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Video link: https://youtu.be/HmPrbEXMYco

https://youtu.be/HmPrbEXMYco


Progetti in corso 

GSD1b

•Sviluppo di un nuovo modello animale

GSD1a

•Terapia cellulare

•Ricerca di marcatori specifici dello stato patologico del fegato



SVILUPPO MODELLO ANIMALE GLICOGENOSI 1bGSD1b

ANIMALI PRESENTI IN STABULARIO

Topi inducibili 

(sperimentazione)

40

Topi per il mantenimento della colonia 55 maschi e 41 femmine

Topi Cre (Ceppo di back-up) 10

Topi WT (Ceppo di back-up) 15

Totale animali 161  

(Costo stabulazione degli animali = 0,30 €/topo al giorno) 

Costo= € 25.000  Materiale + € ???? (competenze)

Tempo realizzazione = 30 mesi + acquisizione competenze 12 anni



MODELLO ANIMALE GSD1b

Induzione con Tamoxifen

Topo inducibile Topo indotto 

Sano Malato

GSD1b

Fegato dopo l’induzioneFegato prima dell’induzione



CONCLUSIONI 

E 

STUDI  FUTURI

•Abbiamo ottenuto il primo modello animale inducibile per la Glicogenosi 1b

• Caratterizzare il nuovo modello animale

• Valutare possibili terapie (cellulari e virali)

• Collaborazione con:

Dr. P. Marcolongo (Siena) (Benedetti)

Dr. J.Y. Chou (NIH, USA)

GSD1b



Progetti in corso 

GSD1b

•Sviluppo di un nuovo modello animale

GSD1a

•Terapia cellulare

•Ricerca di marcatori specifici dello stato patologico del fegato



Terapia cellulare

Utilizzo di cellule staminali ematopoietiche dal midollo.

Inoculo nella vena temporale di topi KO neonati.

Risultati ottenuti: 

•miglioramento dello stato patologico del fegato 

•prolungamento della sopravvivenza (da pochi giorni a 4 settimane)

Inoculo in femmina 

malata (KO)

Cellule staminali ematopoietiche 

da maschio

GSD1a



Accumulo di glicogeno Accumulo di lipidi Necrosi 

Infiltrati infiammatori Sviluppo di adenomi e adenocarcinomi

Come valutare l’effetto terapeutico delle cellule staminali 

ematopoietiche a lungo termine?

GSD1a

I topi GAF sono vitali e manifestano una patologia del fegato simile a quella dei pazienti tra cui: 

Abbiamo generato dei topi che mancano della G6Pasi solo nel fegato:  GAF



•Capacità delle cellule staminali ematopoietiche inoculate di ripopolare il fegato in modo 

permanente

•Capacità delle cellule staminali inoculate di correggere l’ipoglicemia da digiuno e i danni

epatici

•Capacità delle cellule staminali inoculate di prevenire le complicanze a lungo termine

Cosa vogliamo valutare nei topi GAF?

GSD1a



I° trattamento = inoculo nella vena temporale di topo neonato

5-6 settimane

Epatectomia

PROTOCOLLO SPERIMENTALE TERAPIA CELLULARE

Analisi dello stato di salute e del fegato del topo trattato 

a vari tempi dopo il II° trattamento

II° trattamento = inoculo nel cuore e nel fegato 

Analisi del lobo del fegato rimosso 

Inoculo in topo GAFCellule staminali ematopoietiche 

da topo fluorescente

GSD1a



Video link: https://youtu.be/YRsiQwlHpfA

https://youtu.be/YRsiQwlHpfA


Video Link: https://youtu.be/wfTsR6VmLx8

https://youtu.be/wfTsR6VmLx8


Video Link: https://youtu.be/T6mJ0NNv-uI

https://youtu.be/T6mJ0NNv-uI


Video Link: https://youtu.be/48ClOF0JQ20

https://youtu.be/48ClOF0JQ20


Video link: https://youtu.be/N8SJFhV_Aqk

https://youtu.be/N8SJFhV_Aqk


staminali 

glicogeno

lipidi

Amiloide

Necrosi

Infiammazione 

Adenomi

Carcinomi

Topo 
neonato

Topo 
5-6 
settimane

Topo 
4 mesi

Topo 
3 mesi

Topo 
2 mesi

Topo 
15 mesi

Topo 
7 mesi

Topo 
10 mesi

Topo 
13 mesi

Topo 
18 mesi

Epatectomia Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

Prelievo 
organi

ANALISI 
Fenotipo 
epatico da 
valutare

RISPOSTA DEL TOPO AL TRATTAMENTO CON LE CELLULE 
STAMINALI EMATOPOIETICHE. 

GSD1a



TOPI N° MESI DAL II° TRATTAMENTO

1 2 3 6 9 12 15 18

Inoculati 11

Sacrificati 7 3 3 1

Da inoculare 13

STATO DELL’ARTE

(3 topi GAF inoculati e 3 topi normali/gruppo)



STAMINALI (CELLULE VERDI) NEL FEGATO

1 mese dal I° trattamento

(inoculo vena temporale)

1 mese dal II° trattamento

(inoculo fegato+cuore)

3 mesi dal II° trattamento

(inoculo fegato+cuore)

GSD1a



CONCLUSIONI 

•Alto numero di cellule staminali ematopoietiche nei fegati dei topi trattati 

•Dopo 3 mesi dal II° trattamento le cellule sono ancora presenti in alto numero

•Il valore terapeutico sarà valutato alla fine della sperimentazione (18 mesi)

GSD1a



Abbiamo iniziato una collaborazione col Dott. Gramignoni, Karolinska University Hospital, Stoccolma, 

per valutare l’effetto terapeutico di: cellule staminali epiteliali derivate dall’amnios.

Cellule di origine fetale.

NUOVI STUDI  FUTURI

Queste cellule correggono i difetti metabolici delle malattie genetiche Intermediate Maple Syrup Urine 

Disease (MSUD) e  Fenilchetonuria (PKU) nei due corrispondenti modelli animali. 

Approvazione completa per uso clinico (Svezia).

Si differenziano in vivo in epatociti. Non sembrano essere immunogeniche. 

Sperimentazioni su 10 pazienti affetti da fenilchetonuria (2016).

R. Gramignoni



Progetti in corso 

GSD1b

•Sviluppo di un nuovo modello animale

GSD1a

•Ricerca di marcatori specifici dello stato patologico del fegato

•Terapia cellulare



RICERCA DI MARCATORI PREDITTIVI DELL’INSORGENZA DI 

ADENOMI E CARCINOMI EPATICI

E’ possibile trovare dei marcatori specifici dello stato patologico del fegato allo scopo 

di sviluppare delle terapie mirate alla prevenzione delle complicanze della malattia?

•Studio dell’espressione dei microRNA  derivati dagli esosomi presenti nel plasma 

•Studio dell’espressione delle proteine nel fegato (Proteomica) 

•Analisi istopatologica per la classificazione degli adenomi epatici

GSD1a



Sangue

Purificazione 

microRNA 

da esosomi 

Raccolta sangue da 

pazienti e topi GAF 

e da individui e topi 

normali

Purificazione 

esosomi dal 

plasma

Analisi : 

confronto tra pazienti e individui normali e tra topi GAF e topi normali per individuare i 

miRNA che sono diversamente espressi e che quindi correlano con la malattia

PURIFICAZIONE DEGLI ESOSOMI DAL PLASMA ED ESTRAZIONE 

DEI microRNA

GSD1a



Video Link: https://youtu.be/xPiwVNgg2dA

https://youtu.be/xPiwVNgg2dA


TABELLA RIASSUNTIVA

GSD1a

Costo/campione di plasma: 450 €

Pazienti 25

Campioni di plasma disponibile 45*

Isolamento esosomi/estrazioni microRNA 22

Analisi eseguite 22

* Dr. M. Di Rocco, Gaslini



ANALISI PRELIMINARE DEI microRNA
GSD1a

miR-195: microRNA anti-tumorale
Nei pazienti con adenoma è poco 

espresso



Pazienti

miR-195

CORRELAZIONE

GSD1a

Topi GAF

miR-195

E s pres s ione miR -195
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Pazienti con adenomi: bassa espressione

Pazienti senza adenomi: alta espressione

Topi con adenomi: bassa espressione

Topi senza adenomi: alta espressione

Pz con adenomi Pz senza adenomi Topi con adenomi Topi senza adenomi

Espressione miR-195 Espressione mmu-miR-195



CONCLUSIONI 

GSD1a

Lo studio dell’espressione dei microRNA permette di identificare gruppi di

pazienti sulla base delle caratteristiche cliniche

Identificati miRNA che agiscono sul processo tumorale, tra cui il miRNA 195 la

cui bassa espressione è stata precedentemente associata ai carcinomi epatici.

Motawi TK, et al. PLoS One. 2015, 10.

Sohn W, et al. Exp Mol Med. 2015, 47.

Shi KQ, et al. Oncotarget. 2015, 6.

•Aumentare la casistica grazie alla collaborazione di altri centri

•Ripetere a distanza di tempo la stessa analisi negli stessi pazienti per

monitorare l’andamento dell’espressione dei miRNA e associarlo alla

progressione della malattia

•Valutare l’espressione dei miRNA nei topi GAF

APPROCCI  FUTURI



Studio dell’espressione delle proteine nel fegato (Proteomica)

La proteomica è lo studio che valuta l’assenza, presenza o livelli quantitativi differenti di proteine specifiche 

che possono verificarsi in seguito a diverse situazioni sia fisiologiche che patologiche. 

La diversa espressione di proteine specifiche in un tessuto rappresenta un potenziale indicatore di uno stato 

fisiologico o patologico. 

Confronto tra topi GAF e topi normali per individuare le proteine che sono diversamente espresse e che 

possano correlare con le varie manifestazioni patologiche della malattia, per esempio accumulo di 

glicogeno e lipidi, infiammazione, adenomi etc. 

GSD1a



Video Link: https://youtu.be/hFlpTZMvRJI

https://youtu.be/hFlpTZMvRJI


ANIMALI   ANALIZZATI

(3 topi GAF e 3 topi normali/gruppo)

Gruppo Età (mesi) Adenomi

1 1-3 -

2 4-6 -

3 7-9 -

4 10-12 -

5 13-15 -

6 16-18 -

7 15-18 +

GSD1a

Totale topi analizzati = 21 topi GAF e 18 topi normali



33 930
•Peptidi

5 268

•Proteine 
identificate

3 103

•Proteine 
quantificate 

190

•Proteine 
significativamente

modulate

Significative da 
• ANOVA 
• T-Test gruppi  per mesi

RISULTATI    PRELIMINARI

GSD1a



Regolazione dei mediatori dell’infiammazione



CONCLUSIONI 

E 

APPROCCI  FUTURI

GSD1a

L’analisi di proteomica finora eseguita sui fegati dei topi GAF (topi da 1 a 9 mesi) evidenzia:

Una netta separazione tra i topi malati e i topi sani di controllo;
•Proteine molto espresse nei topi malati sono poco espresse nei topi sani
•Viceversa proteine poco espresse nei topi malati sono molto espresse nei topi sani

Diversi gruppi di proteine la cui espressione è associata alla regolazione di varie vie metaboliche

L’alterazione di espressione di proteine che regolano i processi infiammatori.

Verrà terminata l’analisi  del secondo gruppo di topi GF (età di 10-18 mesi)
Verrà valutata l’espressione di proteine specifiche con lo stato patologico di ciascun topo
Verrà eseguito il confronto dei dati di proteomica con i dati di microRNA man mano che 
si renderanno disponibili



ANALISI  ISTOPATOLOGICA  PER  LA  CLASSIFICAZIONE  DEGLI  ADENOMI

Classificazione
degli adenomi
epatici nella 
GSD1a

% Caratteristiche Problematiche

bHCA
(adenomi beta-
catenina) 

28 Attivazione della proteina beta-catenina Adenoma ad alto rischio di 
trasformazione maligna

IHCA
(adenomi 
infiammatori)

52% Attivazione della proteina C-reattiva

Presenza della proteina amiloide del siero A2  

Adenoma non ad alto 

rischio di trasformazione 
maligna

Non Classificabili
20% Assenza delle proteine beta-catenina,

C-reattiva e amiloide del siero A2
NA

GSD1a



Video Link: https://youtu.be/HDuRkgxIhm4

https://youtu.be/HDuRkgxIhm4


Video Link: https://youtu.be/onklNNwXWcU

https://youtu.be/onklNNwXWcU


Video Link: https://youtu.be/q3HRNHD33lo

https://youtu.be/q3HRNHD33lo


RISULTATI PRELIMINARI

GSD1a

Topo di 15 mesi

Immuno istochimica per espressione di Glutammina Sintetasi (per la valutazione di attivazione della beta-catenina).  

2/12 adenomi analizzati sono positivi  per l’espressione della Glutammina Sintetasi. Adenomi ad alto rischio.

10/12 adenomi analizzati sono negativi per l’espressione della Glutammina Sintetasi. Adenomi a basso rischio

Topo di 15 mesi

Positività pericentrovenolobulare: adenoma a basso rischio Positività diffusa intranodulare: adenoma ad alto rischio



CONCLUSIONI 

E 

APPROCCI  FUTURI

Analisi di ulteriori adenomi epatici presenti nei topi GAF per ottenere una casistica 
statisticamente significativa per la ricerca di biomarcatori.

GSD1a

L’analisi istopatologica permetterà di correlare gli adenomi murini  ad alto rischio 
e non con i dati di proteomica e di espressione dei miRNA per l’identificazione di 
marcatori predittivi dello sviluppo tumorale e della trasformazione maligna.

L’identificazione di 2 adenomi ad alto rischio su 12 esaminati è compatibile con 
la statistica di sviluppo di carcinomi nei pazienti

Collaborazione col Prof. C. Neumeier, Ospedale San Martino, Genova, per la
risonanza magnetica per l’individuazione precoce degli adenomi nei topi GAF



microRNA/

dati clinici

Proteine/

dati clinici

Adenomi/

dati clinici

Pazienti

microRNA/

dati clinici

Topi GAF

CORRELAZIONE

GSD1a
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Ricerca

Janice Y. Chou. NIH, Bethesda

• Topi KO per la GSD1a
• Topi condizionali per la costruzione dei topi GAF
• Virus adenoassociato per l’espressione della G6Pasi

Fiorella Altruda, Università di Torino
• Costruzione modello animale per la GSD1b 

Andrea Petretto, Core Facility, Istituto G. Gaslini, Genova
• Proteomica

Luca Mastracci,  Anatomia Patologica, Università di Genova
• Analisi istopatologica dei tessuti murini

Federica Grillo, Anatomia Patologica, Università di Genova
• Analisi istopatologica dei tessuti murini

Dott. R. Gramignoni, Karolinska University Hospital, Stoccolma.
• Cellule staminali epiteliali del foglietto amniotico

Prof.  C. Neumaier, Ospedale San Martino, Genova
• Risonanza magnetica

Dr. P. Marcolongo (Siena)
• Caratterizzazione neutrofili modello 1b

Clinica

Maja Di Rocco, Istituto G. Gaslini

• Consulenza clinica e casistica

Daniela Melis Università "Federico II" 
• Consulenza clinica e casistica

Sabrina Paci, Ospedale San Paolo
• Consulenza clinica e casistica

Annalisa Sechi, AOS “Santa Maria della Misericordia”
• Consulenza clinica e casistica

COLLABORAZIONI
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GSD1a

MATERIALE BIOLOGICO
DISPONIBILE

ANALISI

microRNA Proteine Istologia

Pazienti Plasma +

Fegato +/- adenomi (?) ? ?

Topi GAF Plasma +

Fegato +/- adenomi + +



Topi GAF 12

Campioni di plasma disponibile 12

Isolamento esosomi/estrazioni microRNA 9

Analisi eseguite 9

NECESSITÀ DI VALUTARE I microRNA NEI TOPI GAF


