 2009 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 9,7 anni/uomo (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 attività ricerca programmate e svolte. 
Alle ricerche hanno contribuito anche 3 studenti del corso di laurea in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche 
della Facoltà di Farmacia dell’Università di Trieste. 


�*+��������	���	���++�	��	�������	

Prof. Gianni Sava Direttore Scientifico 

Dr. Moreno Cocchietto Biologo, ricercatore 

Dr. Alberta Bergamo Chimico e Tecnologo Farmaceutico, ricercatore 

Dr. Alessia Masi Biologo, dottoranda 

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

Dr. Vania Vidimar Chimico e Tecnologo Farmaceutico, dottoranda 

Dr. Marianna Lucafò Biologo, borsista 

Mr. Davide Gallo Studente di Chimica e Tecnologia Farmaceutiche, interno tesista 

Ms. Giulia Chiaruttini Studente di Chimica e Tecnologia Farmaceutiche, interno tesista 

Ms. Manuela Medellin Studente di Chimica e Tecnologia Farmaceutiche, interno tesista 

Mr. Michele Zabucchi Diploma maturità scientifica ad indirizzo sanitario, tecnico di laboratorio 

La sottolineatura indica le persone con contratto a tempo indeterminato. 

La dott. Marianna Lucafò ha svolto attività di ricerca sulla bioconiugazione di farmaci antitumorali con l’acido 
jaluronico presso il Dipartimento di Scienze della Vita dell’Università degli Studi di Trieste con la supervisione 
della prof. Sonia Zorzet. 
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Modulazione delle integrine con composti basati sui  metalli e controllo della malignità tumorale  
Il progetto prevede lo studio del meccanismo d’azione di complessi e di organometallici del rutenio con 
particolare riferimento alle attività di controllo dei processi di invasione e metastasi, utilizzando linee cellulari di 
tumori umani a diverso grado di malignità. 
L’attività di ricerca è stata condotta nell’ambito del ruolo assegnato ai ricercatori della Fondazione Callerio in 
un progetto intitolato “Nuove strategie nanotecnologiche antitumorali” e finanziato dalla Regione Friuli Venezia 
Giulia, con capofila l’Università di Trieste e con altri partner quali, CRO di Aviano, Burlo Garofolo, SISSA, e 
nell’ambito di collaborazioni con il gruppo di P. Dyson dell’EPFL di Losanna, e di J. Eble dell’Università di 
Francoforte.  

Inoltre, la Fondazione Callerio è 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 è coordinato dal prof. G. Sava. Al WG3 
partecipano altri 6 laboratori, rispettivamente nell’Università di Sassari (prof. G. Pintus), nell’Università di 
Scheffield (prof. N. Bird), nell’Università di Francoforte (prof. J. Eble), nell’Università di Valencia (prof. J. 
Estrela), nell’Istituto Nazionale di Biologia di Lubiana (prof. T. Lah) e nel Centro Olandese del Cancro (prof. 
J.H.M. Schellens). 

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

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

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

Sviluppo e validazione di vettori orali di vaccini per la pescicoltura del Friuli Venezia Giulia  

Obiettivo del Progetto è l’ingegnerizzazione e lo studio di sistemi orali di nuova generazione, sviluppati grazie 
a micro- e nano-tecnologie, per utilizzi in campo vaccinale applicabili a livello Regionale nel comparto della 
pescicoltura in generale e della troticoltura in particolare. Tali sistemi sono stati sviluppati con formulazioni e 
processi produttivi in un’ottica di rispetto del benessere animale, dell’ambiente e del consumatore.  

Per promuovere e migliorare la prassi profilattica in pescicoltura, oltre che la conoscenza e la diffusione della 
cultura per ciò che concerne le tematiche attinenti, è stato organizzato un network di diverse realtà scientifiche 
a livello Regionale, Nazionale ed Internazionale per un impegno concertato e sinergico. 

Microsistemi di veicolazione orale per applicazioni  nell’industria alimentare  

Obiettivo di questa linea di Ricerca è lo studio di microsistemi polimerici naturali, con e senza lisozima, per 
applicazioni nel campo dell’industria alimentare. In collaborazione con il Dipartimento di Scienze degli Alimenti 
dell’Università di Udine è in fase di studio una filiera di produzione, imperniata sul prototipo di impianto già 
esistente, per la microincapsulazione di nanoemulsioni contenenti omega 3. L’incorporazione all’interno del 
microsistema delle nanoemulsioni ha come scopo prevenire o rallentare l’ossidazione e la degradazione degli 
omega 3 e, quindi, di allungarne l’emivita e la stabilità all’interno degli alimenti.  

Le ricerche sui microsistemi di veicolazione orale sono state condotte anche in collaborazione con Innovation 
Factory di AREA Science Park con il quale è stata stipulata in data 30 marzo 2007 una convenzione per l’avvio e 
la gestione di un gruppo di sviluppo pre-impresa.  
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Nel corso del 2009 sono state attivate e mantenute numerose collaborazioni di ricerca con ricercatori di vari 
Enti italiani e stranieri. 

- Ricercatori di Dipartimenti di Atenei Italiani (Università di Trieste: prof. Enzo Alessio, Dipartimento di Scienze 
Chimiche; Sonia Zorzet e prof. Attilio Cesaro, Dipartimento di Scienze della Vita; prof. Orfeo Sbaizero, 
Dipartimento di Chimica dei Materiali e delle Risorse Naturali; prof. Bruno Fabris, Unità Clinica Operativa di 
Medicina Clinica. Università di Udine: dott. Raffaele Ballestrazzi, Dipartimento di Scienze Animali; prof. 
Maria Cristina Nicoli, Dipartimento di Scienze degli Alimenti. Università di Perugina: Dr. Paolo Blasi, 
Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco. 

- 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 
Organometallique 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; prof. JA. Eble, 
Department of Vascular Matrix Biology, Frankfurt University Hospital; prof. J. Filipovi� -Gr� i�  Department 
Zagreb, Ante Kova� i� a 1, HR-10000 Zagreb, Croazia). 

- Dott. Alessandra Paolini, Istituto Zooprofilattico dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale”, Teramo. 
- Dott. R. Candido, Centro Diabete A.S.S.1 Triestina, Trieste. 
- Dott. Marino Prearo, Istituto Zooprofilattico del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Torino. 

�������	���	���������	
I 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 l’anno 2009. 

Proprietà antineoplastiche di composti basati sui m etalli  (Attività di ricerca svolta nell’ambito del 
laboratorio LINFA (http://www.callerio.org/Linfa_i.htm) 

a) Nuovi target: valutazione delle integrine come bersagli di un composto organometallico di rutenio 
Il composto organometallico di rutenio RAPTA-T [Ru(� 6-C7H8)(PTA)] (PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano) è 
emerso, da una serie di test in vitro che mimano la progressione tumorale, per la sua capacità di interferire 
selettivamente con la linea altamente metastatica MDA-MB-231 in confronto alla linea non tumorigenica HBL-
100, esibendo un comportamento molto simile a quello del complesso NAMI-A, noto per la sua peculiare 
attività antimetastatica e qui mostrato come controllo positivo. RAPTA-T mostra la maggiore attività in 
esperimenti che richiedono l’interazione della cellula tumorale con le proteine della matrice extracellulare 
(ECM), come il test di distacco e ri-adesione da/ad collagene IV e l’invasione. 
 
Distacco dal collagene IV     Ri-adesione su collagene IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Invasione ECM 
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Per migrare le cellule interagiscono con la ECM attraverso le molecole della famiglia delle integrine, implicate 
in molte funzioni cellulari, quali proliferazione e sopravvivenza ma anche adesione e rimodellamento del 
citoscheletro, due funzioni essenziali per la motilità cellulare. Dopo trattamento con RAPTA-T l’integrina � 1 
nella sua forma attivata risulta maggiormente espressa, in proporzione alla concentrazione del complesso di 
rutenio come evidenziato nelle foto sotto riportate. 
 
Controlli     RAPTA-T 1 � M      RAPTA-T 10 � M         RAPTA-T 100 � M 

 
 
Le integrine esercitano i loro effetti sulla morfologia e migrazione cellulare attraverso l’attivazione di molecole 
a valle, in particolare le piccole RhoGTPasi. Il coinvolgimento di queste molecole nell’attività di RAPTA-T è 
stato studiato impiegando un loro inibitore in un test funzionale, la resistenza al distacco, nel quale il 
complesso di rutenio aveva mostrato una forte efficacia. Come atteso l’inibitore di Rho ha causato un 
maggiore distacco cellulare rispetto ai controlli senza inibitore, mentre il trattamento contemporaneo delle 
cellule con l’inibitore di Rho e RAPTA-T vede prevalere l’effetto di quest’ultimo che ripristina la capacità di 
resistere al distacco. 

L’attivazione integrinica e il successivo coinvolgimento delle RhoGTPasi nelle cellule MDA-MB-231 trattate 
con RAPTA-T si evidenzia anche a livello morfologico-strutturale con l’induzione della polimerizzazione 
dell’actina che forma un maggiore numero di fibre da stress e con un maggior numero di contatti focali, 
identificati nella foto seguente attraverso un anticorpo anti-paxillina. 
 

 

 

& �!/ � 0&1!,,!/ � $2342 �
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b) Sviluppo di nuovi farmaci antimetastatici 

Lo studio di nuovi farmaci antimetastatici si è articolato nella valutazione dell’attività citotossica in vitro di una 
serie di coniugati rutenio-porfirine. L’attività antiproliferativa è stata valutata in un pannello costituito da tre 
linee cellulari, provenienti dallo stesso tessuto (l’epitelio mammario) ma caratterizzate da diverso grado di 
tumorigenicità ed invasività: le cellule MDA-MB-231 tumorali ed altamente invasive, le cellule MCF-7 
tumorigeniche ma non invasive, e le cellule HBL-100 trasformate ma non tumorigeniche. L’utilizzo di tre linee 
cellulari a diverso potenziale tumorigenico ed invasivo permette, accanto alla mera valutazione dell’attività 
citotossica dei composti, di individuare la potenziale selettività dei composti oggetto di studio nei confronti 
delle cellule metastatiche. 
 
 IC50 � M 

 MDA-MB-231 MCF-7 HBL-100 

[Ru([9]aneS 3)Cl(bpy)][CF 3SO3] (1) >300 - - 

[Ru([9]aneS 3)Cl(dmso-S) 2][CF 3SO3] (2) >300 - - 

    

[{TrbipyTPP}{Ru([9]anoS 3)(dmso-S)} 3][CF3SO3]6 (3) 4.3 ÷ 4.7 6.7 ÷ 8.8 5.7 ÷ 7.8 

[(TPyP){Ru(bipy)([9]anoS 3)}4][CF3SO3]8 (4) 4.8 ÷ 4.9 5.0 ÷ 6.9 4.0 ÷ 4.8 

[{TbpyAcPP}{Ru([9]anoS 3)(dmso-S)} 4][CF3SO3]8 (5) 3.7 ÷ 5.6 8.8 ÷ 10.3 10.0 ÷ 10.2 

[{TbpyAcPP}{Ru([12]anoS 4)}4][ONO 2]8 (6) 4.0 ÷ 4.7 6.1 ÷ 7.3 5.9 ÷ 6.9 

[4’TPyP{Ru([9]aneS 3)(en)}4][CF3SO3]8 (7) 4.1 ± 0.6 - 2.5 ± 1.0 

 
La tabella riporta i valori di IC50 dei coniugati studiati. I dati riportati indicano che la coniugazione dei complessi 
di rutenio con la porfirina aumenta significativamente la capacità dei complessi stessi di interferire con la 
proliferazione delle cellule tumorali come si evince in particolare confrontando i valori di IC50 del composto (1) 
con quelli del corrispondente coniugato porfirinico (4) e del composto (2) con il suo rispettivo coniugato (5). Il 
coniugato (5) inoltre si è dimostrato particolarmente interessante perché la sua IC50 calcolata dopo trattamento 
delle cellule MDA-MB-231 altamente invasive è circa la metà del valore calcolato nelle cellule non 
tumorigeniche HBL-100. Per capire se la maggiore propensione ad interferire con la crescita delle cellule 
metastatiche fosse dovuta ad un maggiore accumulo di composto all’interno di queste cellule, la sua 
captazione da parte delle due linee cellulari è stata valutata misurando la quantità di rutenio presente nelle 
cellule, trattate per tempi diversi, mediante spettroscopia di assorbimento atomico. Questi esperimenti non 
hanno mostrato significative differenze nella quantità di rutenio associata alle cellule MDA-MB-231 ed HBL-
100, né nella cinetica di accumulo del metallo. L’attività antiproliferativa del coniugato (5) è stata inoltre 
valutata dopo esposizione alla luce delle cellule trattate dal momento che i coniugati rutenio-porfirine sono 
fotoattivabili. 
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La figura mostra le curve dose-risposta, di un coniugato rutenio-porfirina rappresentativo, ricavate esponendo 
le cellule trattate ad intensità crescenti di luce, in confronto alle cellule mantenute al buio. L’effetto di 
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fotoattivazione induce uno spostamento verso sinistra delle curve dose-risposta, proporzionale all’intensità 
della luce irradiata, che si traduce in un proporzionale abbassamento dei valori di IC50 del coniugato. 

c) Complessi di rutenio-carbene 

Lo studio consiste nella valutazione della capacità di modulare il distacco delle cellule tumorali e la loro ri-
adesione, da parte di una serie di 5 complessi Rutenio-carbene non citotossici in vitro. I composti si 
differenziano unicamente per i sostituenti dell’unità carbonica permettendo uno studio di relazione struttura 
attività. Gli esperimenti sin qui condotti indicano che i composti in esame sono capaci di modulare il distacco 
delle cellule tumorali trattate e che l’effetto decresce all’aumentare della complessità della catena laterale 
dell’unità carbonica. 

d) “The plastic mouse” 

Il lavoro di questo primo anno di svolgimento del progetto è stato focalizzato: i) sull’individuazione delle cellule 
più adatte per allestire in vitro il modello di carcinoma colorettale metastatizzante; ii) sulla valutazione delle 
condizioni di co-coltura; e iii) sulla valutazione dell’attività di farmaci antitumorali noti in questo modello. Dopo 
attento esame della letteratura e delle cellule disponibili si è optato per una terna di linee cellulari, più 
maneggevoli rispetto alle colture primarie, costituita dalle cellule di adenocarcinoma colorettale HT-29, dalle 
cellule di epitelio sano di colon HCEC e dagli epatociti IHH. La crescita delle cellule in co-coltura è stata 
confrontata con quella delle singole linee cellulari, anche considerando l’adattamento ad un unico terreno di 
coltura, identificato dal nostro studio in quello degli epatociti IHH. La seconda fase dello studio ha riguardato la 
valutazione di irinotecano, oxaliplatino e 5-fluorouracile, tre farmaci utilizzati nella terapia del carcinoma colo-
rettale, in questo modello di co-coltura, in confronto al complesso di rutenio NAMI-A, preso quale esempio di 
composto ad attività anti-metastatica. L’attività dei farmaci è stata esaminata in una serie di test che mimano 
in vitro le principali tappe della disseminazione metastatica. 

Questo studio ha permesso di ottenere importanti informazioni: i) le linee cellulari scelte mantengono in co-
coltura le principali caratteristiche che le identificano, anche quando vengono adattate a crescere in un mezzo 
di coltura diverso da quello abituale; ii) è stato identificato un mezzo di coltura comune nel terreno IHH; iii) le 
cellule mantengono, nel terreno della co-coltura, la stessa sensibilità ai farmaci determinata per ciascuna linea 
nel proprio mezzo di crescita. 

Sviluppo e validazione di vettori orali di vaccini per la pescicoltura del Friuli Venezia Giulia  

1. Focusing progettuale 

Il diagramma di flusso complessivo ed i task del Progetto sono riportati in figura 1 . L’attenzione è stata 
focalizzata sulla troticoltura regionale (che rappresenta oltre il 17% della produzione Nazionale complessiva), 
nello specifico sulla trota iridea (Oncorhynchus mykiss) (vedi figura 2 ) e sulla lattococcosi o streptococcosi 
ittica (causata da Lactococcus garvieae), patologia che determina il maggior numero di casi di infezione 
accertata nel comparto della pescicoltura del FVG.  

Figura 1  – Diagramma di flusso dell’attività complessiva del primo anno di Progetto (maggio 2008-maggio 
2009). I task T1.02.c e .d, T1.03.a e .b hanno trovato svolgimento nel corso del 2009. L’attività di ricerca della 
Fondazione Callerio, che ha coordinato l’intero processo, è consistita dell’ingegnerizzazione dei Sistemi 
Vaccinali Orali (SVO), della loro produzione in quantità adeguate e dei trials di transito nella trota iridea. 
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Lactococcus garvieae è stato fornito dall’Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle 
d’Aosta di Torino, nell’ambito di un contratto di collaborazione scientifica e di fornitura materiali. 

Le trote iridea necessarie ai protocolli sperimentali in vivo sono state fornite dall’ Az. Agr. Trot. Erede Rossi 
Silvio di Rossi Niccola, Sefro (MC), impianto di Rivoli di Osoppo (UD), gestito dal troticultore sig. Flavio 
Ceneda, che è partner nell’ambito del progetto. Il sig. Flavio Ceneda ha messo a nostra disposizione una 
vasca dell’impianto (vedi figura 2 ) oltre che il suo know-how e la manodopera di supporto. 

 

  
Figura 2  – A sinistra: trote iridee in una vasca sperimentale; a destra: impianto di Rivoli di Osoppo. 

 

T1.01.a 
Caratterizzazione 

formulati 

T1.01.a 
Ingegnerizzazion
e di microsistemi 

(MS) e 
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Per le prove in vivo su piccola scala, sono state allestite delle vasche, di ridotte dimensioni, presso la sede di 
Pagnacco del Dipartimento di Scienze Animali dell’Università di Udine. 

2. Completamento e validazione di un originale prototipo di impianto produttivo 

Nella prima delle tre fasi di Progetto, presso la Fondazione Callerio è stato completato un prototipo di impianto 
produttivo basato su tecnologia airless spray-gun. L’impianto nel suo insieme è riportato in figura 3 , lo schema 
è riportato in figura 4 . E’ stata depositata la domanda di brevetto del prototipo. 

L’impianto è risultato capace di produrre microparticelle, in tempi sensibilmente minori rispetto alle tecnologie 
utilizzate in precedenza. Inoltre, il prototipo è in grado di processare adeguatamente soluzioni alimentanti 
(feed solutions) aventi alta viscosità (fino a 100 P·s). Questo risultato è molto favorevole in un’ottica di un 
futuro trasferimento tecnologico del processo su scala pre-industriale. Infatti, le materie prime “food grade”, 
scelta obbligata per abbattere i costi di produzione, una volta in soluzione sono generalmente molto più 
viscose delle ben più costose materie prime “laboratory grade”. 
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Figura 3  – Prototipo di impianto produttivo airless spray-gun: visione d’insieme e singoli componenti. 
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Figura 4  - Schema dell’impianto produttivo: (1) serbatoio contenente la feed solution; (2) sistema ad aria 
compressa con sistema trattamento aria; (3) regolatore pressione spray-gun; (4) regolatore pressione pompa 
a pistone; (5) pompa a pistone capace di aumentare la p con rapporto 40:1; (6) temporizzatore ad 
elettrovalvola; (7) airless spray-gun; (8) ugello intercambiabile dotato di orifizio; (9) micronizzato; (10) 
recipiente rotante, a velocità regolabile, adibito a camera di raccolta e processazione (ad es. gelificazione) 
micronizzato; (11) microparticelle in sospensione gelificate; la linea tratteggiata indica il percorso dei liquidi. 

3. Produzione e caratterizzazione di microsistemi (MS)  

Avendo come punto di partenza la formulazione riportata nel PCT N° WO 2005/013941, proprietà intellett uale 
della Fondazione Callerio, è stato prodotto un set di 4 lotti di microparticelle (MP) diverse, per il duplice scopo 
di selezionare il MS più adatto e per effettuare il collaudo dell’impianto produttivo.  

L’analisi della distribuzione dimensionale dimostra che il 90% delle popolazioni microparticellari prodotte 
presenta un diametro inferiore ai 200 µm. Ciò dimostra che si tratta a tutti gli effetti di sistemi su scala 
micrometrica (o MS) e che gli stessi non sono eccessivamente polidispersi (vedi figura 5 -sin). 

Il prodotto finito (MS) consiste in una polvere biancastra, con odore neutro o un leggero odore gradevole con 
caratteristiche di buona scorrevolezza. Queste caratteristiche lo rendono adatto alla manipolazione ed al 
mescolamento con i mangimi per la produzione di SVO (vedi figura 5 -dx). 

I MS, a pH che emulano l’ambiente gastrico, non rilasciano il contenuto. A pH che emulano l’ambiente 
intestinale i MS rilasciano il loro contenuto. Questi dati confermano la gastroresistenza dei MS e, quindi, la loro 
adeguatezza a proteggere i principi attivi dopo somministrazione orale. 
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Figura 5  – Collaudo dell’impianto produttivo; a sinistra: prodotto finito. Il prodotto è risultato essere incolore, 
inodore o con leggero odore gradevole ed adeguatamente scorrevole. A destra: distribuzione dimensionale 
media delle microparticelle prodotte mediante il prototipo dell’impianto produttivo. 

I MS presentano un aspetto particellare, non sferico, con una superficie spesso fortemente corrugata. Queste 
caratteristiche possono favorire una migliore coesione al mangime durante la pellettazione ed aumentano il 
rapporto superficie/volume del MS. 

Le cinetiche di rilascio sono state effettuate sia a 37°C che a 15°C (la temperatura media estiva nell e vasche 
di allevamento delle trote nel FVG, vedi figura 6 ); particolarmente interessanti sono le cinetiche di rilascio a 
15°C dei MS del “Lotto 1” e del “Lotto 2”. 

 

 
Figura 6  - Confronto tra le cinetiche di rilascio dei lotti di microsistema prodotti effettuate a 15°C. 

4. Ingegnerizzazione di Sistemi Vaccinali Orali (SVO) e trials pilota 

Nella seconda e terza fase di Progetto, dopo avere selezionato i microsistemi con le proprietà più promettenti 
(in particolar modo il lotto “2”) sono stati allestiti degli SVO contenenti Bacterin. Uno dei limiti principali 
riscontrati nel Bacterin è la presenza di grossi e persistenti ammassi di cellule batteriche. La processazione 
del pool batterico (Bacterin) mediante ultrasuoni ha permesso di ottenere un particolato batterico 
caratterizzato da un maggiore rapporto superficie/volume (s/V) (vedi figura 7 ). Si prevede che la 
massimizzazione del rapporto s/V favorisca sensibilmente l’immunogenicità degli SVO. 
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Figura 7  – A sinistra: schema di SVO; a destra: le singole cellule batteriche incorporate nell’SVO.  

L’incorporazione degli SVO nei mangimi per pesci è stata effettuata agevolmente anche con concentrazioni 
del 25% p/p. In base alla prova di appetibilità effettuata su di un campione di 50 trote iridee è stato verificato 
che gli SVO non alterano l’appetibilità dell’alimento. 

I trials di transito, mediante Optical Imaging, degli SVO all’interno dell’apparato digerente della trota iridea, 
hanno fornito informazioni molto utili per la customizzazione degli SVO in relazione alla fisiologia digestiva 
della trota iridea ed alla localizzazione specifica dei siti immunocompetenti nell’intestino (vedi figura 8 ). Le 
prove sono state condotte in collaborazione con il Laboratorio di Optical Imaging del CBM, AREA di Ricerca, 
Basovizza, Trieste. 

 

 
Figura 8  – Visualizzazione del transito di Lactococcus garvieae, nell’intestino di trota iridea ex vivo, da 0 a 36 
h. Le cellule batteriche, marcate con Cy5.5 sono state incorporate in SVO-1 che a sua volta è stato poi 
incorporato nel mangime a bassa fluorescenza somministrato ai pesci a t=0. I dati hanno subito una 
rielaborazione in gating di life time per eliminare i rumori di fondo dovuti a tracce di mangime precedente al 
protocollo sperimentale. 

I trials pilota di vaccinazione orale sono stati svolti nel periodo aprile-ottobre 2009, anticipando in piccola 
scala le prove di campo che avranno corso durante il II anno di Progetto (2009-2010). I risultati ottenuti sono 
stati promettenti e ci hanno consentito di calibrare i parametri operativi e logistici per le future prove su scala 
più vasta. Tali risultati possono essere riassunti come di seguito: 
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1. I gruppi di trote iridee trattati con gli SVO, sottoposti ad un challange letale con Lactococcus garvieae 
non hanno presentato segni evidenti esterni della patologia (esoftalmo mono o bilaterale, anemia 
ecc.) ed hanno continuato ad alimentarsi, contrariamente a quanto rilevato agli animali infettati di 
controllo. 

2. Il gruppi trattati con gli SVO, in particolar modo quello trattato con SVO-1, presentavano un 
significativo incremento della massa corporea rispetto i pesci non trattati. Ciò può essere dovuto al 
benefico effetto immunomodulante dei componenti del microsistema, in primo luogo il lisozima.  

Il design sperimentale del II anno di Progetto prevede come task principali lo scale-up produttivo e le prove di 
vaccinazione orale di campo su trota iridea. 

Parallelamente a tale Progetto sono in fase di attuazione delle prove sperimentali di vaccinazione orale su 
trota, presso l’IZSAM di Teramo, mediante microsistemi contenenti Listonella anguillarum sviluppati e prodotti 
dalla Fondazione Callerio.  

Microsistemi di veicolazione orale per applicazioni  nell’industria alimentare  

Sono stati prodotti vari lotti di microsistemi (MS) contenenti 2 diverse concentrazioni di nanoemulsione: 0,025 
% v/v e 0,050 % v/v e apportando piccole variazioni al processo produttivo. La microincapsulazione della 
nanoemulsione è tecnicamente riuscita senza apparenti inconvenienti nel corso del ciclo di produzione.  

La qualità del prodotto ottenuto è buona: i microsistemi sono scorrevoli; il colore ialino (vedi figura 9 ); e il 
leggero odore di olio di pesce (aspetto che supporta l’avvenuta microincapsulazione), non lasciano residui 
oleosi né al tatto, né strofinate su carta assorbente. 

In base ad analisi effettuate presso il DSA di Udine, gli omega 3 sono stati efficacemente microincapsulati e 
non sono stati evidenziati sgraditi processi ossidativi, contrariamente a quanto avviene per la nanoemulsione 
di controllo. 

 
Figura 9  – Aspetto macroscopico del microsistema senza (a sinistra) e con omega 3 (0,050 % v/v) incorporati 
(a destra). 

Per migliorare le caratteristiche del prodotto finito sono in fase di studio alcuni cambiamenti da apportare alla 
filiera di produzione. Tra questi, è in fase di progettazione un sistema di asciugatura del semilavorato 
mediante ventilazione forzata in atmosfera di argon a umidità controllata. 
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Bioconiugati con acido jaluronico  
Sono stati condotti studi, per conto dell’azienda EURAND, nell’ambito di una richiesta specifica di valutazione 
delle proprietà farmacologiche di bioconiugati con acido jaluronico e farmaci antitumorali in modelli di tumori 
sperimentali dei roditori, valutando l’efficacia e la tossicità di una serie di farmaci con HA di diverso peso 
molecolare e con diverso grado di sostituzione. I risultati hanno permesso di identificare le condizioni di base 
della natura molecolare dotata delle migliori proprietà antitumorali in modelli di tumori solidi murini e di 
xenotrapianti di tumori umani. 
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Triazeni antitumorali  
Sono stati completati gli studi, per conto dell’azienda TriN Pharma di Appenzell (Svizzera), nell’ambito di una 
richiesta specifica di valutazione delle proprietà 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 avuto come obiettivo la valutazione della tossicità 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. Nel mese di settembre l’Azienda ha ringraziato tutti i collaboratori che hanno partecipato allo studio, 
comunicando che hanno intrapreso la valutazione clinica di fase I del prodotto. 
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I risultati riportati brevemente nel paragrafo precedente, sono stati organizzati in lavori scientifici pubblicati su 
riviste specialistiche a carattere internazionale, con sistema di peer reviewing. I lavori sono il risultato dello 
svolgimento dei progetti di ricerca della Fondazione Callerio che, come si può dedurre dagli autori degli stessi,  
sono state condotte nell’ambito di strette collaborazioni con ricercatori di altre istituzioni. 

1. Bratsos I, Bergamo A, Sava G, Gianferrara T, Zangrando E, Alessio E. Influence of the anionic ligands on 
the anticancer activity of Ru(II)-dmso complexes: kinetics of aquation and in vitro cytotoxicity of new 
dicarboxylate compounds in comparison with their chloride precursors. J Inorg Biochem, 102:606-617, 2008.  

2. Bergamo A, Masi A, Dyson PJ, Sava G. Modulation of the metastatic progression of breast cancer with an 
organometallic ruthenium compound. Int J Oncol, 33: 1281-1289, 2008 

3. Sava G, Bergamo A. Ruthenium drugs for cancer chemotherapy: an ongoing challenge to treat solid 
tumours. In: Platinum and Other Heavy Metal Compounds in Cancer Chemotherapy, A. Bonetti et al. (eds), 
Humana Press. a part of Springer Science + Business Media. LLC 2009, pag: 57-66. 

4. Bergamo A, Masi A, Jakupec MA, Keppler BK, Sava G. Inhibitory effects of the ruthenium complex KP1019 
in models of mammary cancer cell migration and invasion. Met Based Drugs, 2009: 681270, Epub 2009 Sep 
17. 

5. Bergamo A, Masi A, Peacock AFA, Habtemariam A, Sadler PJ, Sava G. In vivo tumour and metastasis 
reduction and in vitro effects on invasion assays of the ruthenium RM175 and osmium AFAP51 
organometallics in the mammary cancer model. DOI: 10.1016/j.jinorgbio.2009.10.005. 
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COST D39 Workshop , September 24-25, 2009, Debrecen, Hungary. Antitumor activity of metal-based drugs 
beyond DNA interaction. Gianni Sava and Alberta Bergamo. 

Ibidem . Influence of ruthenium drugs on cancer cell interaction with tumour microenvironment. A. Bergamo, A. Masi, 
L. Brescacin, G. Sava. 

17th International Symposium on Microencapsulation , September 29th - October 1st, Nagoya, Japan. 
«Production of microparticles by a novel pneumathic –assisted technology: preliminary results». Laura Zorzin, 
Moreno Cocchietto, Dario Voinovich, Paolo Blasi, Massimiliano Borgogna, Barbara Bellich e Gianni Sava. 
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Continuando una tradizione iniziata nel 1999, nell’ambito delle collaborazioni di ricerca, la Fondazione Callerio 
sostiene l’onere delle risorse necessarie a finanziare le ricerche di giovani neolaureati, risultati idonei per la 
frequenza di corsi di Dottorato di Ricerca degli Atenei di Padova e di Trieste. 

In particolare, nel corso del 2009, nei laboratori della Fondazione Callerio sono ospitati: 

La dott. Alessia Masi , al terzo anno di dottorato della Scuola di dottorato in Biomedicina Molecolare 
dell’Università 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. 

La dott. Vania Vidimar , al primo anno di dottorato della Scuola di Dottorato in Scienze Farmacologiche 
dell’Università di Padova, che sta conducendo ricerche sul tema ‘Ottimizzazione di un sistema di co-cultura di 
epatociti e di cellule tumorali per lo sviluppo di un bireattore che simula il processo metastatico’. Supervisor, 
prof. Gianni Sava; Tutor, dott. Alberta Bergamo. 

La dott. Ilaria Crucil  ha conseguito il titolo di Dottore di Ricerca in Farmacologia, Tossicologia e Terapia 
Intensiva, Scuola di Dottorato in Scienze Farmacologiche presso l’Università di Padova (Supervisore: prof. G. 
Sava; Tutore: prof. S. Zorzet del Dipartimento di Scienze Biomediche dell’Università di Trieste) discutendo la 
tesi “Farmaci innovativi basati sull’acido jaluronico per il trattamento dei tumori”, una ricerca svolta con risorse 
messe a disposizione dalla Fondazione Callerio Onlus e derivanti da contratti di ricerca riportati nelle relazioni 
degli anni 2006-2008 sotto il tema “HA-But” oppure “Bioconiugati con acido jaluronico”.  
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La Fondazione Callerio ha organizzato il Workshop “Strategies for preclinical selection of metal-based drugs 
for cancer therapy” nell’ambito delle attività del WG003 del COST D39, a Trieste, presso la Fondazione 
Callerio stessa nei giorni 22-23 maggio 2009. Il programma viene riportato di seguito. 

COST D39 WG 003/06 meeting “New targets for metal-based drugs: beyond DNA” 

STRATEGIES FOR PRECLINICAL SELECTION OF METAL-BASED 
DRUGS FOR CANCER THERAPY 

Trieste (Italy) - May, 22nd-23rd 2009 

Lecture room, building Callerio Foundation, via A. Fleming 22 
 
Friday, May 22nd 
18.00 – 19.00: Registration 
19.00 – 20.00 Round table discussion: “Metal-based drugs and cancer” 

Saturday, May 23rd 
08.45 – 09.00: Welcome Addresses 
09.00 – 11.30 Chairman: M. Graziani 
09.00 – 10.00: Keynote lecture “Targets of Ruthenium complexes” (P. Dyson, Switzerland) 
10.00 – 11.30 Cancer Biology. Chairman: R. Gennaro 
10.00 – 10.30: Microenvironment and cancer  (S. Kenig, Slovenia) 
10.30 – 11.00: Integrins and cancer  (H. Eble, Germany) 
11.00 – 11.30: Angiogenesis and cancer  (M. Coluccia, Italy) 

- Coffee break - 

12.00 – 12.50 The model of colorectal cancer. Chairman: P. Storici 
12.00 – 12.30: Differences in growth mechanisms between primary an d metastatic colorectal cancer  (N. Bird, UK) 
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12.30 – 12.50: Survival following surgery for colorectal liver met astasis  (A. Majeed, UK) 

- Lunch and poster viewing - 

14.00 – 15.50 New targets for cancer control. Chairman: T. Giraldi 
14.00 – 14.30: Targeted drugs and cancer selectivity  (G. Sava, Italy) 
14.30 – 15.00: Cell microenvironment and cancer modulation  (A. Bergamo, Italy) 
15.00 – 15.20: Cell red/ox modulation with ruthenium compounds  (V. Vidimar, Italy) 
15.20 – 15.50: Glutathione, ruthenium drugs and cancer  (G. Pintus, Italy) 

- Coffee break - 

16.15 – 18.35 Novel approaches foe anticancer drugs. Chairman: I. Turel, M. Cocchietto 
16.15 – 16.35: Ruthenium compounds, invasion and metastasis  (A. Masi, Italy) 
16.35 – 16.55: Mini-collagens as tool to biofunctionalize organome tallic compounds  (S- Niland, Germany) 
16.55 – 17.15:: Arsenic trioxide and the lysosomal cysteine catheps ins in cell death of U87 glioblastoma cells (A. 

Pucer, Slovenia) 
17.15 – 17.45: Chemical strategies for ruthenium anticancer drugs  (E. Alessio, Italy) 
17.45 – 18.15: Pharmaceutical industry and cancer  (R. Migliaccio, Italy) 
18.15 – 18.35: The plastic mouse  (S. Maggiolino, Italy) 

18.35 – 19.30 General Discussion and Conclusions. Chairman: G, Sava 
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Dott. Alessia Masi 
13-14 Febbraio 2009 – Università degli Studi di Pisa – III° meeting workshop: Nuove prospettive in chi mica 
farmaceutica. 
21 Aprile 2009 – ICGEB, Area Science Park, Padriciano, Trieste - Epigenetic control of gene expression in 
muscle progenitors in response to extrinsic and intrinsic cues – Dr P. Puri. 
22-23 Maggio 2009 – Fondazione Callerio Onlus, Trieste- COST D39 WG 003/06 meeting “New targets for 
metal-based drugs: beyond DNA” - Strategies for preclinical selection of metal-based drugs for cancer therapy. 
27-30 Giugno 2009 – Certosa di Pontignano, Siena – XIII° seminario nazionale per dottorandi in Farmaco logia 
e Scienze Affini. 
15-17 Luglio 2009 – Area Scienca Park, Padriciano, Trieste - 5th CBM Summer School – Personalized 
Medicine 2009 – Nutrition and Health. 
 
Dott. Vania Vidimar  
15 Gennaio 2009 - Università degli Studi di Padova - Cellule staminali epiteliali ed esofago      di Barrett: uno 
studio 3D - Dr. Mariagnese Barbera. 
15 Gennaio 2009 - Università degli Studi di Padova - La valutazione del rischio, problema scientifico o 
sociale? - Prof. Lorenzo Cima. 
13-14 Febbraio 2009 – Università degli Studi di Pisa – III° meeting workshop: Nuove prospettive in chi mica 
farmaceutica. 
19 Febbraio 2009 – Università degli Studi di Padova – Farmacogenetica: applicazioni in chemioterapia 
oncologica – Prof. Romano Danesi. 
19 Febbraio 2009 - Università degli Studi di Padova – Nuove opportunità nel direziona mento di farmaci 
antitumorali – Dr. Michele Caruso. 
31 Marzo; 9 Aprile 2009 - Università degli Studi di Padova – Introduzione ai metodi statistici per la Biologia (I e 
II parte) – Dr. D. Guidolin. 
6 Maggio 2009 – Università degli Studi di Trieste - From Cancer mutations and targeted therapies  - Dr. A. 
Bardelli. 
6 Maggio 2009 – Università degli Studi di Trieste - TGF-beta signaling in cancer progression and metastasis - 
Dr. S. Piccolo. 
15 Maggio 2009 - Università degli Studi di Trieste - From ChIP to ChIP on chip: identification of transcriptional 
signatures in human tumours - Dr. G. Blandino. 
22-23 Maggio 2009 – Fondazione Callerio Onlus, Trieste- COST D39 WG 003/06 meeting “New targets for 
metal-based drugs: beyond DNA” - Strategies for preclinical selection of metal-based drugs for cancer therapy. 
15-17 Luglio 2009 – Area Scienca Park, Padriciano, Trieste - 5th CBM Summer School – Personalized 
Medicine 2009 – Nutrition and Health. 
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27-30 Giugno 2009 – Certosa di Pontignano, Siena – XIII° seminario nazionale per dottorandi in Farmaco logia 
e Scienze Affini. 

Dott. Alberta Bergamo 
22-23 maggio 2009. COST D39 WG 003/06 meeting “New targets for metal-based drugs: beyond DNA” 
Strategies for preclinical selection of metal-based drugs for cancer therapy. 
27-30 giugno 2009. Certosa di Pontignano, Siena. XIII° seminario nazionale per Dottorandi in Farmacolo gia e 
Scienze Affini. 
24-25 settembre 2009. Debrecen, Hungary, COST D39 Workshop. 
14 ottobre 2009. Udine. 25° Congresso Nazionale del la Società Italiana di Chemioterapia: Aggiornamenti in 
tema di chemioterapia anti-blastica. 

Dott. Moreno Cocchietto 
29 settembre-1 ottobre 2009 - ‘17th International Symposium on Microencapsulation’ – Nagoya, Japan. 
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I laboratori della Fondazione, in particolare LINFA (colture cellulari, preparazioni istologiche, e citometria a flusso) 
sono stati oggetto di frequenza da studenti della Facoltà di Farmacia dell'Università degli Studi di Trieste, sotto la 
guida di docenti di quelle Facoltà ed autorizzati alla frequenza nella Fondazione, per la messa a punto della tesi di 
laurea sperimentale. I 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 qualità di correlatori. 
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Laureando: Davide Gallo  
Laurea Magistrale in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche 
Studio di una condizione sperimentale per la simula zione della disseminazione metastatica del cellule 
colorettali 
Relatore Gianni Sava; Correlatore: Alberta Bergamo 

Laureanda: Giulia Chiaruttini  
Laurea Magistrale in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche 
Valutazione di farmaci antitumorali per lo studio d i un modello complesso di carcinoma colorettale 
Relatore Gianni Sava; Correlatore: Alberta Bergamo 
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