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Premessa

Il progetto nasce articolato su due linee principali: i) Scienza dei Materiali e
Nanotecnologie (SMN) e ii) Biomedicina Molecolare (BM), con l'obiettivo dichiarato di
utilizzare competenze riconosciute a livello internazionale, presenti presso I'Universita
degli Studi di Pavia o disponibili tramite collaborazioni gia esistenti, per favorire la crescita
culturale e professionale di un gruppo selezionato di giovani ricercatori.

Grande attenzione & stata attribuita, sin dall’inizio, alla creazione di una atmosfera
interdisciplinare e multidisciplinare, grazie alla quale i giovani afferenti alle due aree
culturali potessero appropriarsi di un linguaggio comune ed interagire cosi in modo piu
stretto e proficuo. Cid & stato realizzato attraverso una serie di iniziative, anche di tipo
informale, in cui si & cercato di facilitare il piu possibile lo scambio di esperienze e
I'approfondimento dei diversi temi di ricerca. In particolare, é stata favorita l'interazione tra
la piattaforma biologica, patrimonio della parte BM, e quella tecnologica, portata da SMN,
al fine di creare le basi per lo sviluppo di tematiche di interesse del settore della
Nanomedicina. Questa disciplina ha il proprio fondamento nella fusione delle competenze
tecnologiche e quelle biomediche ed €& considerata di importanza strategica sia dalla
Regione Lombardia, che dall’Universita di Pavia. In questo senso, le attivita del presente
progetto si integrano profondamente con la rete di ricerca e formazione alla base
dell'istituendo Centro di Eccellenza di Nanomedicina.

1. Attivita scientifica, aspetti tecnologici e collaborazioni con I'industria

| gruppi costituenti la rete scientifica coinvolta nella realizzazione del progetto hanno
rafforzato le proprie attivita di ricerca come dimostrato dalle pubblicazioni tecnico-
scientifiche anche in collaborazione con istituzioni accademiche e industriali esterne
alluniversita di Pavia. Nel seguito vengono evidenziati, per le varie linee di ricerca, i
risultati di maggiore interesse dal punto di vista del trasferimento tecnologico e della
successiva industrializzazione.

(Gruppo A. Mattevi) La ricerca nel campo della biomedicina molecolare ha rafforzato la sua
partecipazione al consorzio europeo “Oxygreen” in cui sono coinvolti 6 partner accademici
e 6 industrie (DSM Evokin Rexim, Biolog Life, Enzyscreen, Dechma, Applied
Biocatalysis). Il gruppo ha potuto fornire dettagli strutturali su alcuni enzimi di interesse
farmaceutico-industriali e sulla base di una nuova teoria sul meccanismo dell’attivita
enzimatica (Fig1) e si sono avviate le procedure per una serie di brevetti in partenariato

La caratterizzazione della struttura tridimensionale di enzimi coinvolti nella produzione di
mediatori del sistema nervoso centrale la cui produzione €& danneggiata in malattie
neurodegenerative e invecchiamento fisiologico sono invece oggetto della ininterrotta
collaborazione con la ditta Newron (Bresso Milano-IT).



Figura 1: Enzymes Without Borders: Mobilizing Substrates, Delivering Products ( Science 2008)

(Gruppo V. Bellotti) Lo studio di struttura, funzione e dinamica di folding di proteine
coinvolti in patologie da misfolding proteico ha portato invece alla scoperta di una nuovo
modello sperimentale che in vitro mima la formazione di fibrille amiloidi in condizioni
chimico fisiche compatibili con la fisiologia dei sistemi biologici. Questo lavoro si svolge
sotto I'egida del network europeo EURAMY che comprende altri 10 laboratori europei. In
figura 2 viene presentata la dimostrazione microscopica della nascita di fibrille amiloidi da
superfici di collagene fibrillare. Condizione che mima perfettamente la crescita dell fibre
amiloidi di una proteine amiloidogenica prototipica (2-microglobulina) che si accumula in
forma amiloide nei tessuti muscolari e scheletrici.

Figura 2: Crescita di Fibrille amiloidi su una matrice di fibre collageniche (Journal of Biological Chemistry
2008)
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I modello studiato ha permesso anche di chiarire il ruolo citotossico di aggregati pre-
fibrillari che sono responsabili della citotossicita di queste proteine. Il modello che abbiamo
messo a punto ha riscosso linteresse del dipartimento di biotecnologie di VIB (Vrije
Universiteit Brussel, Brussels, Belgium) con cui abbiamo prodotto anticorpi monoclonali a
singola catena di piccole dimensioni (nanobodies di 100 aminoacidi) che si sono dimostrati
potenti inibitori del processo di aggregazione patologica della b2-microglobulina. E’ in
corso una procedura di brevettazione di questi in partneriato tra Universita di Pavia e VIB.
Esistono contatti con la ditta AbLinx (http://www.ablynx.com/home/index.php) che &
interessata ad una collaborazione per lo sviluppo industriale di questi anticorpi. Lo
sviluppo di nuovi modelli di malattia ha permesso di ricavare nuove informazioni sul
meccanismo di interazione tra proteine patologiche e cellule che possono trovare nuove
interessanti implicazioni in campo clinico.

(Gruppo M. Cazzola) Basi molecolari delle neoplasie mieloproliferative

Neoplasia mieloproliferativa associata a mutazioni dell’esone 12 di JAK2

In pazienti affetti malattia mieloproliferativa cronica negativi per la mutazione JAK2
(V617F) — che si trova nell’esone 14 — abbiamo sequenziato I'esone 12. Abbiamo trovato
diverse mutazioni che sono riprodotte schematicamente nella Figura 3.

Queste mutazioni — principalmente delezioni di 6 basi — si trovano esclusivamente in
pazienti affetti da policitemia vera o da eritrocitosi idiopatica, e la maggior parte dei
pazienti affetti da policitemia vera portatori di tali mutazioni hanno una isolata eritrocitosi
con valori bassi di eritropoietina sierica. Pertanto, le mutazioni somatiche dell’esone 12 di
JAK2 sembrano comportare una selettiva espansione dell’eritropoiesi.
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Figura 3: Mutazioni somatiche dell’'esone 12 di JAK2 in pazienti affetti da policitemia vera JAK2 (V617F)-
negativa [riprodotto da: Pietra et al. Somatic mutations of JAK2 exon 12 in patients with JAK2 (V617F)-
negative myeloproliferative disorders. Blood. 2008 Feb 1;111(3):1686-9].

L’identificazione delle mutazioni dell’esone 12 di JAK2 ha anche consentito di validare la
nozione di predisposizione genetica all’acquisizione di mutazioni responsabili della
patogenesi delle malattie mieloproliferative croniche. In due famiglie abbiamo infatti trovato

4



2 fratelli e 2 sorelle affetti da policitemia vera (vedasi Figura 4): uno dei due (o una delle
due) aveva la mutazione classica JAK2 (V617F), mentre l'altro (o l'altra) aveva una
mutazione dell’esone 12. Questo aveva anche un impatto sul fenotipo, in quanto i pazienti
con la mutazione JAK2 (V617F) avevano una classica policitemia vera, mentre quelli con
la mutazione dellesone 12 avevano una malattia mieloproliferativa essenzialmente
eritrocitosica.

Family no. 1
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Figura 4: Alberi genealogici di due famiglie con malattie mieloproliferative croniche caratterizzate da
discordanza intra-famigliare del tipo di mutazione di JAK2 [riprodotto da: Pietra et al. Somatic mutations of
JAK2 exon 12 in patients with JAK2 (V617F)-negative myeloproliferative disorders. Blood. 2008 Feb
1;111(3):1686-9].

Recentemente abbiamo iniziato una collaborazione europea di cui siamo coordinatori,
raccogliendo dati molecolari e clinici di circa 100 pazienti affetti da neoplasia
mieloproliferativa associata a mutazioni del’esone 12 di JAK2. Questo lavoro verra
presentato al meeting annuale della American Society of Hematology a New Orleans, 5-8
dicembre 2009 (Passamonti F, Schnittger S, Girodon F, Kiladjian J-J, McMullin MF,
Ruggeri M, Lippert E, Vannucchi A, Besses C*, Rumi E*, Elena C, Haferlach T, Pascutto
C, Cazzola: Molecular and Clinical Features of the Myeloproliferative Neoplasm
Associated with JAK2 Exon 12 Mutations: a European Multicenter Study).

Carico mutazionale JAK2 (V617F) e rischio di trasformazione mielofibrotica della
policitemia vera

In una serie di 647 pazienti affetti da policitemia vera abbiamo trovato che la leucocitosi
alla diagnosi rappresenta un fattore di rischio di evoluzione in mielofibrosi. La
sopravvivenza mediana dei 68 pazienti con mielofibrosi post-policitemia vera & stata di 5,7
anni. Utilizzando un modello di Cox basato su analisi multivariata e covariate tempo-
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dipendenti, abbiamo definito uno sistema di scoring utile per prevedere la sopravvivenza
del singolo paziente. | tre fattori di rischio sono: emoglobina inferiore a 10 g/dL, piastrine
inferiori a 100 x 10%L, e leucociti superiori a 30 x 10%/L. Piu recentemente abbiamo
dimostrato che la percentuale di alleli mutanti JAK2 (V617F) nei granulociti circolanti —
cosiddetto carico mutazionale — & predittiva del rischio di trasformazione mielofibrotica
della policitemia vera. Questo lavoro verra presentato al meeting annuale della American
Society of Hematology a New Orleans, 5-8 dicembre 2009 [Passamonti F, Rumi E*, Pietra
D, Elena C, Boveri E, Arcaini L, Astori C, Boggi S, Pascutto C, Lazzarino M, Cazzola:
Relationship Between Granulocyte JAK2 (V617F) Mutant Allele Burden and Risk of
Progression to Myelofibrosis in Polycythemia Vera: a Prospective Study of 338 Patients].

Significato clinico della fibrosi midollare nelle sindromi mielodisplastiche

In uno studio condotto su 301 pazienti affetti da sindrome mielodisplastica abbiamo
significato clinico della fibrosi midollare in queste condizioni morbose. | pazienti con fibrosi
midollare hanno cellularita midollare elevata, abnorme proliferazione megacariocitaria e
cluster di cellule CD34-positive. In questi pazienti non sono stat identificate mutazioni di
JAK2 o di MPL. La presenza di fibrosi midollare e di cluster di cellule CD34-positive sono
fattori prognostici negativi nei pazienti con sindrome mielodisplastica.

Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa definita come anemia refrattaria con
sideroblasti ad anello e marcata trombocitosi

Per quanto le sindromi mielodisplastiche e le neoplasie mieloproliferative abbiano
caratteristiche cliniche ed ematologiche differenti (in particolare, la citopenia nelle prime
contro la policitemia nelle seconde), I'esistenza di condizioni morbose ibride € nota. La
classificazione WHO ha introdotto, infatti, le neoplasie mielodisplastiche/mieloproliferative.
fra le quali rientra 'anemia refrattaria con sideroblasti ad anello associata a marcata
trombocitosi (RARS-T). In uno studio recente, abbiamo dimostrato che la maggior parte di
questi pazienti ha mutazioni di JAK2 o di MPL, ed abbiamo documentato in alcuni casi la
progressione da RARS a RARS-T attraverso 'acquisizione di tali mutazioni.

L’acquisizione d mutazione somatiche di JAK2 o di MPL comporta sostanziali modiche dei
profili di espressione genica delle cellule staminali emopoietiche CD34-positive, come

illustrato nella Figura 5.

Il RARS B RARS-T

down up

Figura 5: Profili di espressione genica in cellule staminali CD34-positive ottenute da pazienti affetti da
anemia refrattaria con sideroblasti ad anello (RARS) e da anemia refrattaria con sideroblasti ad anello e
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marcata trombocitosi (RARS-T). Ciascuna riga rappresenta un singolo set di probe Affymetrix, mentre
ciascuna colonna rappresenta un singolo paziente.

(Gruppo G. Merlini) Nel’ambito degli studi sulla struttura-funzione di proteine depositarie di
importanti funzioni metaboliche, ma predisposte alla conversione patologica ci siamo
intensamente occupati di alcune varianti dell’apolipoproteina A _|. Lo studio dei
meccanismi patogenetici alla base delle forme ereditarie di amiloidosi sistemica si fonda
sulla disponibilita di proteine amiloidogeniche mutate in forma ricombinante. E’ stato
pertanto ottimizzato con successo un nuovo metodo per la produzione in E. Coli di varianti
amiloidogeniche di apolipoproteina A-l. Questo sistema di espressione consente la
produzione della proteina di interesse a partire da una proteina di fusione con una inteina.
La purificazione si fonda sulla presenza di un dominio di affinita e sulla capacita della
inteina di rilasciare la proteina di interesse in seguito a taglio specifico indotto dalla
presenza di tioli. Parallelamente allo studio delle proprieta strutturali e funzionali di queste
varianti amiloidogeniche il gruppo, che lavora nei centro per lo studio e la cura delle
amiloidosi della Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo, partecipa a ricerche
finalizzate alla validazione di nuovi approcci farmacologici in grado di stabilizzare i
precursori amiloidogenici mutati e/o interferire con il processo di fibrillogenesi. Questi studi
sono condotti nellambito di collaborazioni internazionali con partners europei (Progetto
Euramy UE), con la Boston University, che coordina una sperimentazione clinica
finanziata dai National Institutes of Health (USA) e la ditta FoldRx (Cambridge,
Massachussetts, USA).

(Gruppo E. Giulotto) L’attivita sui modelli cellulari rappresentativi di malattia & stata molto
intensa e si & concentrata sulla struttura funzione delle telomerasi dal cui funzionamento
dipende largamente lo sviluppo di patologie associate all'invecchiamento quali il cancro e
le malattie degenerative._ll laboratorio principalmente coinvolto in questi studi & partner del
network europeo Euratom Risc-Rad e collabora intensamente con il Broad Institute
del MIT di Boston, il Swiss Federal Institute of technology di Zurigo e, il
commissariato per I'Energia Atomica (CEA) a Fontenay-aux roses in Francia. La
competenza sviluppata dal gruppo sui sistemi di amplificazione genica ha permesso di
realizzare delle linee cellulari che sovra esprimono proteine umane di interesse
farmaceutico. Una collaborazione industriale € in corso con la ditta Kittaro Biotec per la
produzione di eritropoietina ricombinante correttamente glicosilata.

(Gruppo A. Balduini) Partendo dall’osservazione che la traslocazione in membrana di
matrici endogene regola l'adesione dei megacariociti a diverse matrici e la loro
funzionalita, abbiamo studiato il ruolo della fibronectina endogena nello spreading e nella
formazione di pro piastrine. Sono emersi interessanti risultati che hanno evidenziato come
ci sia una mutua regolazione tra la matrice extracellulare e quella endogena e come la
fibronectina endogena si rilocalizzi in membrana per favorire I'adesione ed interrompere la
maturazione dei megacariociti sul collagene di tipo |.

Inoltre, con lo scopo di approfondire lo studio gia descritto sui meccanismi che regolano la
megacariopoiesi all'interno del midollo osseo stiamo portando avanti esperimenti sui
meccanismi biochimici che intervengono nella regolazione la megacariopoiesi umana da
parte di diversi matrici extracellulari.

Infine, con lo scopo di creare un modello tridimensionale per studiare tutti gli aspetti della
megacriopoiesi sopra descitti, abbiamo consolidato la collaborazione con il Department of
Biomedical Engineering, Tufts University, Medford (Boston), USA.



(Gruppo M. Torti) La regolazione del differenziamento e dell'attivazione cellulare & stata
affrontata sul modello delle piastrine circolanti, prendendo in considerazione tutti i livelli di
differenziazione cellulare isolabili, dalla cellula staminale al megacariocita maturo, alla
piastrina attivata. Sfruttando le competenze biochimiche specifiche esistenti nello studio
funzionale della trasduzione del segnale si sono scoperte nuovi meccanismi di controllo
della differenziazione e dell'attivazione che dipendono da specifiche proteine G
monometriche e da enzimi che regolano il metabolismo di particolari messaggeri di natura
lipidica, a loro volta coinvolti nella stimolazione di enzimi chiave come la protein chinasi C.
Questi risultati sono di grande interesse nella prospettiva di preparare cellule differenziabili
in piastrine attive per terapia cellulare di pazienti affetti da gravi piastrinopenie di varia
origine. Inoltre i risultati ottenuti descrivono nuove vie di segnalazione e, attraverso il
riconoscimento del ruolo chiave di nuovi effettori intracellulari nel controllo
dell'aggregazione piastrinica, identificano nuovi possibili bersagli per lo sviluppo di
molecole con attivita anti-trombotica.

(Gruppo C. Balduini) Il lavoro svolto ha consentito di migliorare la comprensione dei
meccanismi patogenetici della Malattia MYH9-correlata e di sfruttare I'avanzamento della
conoscenza per migliorare I'approccio diagnostico e terapeutico ai pazienti portatori della
patologia. Per quanto riguarda il primo aspetto, € stata identificata una nuova tipologia di
alterazione genetica che pud causare la malattia e sono state studiate le interazioni tra
proteina mutante e proteina wild-type in linee cellulari transfettate con DNA normale e
diverse tipologie di DNA mutante. Grazie all'utilizzo di megacariociti differenziati da
staminali emopoietiche del sangue periferico dei pazienti € stato inoltre possibile
individuare il meccanismo patogenetico attraverso il quale le mutazioni di MYH9 si
rendono responsabili di piastrinopenia.

Per quanto riguarda gli aspetti translazionali della ricerca, la creazione del Registro
Italiano per la Malattia MYH9-correlata (http://www.registromyh9.org/), cui hanno aderito
piu di 100 centri italiani oltre a numerose istituzioni straniere, ha consentito di raccogliere
150 casi e di studiare a fondo le caratteristiche cliniche, genetiche e biologiche di questa
piastrinopenia ereditaria sindromica. In particolare, €& stato possibile identificare
correlazioni statisticamente significative tra mutazioni e quadro clinico, rendendo cosi
possibile il riconoscimento precoce dei pazienti che sono destinati a sviluppare nel corso
della vita insufficienza renale, sordita e/o cataratta. Uno studio osservazionale su di un
piccolo gruppo di pazienti ha consentito di ipotizzare come una terapia tempestiva con
ACE-inibitori possa modificare favorevolmente la storia naturale della nefropatia, che
rappresenta la complicanza piu severa della malattia. La disponibilita della piu vasta
casistica sino ad oggi arruolata ha anche permesso di organizzare e dare I'avvio ad uno
studio clinico prospettico, sponsorizzato dalla Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo
e supportato dalla ditta GlaxoSmithKline, per valutare la capacita di un famaco
trombopoietino-mimetico di aumentare il numero di piastrine nei soggetti a rischio
emorragico. Sembra quindi giustificato affermare che gli studi effettuati hanno portato non
solo ad un importante avanzamento della conoscenza in tema Malattia MYH9-correlata,
ma ha anche permesso di migliorare I'approccio diagnostico e terapeutico a questa grave
forma din piastrinopenia sindromica.

(Gruppo S. Garagna) Obiettivo del lavoro di ricerca € stato indagare le basi molecolari che
definiscono la pluripotenza delle cellule dellembrione (e quindi delle cellule embrionali
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staminali, ES) rintracciandole nella cellula uovo prima della fecondazione. Abbiamo
pertanto studiato I'espressione di Oct-4, uno dei tre geni marcatori della pluripotenza nelle
ES (Nanog, Sox-2 e Oct-4), durante la maturazione della cellula uovo nell’ovario di topo. |
risultati hanno messo in evidenza la presenza nell’ovario di due gruppi di oociti, entrambi
in grado di completare il processo di accrescimento, ma solo quelli in cui Oct-4 e’ espresso
sono in grado di dare origine, se fecondati, ad un nuovo individuo. L’assenza del fattore di
trascrizione OCT-4 determina I'attivazione di un gene network apoptotico in grado di
spiegare lincompetenza allo sviluppo. Al contrario, la presenza di OCT-4 determina
l'espressione, nella regione del Nanog locus, di Stella, un maternal effect gene,
indispensabile al completamento dello sviluppo embrionale preimpianto.

L’individuazione di marcatori della competenza allo sviluppo embrionale dell'oocita ha
stimolato linteresse di una azienda sanitaria privata nel settore della procreazione
assistita (Tecnobios procreazione, Bologna) con la quale € in corso una collaborazione di
ricerca. E’ continuata anche nel 2009 la collaborazione con la multinazionale Millipore per
il miglioramento della qualita dei terreni di coltura utilizzati per la coltura di embrioni
preimpianto e di cellule staminali e della qualita dellacqua utilizzata per analisi di biologia
molecolare.
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Figura 6: Differenziamento delle cellule ES in corpi embriodi. Le frecce indicano la componente
mesodermica.

(Gruppo M. Racchi) Gli studi condotti dal gruppo su modelli sperimentali di invecchiamento
hanno dimostrato che, sia nel cervello che nel sistema immunitario, I'invecchiamento porta
ad una alterazione della funzionalita di proteina chinasi C (PKC). In particolare
I'alterazione dell’attivita di PKC € dovuta ad una ridotta espressione della proteina RACK-1
che & necessaria per la corretta veicolazione del segnale trasdotto da PKC. La
somministrazione di DHEA (un ormone androgeno secreto dalle ghiandole surrenali) ad
animali vecchi ripristina sia nelle cellule del sistema immunitario che nel cervello, i normali
livelli della proteina RACK-1. Il nostro obiettivo di ricerca € stato lo studio del meccanismo
di regolazione dell’espressione di RACK-1 da parte di DHEA caratterizzando gli elementi
funzionali nel promotore del gene per RACK-1 umano. La ricerca ha portato a dimostrare
che non esistono elementi responsivi diretti per DHEA nel promotore ma che esistono
elementi di regolazione negativa per i gluococorticoidi e che il DHEA agisce
sullespressione genica di RACK-1 probabilmente secondo un meccanismo di
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competizione revertendo I'effetto del cortisolo.

(Gruppo E. De Lorenzi) Lo studio dei mediatori proteici associati a patologie da
invecchiamento e degenerazione richiede una particolare attenzione ad aspetti analitici
che sono garantiti da un laboratorio di chimica analitica che ha sviluppato metodiche
separative innovative in grado di isolare conformeri proteici distinguibli sulla base della
conformazione e dello stato di associazione. Le tecnologie utilizzate hanno permesso di
dimostrare che alcuni antitumorali, derivati antracenedionici e aza-antracenedionici, sono
dei potenti inibitori dell’aggregazione del peptide amiloide Abeta42 della Malattia di
Alzheimer e che il meccanismo d’azione coinvolge popolazioni oligomeriche intermedie e
tossiche. La scoperta € stata coperta da brevetto (Patent n. MI2008A366, 2008) stipulato
con la sede di Seattle della ditta Cell Therapeutics Europe per un eventuale sviluppo
industriale di queste ricerche. | risultati sono di interesse anche per il laboratorio di
Protéines et Nanotechnologies en Sciences Séparatives dell*Universita di Parigi Xl
con cui € in corso una intensa collaborazione.

Durante il secondo anno del progetto, il metodo messo a punto ha suscitato I'interesse di
altri gruppi di ricerca, dal punto di vista non solo analitico ma anche applicativo. Con
I'Universita di Bologna si & infatti messo a punto un metodo con una tecnica diversa (la
Flow Field Flow Fractionation con rivelazione Multi Angle Light Scattering, AF4-MALS)
complemetare a quella usata nel metodo brevettato (elettroforesi capillare, CE), per
monitorare il processo di aggregazione dello stesso peptide e identificare specie
protofibrillari insolubili non analizzabili in CE, anch’esse potenziali targets di farmaci.
L’Universita di Siena, che ha in corso la progettazione di multitarget-derived ligands
(derivati bistacrinici) da impiegare nella Malattia di Alzheimer, ha fornito le proprie
molecole in studio per testarne I'attivita sugli oligomeri tossici mediante CE, con risultati
promettenti. Analogo interesse & stato espresso dall’Universita di Toledo (OH, USA),
originariamente proprietaria dei derivati antracenici sopra menzionati, che possiede una
serie di derivati aza-antracenedionici senza attivitda tumorale, non cardiotossici,
attualmente in studio presso il nostro laboratorio.

(Gruppo A. Rossi, A. Forlino) | recenti progressi delle ricerche biomediche incoraggiano lo
sviluppo di terapie cellulari usando funzioni specializzate di cellule differenziate, le capacita
di riprodursi e di differenziarsi di vari tipi di cellule staminali e la rete di segnali che le
cellule si scambiano rilasciando sostanze chimiche all’esterno, cosi come la finissima
regolazione realizzata dai meccanismi di trasduzione del segnale. Date le enormi difficolta
tecniche e conoscitive legate alla terapia cellulare sul’'uomo, & essenziale poter disporre di
modelli animali di malattie umane da utilizzare sia per la messa a punto di tecnologie
innovative sia per lo studio degli effetti sull'intero organismo.

Presso il nostro laboratorio & disponibile il topo BrtllV, l'unico modello murino di
Osteogenesis Imperfecta (Ol) che riproduce la mutazione tipica dei pazienti osteogenetici,
la sostituzione di una glicina (Gly349Cys) in un allele endogeno col1a1, la trasmissione
autosomica dominante ed il fenotipo clinico moderatamente severo caratteristico dei
pazienti Ol di tipo IV. L’Ol &€ una malattia ossea dominante, causata da mutazioni nel
collagene di tipo I. Il trapianto con cellule midollari sane € stato utilizzato in alcuni pazienti
Ol, ma in base ai primi risultati si rende necessario approfondire problemi scientifici e
tecnici su modelli animali che permettano di studiare un sufficiente numero di soggetti e di
analizzare I'osso difficilmente ottenibile dall’'uomo.

Nel presente lavoro, condotto in collaborazione con I'NIH di Bethesda (Bone and
Extracellular Matrix Branch e Section of Physical Biochemistry, NICHD), I'Universita
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del Michigan, I'lstituto Humanitas di Rozzano e I'lstituto Rizzoli di Bologna, topi BrtllV
e WT sono stati sottoposti a trapianto di midollo totale al giorno di gestazione E13.5-14.5
utilizzando come donatori topi transgenici per la Green Fluorescent Protein (GFP) di 1-2
mesi.

| topi trapiantati sono stati analizzati a 2 mesi di vita, eta che corrisponde al periodo in cui il
fenotipo osseo € piu severamente colpito nei mutati rispetto ai controlli. Al sacrificio & stata
dimostrata la presenza di cellule del donatore in organi ematopoietici e non ematopoietici
mediante osservazione con microscopio a fluorescenza.

La percentuale di attecchimento, valutata mediante FACS, ¢é risultata dell’'1-2% in milza,
midollo osseo e del 2-5% nelle cellule ematopoietiche. L’attecchimento & stato confermato
nelle ossa lunghe sia mediante microscopia confocale che mediante Real Time PCR.
L’analisi del collagene di tipo | delle ossa dei topi trattati e non trattati ha rivelato che il 2%
di cellule del donatore determinano la produzione del 20% di collagene normale.

| topi trapiantati hanno evidenziato un miglioramento significativo delle proprieta
geometriche e meccaniche delle ossa lunghe (Fig. 7) e la mineralizzazione attorno alle
cellule del donatore é risultata pit omogenea a dimostrazione di un effetto positivo
sullorganizzazione della matrice extracellulare. Il trapianto di midollo totale ha inoltre
eliminato il 30% di letalita perinatale caratteristico di questo modello.

Ulteriori studi sono in corso per valutare gli effetti del trapianto a breve (1 mese) e a lungo
termine (6 mesi) e per migliorare I'attecchimento nei tessuti del ricevente.

Figura 7: Immagine al microCT del femore distale di topi BrtllV mutati non trattati o trattati (+IUT) con
trapianto in utero di cellule staminali da midollo osseo.

(Gruppo G. Guizzetti) || Laboratorio di spettroscopia ottica & attivo per quanto riguarda
disegno, progettazione, simulazione e caratterizzazione ottica di strutture, nano strutture
fotoniche e plasmoniche, dispositivi. In anni recenti sono state implementate tecniche di
spettroscopia ottica avanzate per indagine di materiali micro- e nano-strutturati in
riflettanza, trasmittanza, emissione, fluorescenza ed interferometria. Le linee di ricerca
maggiormente attive nell’'ultimo anno sono state:

- progettazione e test di sensori a schiera o ad alta risoluzione spaziale e spettrale per
detezione di molecole inorganiche e biologiche e per applicazioni in campo biomedico ed
ambientale. In particolare, sono stati progettati, realizzati e testati sensori estesi basati su
risonanze plasmoniche da plasmoni di superficie oppure risonanze fotoniche da modi
superficiali di Bloch, una via innovativa per realizzare sensori di specie biologiche basati
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su amplificazione di diffrazione o fluorescenza. D’altro canto, riguardo a sensori di poche o
singole molecole, & stato progettato un dispositivo plasmonico, integrato con un
microscopio a forza atomica, per misure simultanee di AFM e Raman scattering mediante
un sistema a microscopio confocale.

- preparazione e studio di monostrati funzionali auto-assemblate di nanoparticelle
metalliche su superfici vetrose a rilascio controllato. Monostrati molecolari reattivi sono
stati preparati ad hoc, mediante sintesi di nanoparticelle e appropriata funzionalizzazione,
e caratterizzati sia mediante spettroscopie ottiche nel visibile e medio infrarosso (in ATR),
sia mediante microscopia a forza atomica. Questi materiali sono utili nella preparazione di
attrezzature medicali che svolgano azione antimicrobica.

- progettazione e studio di sistemi optoelettronici per LED integrati in chip a silicio operanti
nel vicino infrarosso. L’attivita & orientata alla integrazione di strutture fotoniche in
microelettronica a silicio, impiantato con terre rare, al fine di amplificare I'emissione di luce
nella finestra attorno a 1.5 micron, in collaborazione con ST Microelectronics.

- indagine di strutture avanzate per celle fotovoltaiche. L’attivita di ricerca & orientata allo
sviluppo di cristalli fotonici per aumentare l'efficienza di conversione di celle fotovoltaiche
basate su concentratori fluorescenti e su materiali organici, in collaborazione con ENI.

- studio delle proprieta ottiche ed elettroniche di polimeri coniugati di interesse per
applicazioni in fotonica. In particolare, sono state effettuate misure ottiche e Raman in luce
polarizzata su campioni di PPV orientato applicando una pressione idrostatica al fine di
modulare le interazioni intermolecolari.

Tutte le ricerche citate prevedono la realizzazione di prototipi con possibile trasferimento
industriale. Sono attive collaborazioni con le industrie: ENI Divisione Strategie e Sviluppo —
Centro Ricerche di Novara; STMicroelectronics; VEECO Instruments Inc..

Procedure di brevettazione sono state avviate congiuntamente dall’Universita di Pavia e
dal JRC lIspra per un sensore per applicazioni in campo biomedico ed ambientale basato
su una base nanostrutturata metallo/polimero a basso costo. Inoltre, & stato avviato uno
spin-off per la produzione di prototipi di sensori. Manifestazioni di interesse sono state
raccolte dal parco tecnologico di Busto Arsizio e da Istituti di Cura e Ricerca.

Figura 8: Reticolo di silicio (base di biosensore)
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(Gruppo P. Pallavicini) Allinterno del laboratorio di Nanochimica @ Dipartimento di
Chimica Generale (dr. Pallavicini, dr. Taglietti) sono stati ottenuti numerosi risultati utili in
campo nanomedico e nanochimico, riassumibili con:

1) Sintesi controllata di NanoParticelle di argento, loro funzionalizzazione e
deposizione stabile in monostrato su superfici ricoperte di monostrati molecolari
reattivi preparati ad hoc; caratterizzazione fisico-ottica sia dei monostrati molecolari-
base e che monostrati di NP. Questi materiali sono utili nella preparazione di
attrezzi medicali che svolgano azione antimicrobica. (partecipante coinvolto:
Giacomo Dacarro, borsista)

2) Studio di dispositivi molecolari multicomponente, autoassemblati in contenitori
micellari. Sono stati preparati in particolare sensori fluorescenti per finestre di pH e
misuratori fluorescenti della lipofilicita molecolare. Si & dimostrata I'efficienza e la
versatilita di questi sistemi in micelle di surfattanti tradizionali, e si & poi trasferito il
know-how a micelle di tipo polimerico biocompatibili. Si tratta di dispositivi
particolarmente utili per i) la valutazione di una proprieta fondamentale per la
farmacocinetica, il drug design e il drug delivery quale la lipofilicita, misurata su
interfacce mimetiche rispetto a quelle membrana cellulare-ECS e identiche a quelle
utilizzate nell’upload micellare per il drug delivery; ii) segnlazione di anomalie (p.es.
proliferazione di cellule tumorali, formazione di biofilm) e misurazione di pH in situ
(partecipante coinvolto: Luca Pasotti, dottorando)

3) Preparazione di NP di ossidi di ferro superparamagnetiche, loro funzionalizzazione
con monostrati stabilizzanti di silice, ulteriore funzionalizzazione covalente dei
monostrati di silice con molecole reattive verso SiO» e recanti una funzione adatta a
reazioni di coupling (-SH, -NH3), e coupling con molecole fluorescenti e polimeri
biocompatibili. L’applicazione di queste NP funzionalizzate e stabilizzate & nel
campo dell'imaging biomedico, sia come agenti di contrasto per MRI, sia come
agenti per imaging multiplo (MRI, fluorescenza, PET). (partecipante coinvolto:
Bertrand Kwamou, borsista)

(Gruppo V. Degiorgio e I. Cristiani) Le attivita svolte presso il Laboratorio di Elettronica
Quantistica si inquadrano in due filoni principali: A) Materiali e Dispositivi per la Fotonica,
B) Biofotonica.

Un risultato significativo dell’attivita A & rappresentato dallo sviluppo di un convertitore
ottico di lunghezza d’onda per applicazioni ai sistemi di comunicazioni ottiche e per la
generazione di radiazione intensa nella regione blu-verde dello spettro. E’ in corso una
collaborazione con l'universita di Padova allo scopo di studiare cristalli di niobato di litio
drogato magnesio che dovrebbero fornire elevata resistenza all’effetto fotorifrattiva e
notevole qualita ottica. Inoltre € tuttora in corso una collaborazione scientifica con il
POLICOM e con I'Universita di Stanford (California, USA) per esperimenti di inserimento
del dispositivo in una linea reale di comunicazioni ottiche al fine di compensare le
distorsioni dovute ad effetti dispersivi e nonlineari. Quest'anno sono stati svolti nuovi
esperimenti che hanno dimostrato la conversione di un segnale a 100 Gbit/s attraverso
una guida PPLN in configurazione indipendente dalla polarizzazione.

Per quanto riguarda I'attivita B, oltre a mantenere l'attivita sui dispositivi tweezers in fibra &
stato realizzato un nuovo dispositivo chiamato stretcher ottico basato su due fasci
contropropaganti emessi da fibre ottiche, in grado di analizzare le proprieta meccaniche di
singole cellule. Studi preliminari sono stati svolti sui globuli rossi.
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(Gruppo M. Malvezzi) Il Laboratorio sta sviluppando nell’ambito di un progetto di ricerca
con ENEA uno strumento innovativo ad alta risoluzione spaziale e temporale per la misura
della emissione di matrici di diodi impulsati ad alta potenza nel vicino infrarosso. Il progetto
e alla sua conclusione ed il prototipo verra consegnato ad ENEA a breve. L’accordo di
riservatezza non permette al momento alcuna pubblicazione al riguardo in vista di possibili
ed auspicabili sviluppi brevettuali.

Il Laboratorio ha anche allo studio, nellambito di un progetto COFIN 2007 appena
finanziato, uno studio delle proprieta piezo-polarimetriche di cristalli quali LiF e MgF per la
realizzazione di un polarimetro ad immagini nella regione spettrale VUV tra i 100 ed i 125
nm. Lo strumento, di interesse ed uso spaziale, servira all’osservazione per immagini in
luce polarizzata dell’emissione risonante nella corona solare. La realizzazione futura di
questo tipo di strumentazione verra a cura dell'industria aerospaziale italiana, in vista
dell’utilizzo in ambito della future missioni solari ESA-NASA.

[l laboratorio € membro nel Network Europeo di Eccellenza Phoremost sulla nanofotonica
dalla nascita del medesimo. In questo ambito ha sviluppato recentemente un nuovo
sistema di bio-rivelazione basato su tecniche di ottica non lineare in guide d’'onda planare
nanostrutturate (cristalli fotonici). Questa attivita continuera anche in futuro con i partners
europei. Il Laboratorio si & altresi impegnato nel promuovere nuove iniziative di
collaborazione europea nell’ambito del nuovo programma europeo FP7.
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Figura 9: Pattern triangolare in un film di nitruro di gallio.
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(Gruppo P. Mustarelli) Il Laboratorio di materiali e dispositivi elettrochimici & attivo su due
linee di ricerca: A) materiali per celle a combustibile polimeriche e ad ossidi solidi, B)
biomateriali e nanomateriali di interesse per la nanomedicina. Nell’ambito della linea A)
sono stati sviluppati materiali per celle a combustibile polimeriche e a ossidi solidi, nonché
materiali elettrolitici ed elettrodici per batterie al litio. Occorre notare che al momento nel
panorama lombardo non sono presenti al momento ditte interessate alla progettazione di
materiali per dispositivi energetici come le celle a combustibile. Per quanto riguarda la
linea B), abbiamo messo a punto materiali per scaffold per crescita ossea come biovetri a
base di silicio e fosforo. | biovetri sono stati utilizzati come coating per scaffold di titanio
microporoso. Tale attivita viene svolta nellambito del CIT di Pavia (progetti FIRB e
Cariplo) in collaborazione con le ditte Adienne (Milano) e Lima (Udine). Nel settore della
nanomedicina [l'attenzione & rivolta alla messa a punto ed alla caratterizzazione
tossicologica di nanotubi di carbonio funzionalizzati per il drug delivery di farmaci. |
nanotubi funzionalizzati sono stati testati da punto di vista tossicologico mediante prove in
vitro di vitalita cellulare.
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Figura 10: Immagine TEM di una particella di LiFePO, con nanotubi di carbonio.

Considerazioni conclusive

Il progetto &€ nato con obiettivi di alta formazione nel settore della ricerca biomedica
e nella scienza dei materiali ed € stato vissuto da tutti i partecipanti con la convinzione che
fosse possibile condividere progressivamente le due culture scientifiche e le tecnologie dei
due settori. L'avvicinamento dei due progetti & stato realizzato nel | anno attraverso una
forte attivita seminariale, inizialmente condotta dai coordinatori dei gruppi di ricerca e
successivamente dai giovani ricercatori supportati dal progetto. Nel Il anno si &
chiaramente manifestata la nascita di progetti collaborativi, soprattutto ispirati dalla
esigenza del settore biomedico di utilizzare la potenza analitica e interpretativa degli
eventi molecolari patologici che viene garantita dal settore fisico-chimico. Il progetto, che si
conclude nella suo aspetto formale alla fine del 2009, si & cosi fortemente rivitalizzato e
proprio alla sua scadenza naturale viene riproposto su obiettivi specifici della medicina
molecolare.

La nostra esperienza suggerisce che l'approccio multidisciplinare ai problemi della
medicina non & semplice e di immediata applicazione perché richiede il superamento dei
confini delle competenze e dei diversi approcci metodologici dei ricercatori delle varie
discipline. La piattaforma scientifica e tecnologica che abbiamo realizzato si € costituita
lavorando in modo deciso sul superamento dei confini culturali, pur ovviamente
mantenendo e valorizzando i ruoli specifici degli esperti delle singole materie. Il gruppo
che si €& cosi strutturato € ora in grado di studiare aspetti di medicina molecolare che
propongono livelli di complessita non affrontabili individualmente dai singoli gruppi. La
convinzione di poter affrontare progetti di grande impegno si & costruita con il lavoro di
questi due anni in cui si sono messe in luce le competenze cliniche riconosciute a livello
nazionale e internazionale, la tradizione degli studi molecolari sulle cause di queste
malattie e la conoscenza della potenza analitica che tecnologie dei settori avanzati della
chimica e della fisica dei materiali mettono a disposizione. In particolare, & stato
predisposto un progetto di ricerca focalizzato sulla patogenesi e terapia di due categorie
nosologiche di grande impatto socio-economico associate all'invecchiamento della
popolazione: le malattie da misfolding proteico e le malattie mielodisplastiche-
mieloproliferative (vedi nuovo progetto su www.unipv.it/reglom06).
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