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Il principio ispiratore di questa linea di ricerca e lo studio dei meccanismi patogenetici di malattia
come base per il trasferimento alla clinica in termini di sviluppo di nuove metodologie
diagnostiche e nuove strategie terapeutiche. Queste ricerche seguono diversi approcci nell'ambito
delle Unita incluse nella Linea di Ricerca e trovano applicazione nelle seguenti tematiche:

— utilizzazione delle nuove tecnologie di sequenziamento per lo sviluppo di test genetici per
geni responsabili di patologie ereditarie;

— nuove tecnologie di sequenziamento per lo sviluppo di metodi molecolari per la
diagnostica di patologie virali e batteriche nell'ambito del controllo delle infezioni
nosocomiali;

— nuove tecnologie per la messa a punto di screening diagnostici di anomalie cromosomiche
in gravidanza - strategie terapeutiche per malattie genetiche e patologie tumorali.
Quest'ultima tematica e in fase particolarmente attiva per quanto riguarda gli screening
molecolari e i test in vitro per identificare molecole biologiche (siRNA) e piccole molecole chimiche
che intervengano a diversi livelli di meccanismi fisiopatologici. Nel caso della Fibrosi Cistica la
ricerca di bersagli molecolari che possono essere implicati nel processamento e nel trasporto alla
membrana della proteina CFTR indirizza verso I'impiego di siRNA mirati verso bersagli specifici. Nel
caso della Fibrodisplasia Ossificante Progressiva, della Malattia di Alexander e del Neuroblastoma
si eseguono screening di composti chimici rivolti a modificare I'espressione di geni di interesse per
il meccanismo patogenetico e, per il Neuroblastoma in particolare, I'impiego di inibitori di chinasi

ciclino-dipendenti.
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Attivita 2016
U.0.C. Anatomia Patologica — Direttore: Dottoressa Angela Rita Sementa

Le attivita di ricerca comprese nel programma presentato per I’'anno 2016 sono state completate o
sono tuttora in corso.



In particolare, la caratterizzazione istologica e biomolecolare dei casi di tumore neuroblastico
periferico afferenti alla U.O.C. nell’ambito della centralizzazione nazionale ha portato, nel corso
del 2016, alla raccolta di dati su oltre 134 nuovi pazienti, ed & prevedibile che entro la fine
dell’anno i casi centralizzati e indagati raggiungano circa il 95% dei casi diagnosticati sul territorio
nazionale. Queste attivita hanno consentito di ampliare il pannello di indagini
immunoistochimiche allestite a scopo diagnostico e prognostico; sono state inoltre validate le
indagini immunoistochimiche correlate, quali nuovi markers di possibile aggressivita biologica o
risposta ai nuovi protocolli di trattamento su pazienti selezionati (segnatamente lo studio della
amplificazione del gene ALK e le indagini di espressione delle proteine MYCN e c-MYC, correlate
alla possibile individuazione di pazienti a rischio prognostico particolarmente grave, nell’ambito
della definizione di un protocollo cosiddetto “ultra-hight risk”). Lo Studio della malattia residua
minima in pazienti affetti da neuroblastoma (all’esordio e in varie fasi di malattia), mediante
indagine immunocitochimica con anticorpo anti-GD2 su campioni di aspirato midollare, sangue
periferico e raccolte aferetiche ha ulteriormente arricchito lo studio cooperativo internazionale
sulla malattia residua minima nel NB, di cui la casistica italiana costituisce I'apporto piu numeroso
e qualitativo. L'indagine ha fornito dati importanti per la definizione di linee guida internazionali
sulla valutazione della malattia residua minima in pazienti affetti da NB su aspirati midollari e su
biopsie osteo-midollari, in corso di validazione. Lo studio di correlazione istologica fra biopsie
all’esordio e aspetti istologici della chirurgia differita di tumori neuroblastici periferici afferenti al
Protocollo Unresectable (2001 - 2006) e tuttora in corso.

U.O.C. Laboratorio di Biologia Molecolare — Direttore: Dottor Luigi Varesio

Abbiamo caratterizzato il ruolo del microambiente ipossico nella polarizzazione funzionale dei
macrofagi umani, con l'obiettivo di definire nuovi meccanismi patogenetici e potenziali bersagli
terapeutici. Abbiamo identificato il recettore immunoregolatorio TREM-1 come importante
regolatore della polarizzazione pro-infiammatoria dei macrofagi nel microambiente ipossico e
potenziale bersaglio terapeutico per il trattamento dell’Artrite Idiopatica Giovanile (AlG).

Abbiamo utilizzato un modello animale, da noi generato, della Glicogenosi 1a epatica per studiare
le alterazioni del fegato, tra cui lo sviluppo e la caratterizzazione di adenomi e carcinomi epatici
con tecniche di risonanza magnetica, immunoistochimica e proteomica. Stiamo caratterizzando un
nuovo modello animale inducibile per la Glicogenosi 1b da noi generato. Stiamo studiando le
caratteristiche e la funzionalita dei neutrofili che nei pazienti con questa malattia hanno un’attivita
molto compromessa.

Abbiamo studiato l'utilizzo di biopsie liquide nella prognosi del neuroblastoma in uno studio
Europeo multicentrico. Abbiamo identificato dei microRNA presenti negli esosomi circolanti nel
plasma dei pazienti la cui espressione si associa con la resistenza/suscettibilita al trattamento
farmacologico. Una pipeline dedicata allo studio dei microRNA circolanti e stata specificamente
disegnata per sviluppare questo progetto ed analizzare i risultati.

Lo studio dei micro RNA esosomali & stato esteso alla caratterizzazione di plasma e liquido
sinoviale isolati da pazienti affetti da AIG, di plasma di pazienti affetti da glicogenosi 1a e di
modelli murini in cui si puo seguire la progressione delle complicazioni epatiche in seguito
all'insorgenza della glicogenosi. In collaborazione con unita pediatriche italiane, abbiamo raccolto
83 campioni di plasma da pazienti con Glicogenosi 1a per I'analisi di espressione dei microRNA,
presenti negli esosomi. | dati ottenuti dal plasma dei topi e i dati ottenuti dall’analisi proteomica e
immunoistochimica dei fegati murini ci permettera di valutare la presenza di marcatori associati
alla degenerazione epatica e alle complicanze a lungo termine causate da questa malattia.



U.O.C. Laboratorio Analisi — Direttore: Dottor Gino Tripodi
“Identificazione di nuovi marker molecolari con impatto diagnostico e clinico"

Nel corso del 2016, il personale del Laboratorio Centrale di Analisi dell’Istituto G. Gaslini ha svolto
I’attivita di ricerca iniziata negli anni passati.

| campi su cui la ricerca si e focalizzata sono stati principalmente la diagnostica microbiologica, lo
studio di nuovi biomarcatori e i dosaggi dei range terapeutici di farmaci rilevanti in pediatria, con
particolare attenzione alla identificazione eziologica e al trattamento delle malattie infettive.

Per quanto riguarda il dosaggio di farmaci nei liquidi biologici e stata sviluppata e validata una
nuova metodica per la quantificazione su campione di sangue raccolto su dried spot (da una
singola goccia di sangue intero) mediante cromatografia/spettometria tandem massa applicata a
numerosi antibiotici in uso in istituto (piperacillin, tazobactam, meropenem, ceftazidime, linezolid)
e in particolare ne e stata dimostrata |'efficacia nel monitoraggio dei dosaggi terapeutici nei
pazienti in trattamento. E’ stato validato il dosaggio della caffeina utilizzando il medesimo setting
Sono state elaborate e pubblicate le curve di riferimento (stratificate per eta nel setting pediatrico)
relativo a nuovi analiti inseriti in diagnostica (es. C telopeptide del collageno di tipo |).

E’ stato completato lo studio delle resistenze dei batteri gram- nelle infezioni delle vie urinarie che
ha descritto I'epidemiologia del fenomeno all’interno del nostro Istituto.

Per quanto riguarda la medicina molecolare, le metodiche di Next Generation Sequencing per
sviluppare e validare una procedura per la rapida identificazione di cluster responsabili di infezioni
nosocomiali ad altissima risoluzione gia validate per MRSA e Klebsiella pneumonia sono state
estese ai ceppi di Klebsiella oxytoca e Acinetobacter baumanni. L’analisi dell’intero genoma
batterico ha permesso di identificare geni e/o mutazioni che conferiscono resistenza agli
antibiotici e determinano la virulenza dei ceppi studiati.

Le stesse metodiche sono state messe a punto per lo studio del microbiota intestinale per il quale
abbiamo iniziato la valutazione dei pattern normali e patologici.

L'analisi di markers genetici protettivi in pazienti infettati da HIV ma in grado di controllare long-
term lo sviluppo della malattia ha permesso di identificare il ruolo cruciale delle molecole
attivatorie KIRs e di HLA-C2 nei pazienti Elite Controller (ma non nei long-term nonprogressor)
dimostrando per la prima volta un ruolo delle cellule Natural Killer nel controllo della viremia HIV-
1 (dati preliminari).

U.O0.C. Genetica Medica — Direttore: Professor Roberto Ravazzolo

L'attivita scientifica dell’'U.O0.C. Genetica Medica e stata principalmente diretta allo studio di
malattie genetiche rare, allo scopo di approfondire il ruolo dei geni mutati e i relativi meccanismi
fisiopatologici, e di individuare strategie terapeutiche. Una parte della ricerca sul tema delle
malattie genetiche rare e volta a mettere a punto nuove metodologie diagnostiche e, in
particolare, quelle che utilizzano il sequenziamento di nuova generazione (NGS). Questi nuovi
approcci di diagnostica sono stati studiati e in parte realizzati grazie alla collaborazione con gruppi
interni al Gaslini.

| risultati ottenuti nel 2016, pubblicati su riviste internazionali, hanno riguardato: Fibrosi Cistica e
altre malattie associate a difetti del trasporto ionico, Malattia di Hirschsprung e patologie del
transito intestinale, Sindrome da ipoventilazione centrale congenita, Fibrodisplasia Ossificante
Progressiva, Sindromi Autoinfiammatorie, Malattia di Alexander, Malattie neurodegenerative,
Casistica di pazienti con disabilita intellettiva e sindromi associate a riarrangiamenti cromosomici.
Sono proseguite le ricerche intraprese da tempo su meccanismi di base di fisiopatologia del
trasporto ionico e della produzione di muco soprattutto in cellule dell’epitelio respiratorio.



L'approccio di individuare composti chimici con potenziali applicazioni terapeutiche mediante
screening ad alta capacita (High Throughput), ampiamente seguito per la Fibrosi Cistica, ha trovato
anche nuove applicazioni per la Fibrodisplasia Ossificante Progressiva e per il Neuroblastoma.
Inoltre sono iniziate collaborazioni con alcuni gruppi all’interno del Gaslini e anche all’esterno per
sviluppare nuovi saggi cellulari che permettano di applicare gli screening ad alta capacita ad altre
malattie genetiche. In questo senso nel 2016 il gruppo ha acquisito una nuova apparecchiatura di
analisi di immagini che si aggiungera alle apparecchiature gia operanti per potenziare le analisi
High Throughput.

Le relazioni con fondazioni e associazioni di pazienti affetti da malattie rare come la Fondazione
per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica, FOP Italia, Associazione AISICC-Sindrome di Ondine,
Associazione ltaliana Sindrome di Alexander, AISP-Sindrome di Poland, sono state rafforzate e
hanno portato a ottenere contributi importanti per il raggiungimento dei risultati scientifici.

U.0.5.D. Centro di diagnostica genetica e biochimica delle Malattie Metaboliche — Direttore:
Dottoressa Mirella Filocamo

Uno dei filoni di ricerca della U.0.S.D. riguarda lo studio dei meccanismi molecolari alla base delle
malattie lisosomiali e di alcuni disordini della mielina. Tale attivita & interconnessa con quella della
biobanca genetica, situata presso la UOSD, dove sono conservati attualmente 13.800 campioni di
pazienti affetti da malattie genetiche rare.

Nel corso dell’anno sono stati valutati i dati ottenuti dall’analisi degli esomi, effettuati con
tecnologia Next Generation Sequencing (NGS), di 14 campioni provenienti da pazienti con difetti
della mielina, ancora in attesa di una definizione diagnostica. Tale analisi ha permesso di
raggiungere la diagnosi in 6 pazienti, identificando, in 3 di essi, nuovi difetti genetici, attualmente
in corso di validazione con studi funzionali.

La disponibilita nella biobanca dei campioni provenienti da un’ampia casistica, caratterizzata a
livello molecolare, di pazienti affetti da malattia di Gaucher, ha consentito uno studio collaborativo
che ha dimostrato I'esistenza di uno stress cronico a livello delle cellule Gaucher dovuto
all’laccumulo nel reticolo endoplasmatico della proteina mutata con conseguente “upregulation”
dell’espressione del gene GBAL.

E’ stato inoltre messa a punto la metodica MLPA per la simultanea individuazione di possibili Copy
Number Variations (CNVs) e riarrangiamenti complessi, sempre nella malattia di Gaucher. Tale
approccio diagnostico ha portato alla definizione molecolare di una grossa delezione e di 2 nuovi
alleli ricombinanti.

Grazie all’esperienza acquisita nell’lambito degli studi di correlazione genotipo-fenotipo in ampie
casistiche di pazienti con patologia lisosomiale, abbiamo partecipato alla creazione di registri
pubblici di mutazioni (Leiden Open Variation Database, “LOVD”) per i geni ARSA e PSAP (associati
a leucodistrofia metacromatica) e SMPD1 (associato a Niemann Pick A e B).

Infine, nell’ambito del progetto “Telethon Network of Genetic Biobanks” (TNGB) & stata condotta
un’interessante esperienza che ha coinvolto le Associazioni di pazienti nelle attivita di biobanking.
In particolare la stesura dell’informativa per I'espressione del consenso e nata dall’interazione tra
associazioni e operatori del settore con reciproco arricchimento, poiché gli operatori hanno
appreso e tenuto in considerazione necessita e punti di vista dei pazienti, e al contempo, i pazienti
hanno acquisito maggiore fiducia nei servizi delle biobanche. A riprova di questo, attualmente le
biobanche del TNGB hanno stipulato accordi scritti con 13 associazioni per |'utilizzo dei loro servizi.



U.0.S5.D. Centro di Diagnostica e Patologia feto-perinatale — Direttore: Professor Ezio Fulcheri

Le ricerche sul ruolo e la morfologia del trofoblasto intermedio villare ed extra villare hanno
necessariamente portato ad una serie di considerazioni sulla patologia dell'impianto della camera
ovulare e conseguentemente sul tema dell'abortivita spontanea del | trimestre.

Queste ed altre ricerche condotte negli anni passati hanno consentito di sviluppare un tema
articolato che rispondesse ad una necessita di chiarimenti a livello diagnostico.

Introduzione al tema di ricerca sviluppato.

Si definisce aborto una gravidanza che termina spontaneamente prima che il feto abbia raggiunto
una eta gestazionale che consenta la vitalita.

Spesso si utilizza il termine aborto sia per una interruzione clinica che biochimica; le gravidanze
cliniche sono quelle che hanno riscontro ultrasonografico o evidenze istologiche, mentre le
gravidanze biochimiche sono piu precoci e si identificano per il solo aumento del BHCG. Nella
realta la maggior parte delle interruzioni di gravidanza biochimica possono passare inosservate.
Infatti le ricerche evidenziano che il reale tasso di interruzioni di gravidanze biochimiche nella
popolazione generale puo anche raggiungere il valore del 60%.

A seconda della ricorrenza, I'aborto spontaneo puo essere definito sporadico, ripetuto o ricorrente.
Si parla di aborto spontaneo sporadico qualora si verifichi un solo episodio abortivo nel corso di
tutta la vita riproduttiva della donna; si parla invece di aborto spontaneo ripetuto se gli episodi
abortivi sono due; si parla di aborto ricorrente (anche aborto spontaneo abituale) se gli episodi
sono tre o piu.

Pur essendo un evento piuttosto comune, non & facile determinare l'incidenza degli aborti
spontanei poiché non tutte le donne che abortiscono si rivolgono al medico e a volte neppure si
rendono conto di aver abortito, visto che puo facilmente essere confuso con una normale
mestruazione. Viceversa puo essere erroneamente considerato aborto uno stato di emorragia
uterina conseguente a un periodo relativamente lungo senza mestruazioni.

Secondo alcune statistiche, comunque, il 10-30% delle gravidanze termina con un aborto
spontaneo, prevalentemente nelle prime 10 settimane di gestazione.

Gli aborti spontanei, secondo quanto affermato dall’American College of Obstetricians and
Gynecologists e la tipologia di interruzione di gravidanza piu frequente. La stessa associazione
riporta che gli aborti spontanei che si verificano dopo la fecondazione artificiale rappresentano
circa il 50% del totale. Le percentuali di rischio per I'aborto spontaneo nelle donne in eta fertile
variano dal 10 al 25. Con l'aumentare dell’eta aumenta anche il rischio di incorrere in un aborto
spontaneo. Le donne che hanno superato i 35 anni di eta hanno il 15% circa di probabilita di
abortire spontaneamente; nel periodo compreso tra i 35 e i 45 anni di eta il rischio aumenta
considerevolmente (si va dal 20 al 35%).

Passati i 45 anni di eta la percentuale di rischio arriva circa al 50%. Nel caso in cui la donna abbia
gia avuto un episodio di aborto spontaneo, il rischio di incorrere in un secondo episodio abortivo e
di circa il 25%, una probabilita non particolarmente difforme rispetto a quella che hanno le donne
che non hanno mai avuto episodi di aborto spontaneo. Se si dovessero considerare aborti
propriamente detti le succitate interruzioni di gravidanza biochimiche, l'incidenza dell’aborto
ripetuto arriverebbe ad un 20%. L’aborto spontaneo puo essere distinto in due grandi categoria;
I'aborto spontaneo precoce (ESA) e I'aborto spontaneo tardivo (LSA). Queste due categorie
differiscono non solo per I'arco temporale in cui si svolgono ma anche per le cause che le
determinano. Viene definito come aborto spontaneo precoce quell’aborto che si determina tra la
fase di impianto e la 10° settimana concezionale, vale a dire entro la 12° settimana gestazionale
(calcolata dalla data dell’ultima mestruazione); viene definito come aborto spontaneo tardivo



quello che si determina dalla 13° settimana gestazionale e la 22°, vale a dire nella quasi totalita del
secondo trimestre di gestazione. Nell’aborto spontaneo tardivo infatti prevalgono nettamente le
cause infettive mentre nell’aborto spontaneo precoce prevalgono le alterazioni strutturali dei villi
conseguenti ad anomalie del cariotipo.

La diagnostica istopatologia dell’ ESA nell’lambito della patologia della riproduzione umana e
diventata oggi sempre piu rilevante per una serie importante di condizioni e cause che sono
radicalmente mutate nel corso degli ultimi 30 anni; sinteticamente possono essere sintetizzate in
intrinseche (intendendo quelle condizioni patologiche proprie della madre e dell’embrione/feto
con la sua placenta) ed estrinseche (intendendo quelle cause ambientali proprie dell’ambiente
artificiale costruito dall’'uomo); tra le cause intrinseche va annoverata in primis I'eta materna
sempre pil avanzata, le dislipidemie e le malattie autoimmuni;

tra le cause estrinseche 'aumento delle radiazioni, I'inquinamento, le sostanze chimiche disperse
nel suolo o impiegate dall’'uomo nelle industrie di ogni tipo e natura ed in fine i farmaci assunti
anche involontariamente nei cibi contaminati o sofisticati.

Sotto un profilo piu strettamente antropologico e psicologico deve essere tenuta in grande
considerazione il fatto che oggi si ricerca una gravidanza con le caratteristiche di una
programmazione sempre piu serrata, che non sembra possibile né accettabile I'insuccesso specie
se reiterato, che I'impatto emotivo & oggi sempre piu forte nella misura in cui 'uomo non accetta
piu la sconfitta della morte e della malattia.

Ogni aborto spontaneo deve dunque essere considerato come evento luttuoso capace di minare
non solo I'equilibrio psicologico e comportamentale della madre ma I'armonia e I'equilibrio di
tutta la copia.

Conseguentemente dalla diagnostica si attendono risposte sempre piu preci svolte a stabilire il
rischio di ricorrenza dell’evento in gravidanze future ed ancora il rischio di una patologia materna
latente.

L’approccio diagnostico

La diagnostica dell’ESA non deve essere impostata con i criteri della Surgical Pathology bensi con
un approccio ampio e globale come avviene per l'autopsia di un soggetto adulto. Si tratta
dell’autopsia di un embrione con tutte le caratteristiche dell’approccio diagnostico complesso e
multi specialistico che oggi richiede un moderno riscontro diagnostico. Da tale approccio
diagnostico scaturira una visione globale della patologia della gravidanza comprendendo le
condizioni materne, le condizioni fetali e le caratteristiche normali o patologiche degli annessi
fetali ed in primis della camera ovulare e della placenta ed ancora nel delicato rapporto di
interazione con il sito di impianto deciduale.

Tale approccio “a tutto tondo” consente di effettuare diagnosi non solo speculativamente utili
nella definizione della causa di aborto (post hoc) ma soprattutto utili per evidenziare eventuali
patologie materne latenti, patologie ed anomalie genetiche dei genitori e condizioni ambientali
estrinseche naturali o artificiali (rapporto uomo-ambiente) capaci di interferire col la formazione
de sviluppo dell’embrione. Tra queste un particolare riguardo deve essere posto agli effetti
teratogeni dei farmaci (farmaco sorveglianza) e degli alimenti o delle sostanze chimiche di normale
impiego nella vita quotidiana.

Considerazioni

Il patologo si inserisce sempre piu incisivamente nella diagnostica dell’abortivita e della infertilita
che spesso & a questa collegata. Un differente assetto socio-antropologico ha di fatto mutato le
caratteristiche della popolazione femminile degli ultimi decenni ed ancora sta determinando
significativi cambiamenti nella composizione dei gruppi etnici che caratterizzano le aree urbane e
rurali.



Gli aspetti piu appariscenti di questo fenomeno possono essere sintetizzati nelle gravidanze

cercate in eta sempre piu avanzate, il desiderio di una sola gravidanza molto pianificata e

programmata in tempi determinati, le caratteristiche delle nuove etnie di immigrazioni con

richieste e bisogni di maternita e di fecondita differenti da quelle della popolazione locale di oggi
ed anche di un tempo passato.

Risulta evidente che una generica formulazione diagnostica effettuata sul prodotto abortivo non

possa essere oggi considerata soddisfacente. E’' peraltro altrettanto chiaro come la diagnosi

corretta e puntuale ed aderente possa essere effettuata solo in condizioni ottimali e supportati da
una ricchezza di notizie clinico-anamnestiche e di esami citogenetici.

Tuttavia, proprio le condizioni sopra citate e la considerazione che nel caso di aborto occasionale

non c’e di fatto la possibilita di raccogliere esaustivamente le informazioni necessarie portano a

considerare il problema sotto diverse angolazioni.

Concetti emergenti

— La diagnostica integrata anatomo clinica con |'esame istologico del prodotto abortivo
rappresenta un momento determinante nella gestione dell’abortivita spontanea del primo
trimestre di gestazione sia essa occasionale, ripetuta o abituale.

— La perdita del momento diagnostico determina I'impossibilita di operare in termini di cura nei
confronti non solo della donna ma anche, in senso piu ampio, della coppia.

— Nell’abortivita spontanea, come in tutta I'attivita diagnostica dell’infertilita di copia, le indagini
attuali o retrospettive sul materiale biologico raccolto si proiettano significativamente sullo
stato di salute della copia e della madre in particolare divenendo vero strumento di medicina
preventiva per quelle malattie ad esordio in gravidanza (diabete ed ipertensione) che sono
comungue presenti, seppure latenti o misconosciute, nella donna.

— La riduzione minimalistica o I'abolizione dell’attivita diagnostica anatomo patologica si traduce
in un aumento esorbitante dei costi per esami non mirati che al contrario potrebbero essere
evitati a fronte di indagini specifiche ed indirizzate.

Risultati ottenuti:

Pubblicazione di un capitolo relativo all'abortivita spontanea del | trimestre.

Fulcheri E., Brisigotti M.P., Resta L.. Pathological Diagnosis of Abortions

In: Malvasi A.,Tinelli A.,, Di Renzo G. C. (Eds.). Management and Therapy of Early Pregnancy
Complications. Springer Verlag, Berlin, 2016.

U.0.S.D. Centro di Emostasi e Trombosi — Direttore: Dottor Angelo Claudio Molinari

L'U.0.S.D. Centro di Emostasi e Trombosi collabora con altri centri in Italia per la ricerca sulle
patologie emorragiche e trombotiche congenite ed acquisite. In particolare l'interesse & focalizzato
sulle complicanze trombotiche delle cure aggressive in pediatria, sulla sperimentazioni cliniche dei
nuovi anticoagulanti e dei nuovi farmaci per I'emofilia a emivita prolungata. Svolge ruolo di
riferimento nazionale per le problematiche trombotiche e lo stroke pediatrico. L'attivita ha
consentito di approfondire le conoscenze di PK e PD di Rivaroxaban in pediatria.

Core Facilities — Responsabile: Dottor Gino Tripodi

Nel laboratorio & continuato lo sviluppo di tecniche per ottimizzare Proteomica e Metabolomica,
in modo da consentire in Istituto una rappresentazione integrata in pit modelli biologici.

In particolare sono state sviluppate nuove tecniche di preparazione del campione, rendendo
possibile la caratterizzazione di popolazioni cellulari rare, biopsie o campioni clinici poco
abbondanti, si sono applicati nuovi metodi analitici, per massimizzare l'informazione e diminuire i



tempi macchina e infine sono stati implementati nuovi sistemi di analisi computazionale, per
meglio caratterizzare quantitativamente le differenti espressioni proteiche e proporre nuovi
modelli d’interazione in reti molecolari complesse. La piattaforma strumentale integrata per
Proteomica e trasduzione del segnale e costituita da: i) LIT-OT, Orbitrap Velos Pro per la
quantificazione ed identificazione di migliaia di proteine associate alla diagnosi/prognosi di
malattie. La piattaforma consente di definire il proteotipo, quale prodotto dell’espressione di geni
e della loro modulazione in seguito ad esposizione a fattori ambientali (epigenetica) e/o
famacologici. ii) qOT-LIT, Orbitrap Fusion Tribrid per la quantificazione di decine di migliaia di siti
di fosforilazione di proteine al fine di identificare segnali di trasduzione attivi in una cellula. Tali
segnali si accendono in risposta a stimoli ambientali e/o farmacologici e possono essere alterati
nelle malattie, rappresentando nuovi bersagli terapeutici.

La piattaforma di Metabolomica, & costituita da iii) qOT, Spettrometria di Massa ad Altissima
Risoluzione per la quantificazione di migliaia di metaboliti, quali prodotti finali dell’espressione
genica e proteica. Tale approccio integra informazioni sui processi biologici di malattia,
consentendo la valutazione di come stimoli, farmaci, stress e malattie alterino le impronte
chimiche dei processi cellulari.

Nell’ambito delle collaborazioni attivate i risultati ottenuti hanno principalmente riguardato:
Oncologia: sono stati pubblicati dati relativi a K colon, K mammella e K prostatico analizzando le
modificazioni a carico del proteosoma e dei pattern di fosforilazione.

Immunologia: sono stati prodotti dati significativi relativi agli effetti indotti da citochine
principalmente nei meccanismi di presentazione dell’antigene via HLA di classe | nelle cellule
tumorali.

Nefrologia: sono stati pubblicati dati relativi alle caratteristiche del proteoma urinario in
condizioni fisiologiche e le sue modificazioni in corso di patologie nefrologiche
inflammatorie/autoimmuni.

Oncoematologia: sono stati prodotti molti dati preliminari relativi allo studio del proteoma in
corso di trapianto di CSE nel modello aploidentico.

Reumatologia: sono stati prodotti molti dati preliminari relativi allo studio del proteoma nei
pazienti affetti da sindromi auto-inflammmatorie sistemiche (SAID).
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