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Titolo del progetto: Sviluppo di modelli preclinici di patologia: modelli animali 
 
 
Abstract dei risultati ottenuti: 
L’obiettivo principale di questo progetto è lo sviluppo e la caratterizzazione di modelli 
animali preclinici di patologie prevalentemente oncologiche, al fine di: i) caratterizzare in 
vivo le dinamiche tumorali; ii) indagare l’influenza del microbiota intestinale nella 
progressione della neoplasia, nella risposta ai farmaci e, di conseguenza, nella 
sopravvivenza dell’animale; iii) determinare l’effetto di trattamenti farmacologici in 
popolazioni tumorali con specifiche mutazioni genetiche; iv) valutare l’efficacia di terapie 
mirate nell’ambito della medicina di precisione. Nell’ambito delle ricerche sui tumori 
cerebrali (ossia il glioblastoma IDH1 wild-type), sul tumore del colon-retto, del pancreas, 
della mammella e su una rara forma di leucemia (T-ALL), sono stati sviluppati modelli in 
vivo specifici. In particolare, sono stati realizzati modelli xenogenici tramite patient-derived 
tumor xenografts (PDX) in animali immunocompromessi, mediante iniezione cellulare 
secondo protocolli sottocutanei, endovenosi e ortotopici, pienamente in linea con le 
finalità progettuali. I successivi paragrafi illustrano in modo articolato i diversi filoni di 
ricerca condotti nei modelli oncologici, immunologici e neurobiologici, evidenziando come 
l’approccio integrato basato su modelli animali, microbiota e terapie mirate abbia 
permesso di ottenere risultati coerenti e complementari nell’ambito della caratterizzazione 
preclinica. 
 
1) Sviluppo di modelli ortotopici di glioblastoma e ruolo del microbiota intestinale 
Nel contesto delle ricerche dedicate ai tumori solidi, con particolare attenzione al 
glioblastoma multiforme (GBM), sono state svolte attività di isolamento, stabilizzazione e 
caratterizzazione di linee staminali tumorali (CSCs) ottenute da materiale post-operatorio 
di pazienti. Questo lavoro ha permesso di ottimizzare un protocollo per la generazione di 
modelli murini ortotopici, fondamentali per studiare i meccanismi che determinano 
l’elevata aggressività, la farmacoresistenza del GBM e lo sviluppo di nuove terapie. 
L’utilizzo del modello ortotopico, basato sull’inoculo intracerebrale di CSCs derivate da 



  

pazienti, si è rivelato cruciale in quanto solo in vivo è stato possibile osservare differenze 
significative nella capacità tumorigenica, nella diffusione infiltrativa e nella letalità 
associate ai diversi sottotipi di CSCs, riflettendosi nei dati di sopravvivenza animale e 
consentendo una chiara distinzione funzionale tra i sottotipi. Questo sistema sperimentale 
ha inoltre fornito una piattaforma clinicamente rilevante per valutare l’efficacia di nuove 
combinazioni terapeutiche, dimostrando il loro potenziale nel ridurre l’invasività e la 
progressione tumorale. 
E’ inoltre in fase di avvio uno studio che include l’analisi del ruolo della disbiosi intestinale 
nel GBM. A tal fine verranno esaminate anche le feci dei topi trapiantati con CSCs di 
diversi sottotipi, per verificare l’eventuale associazione tra profili microbici e 
comportamento tumorale, con l’obiettivo di definire una firma microbica peculiare del 
GBM da integrare con i dati trascrittomici. 
 
2) Modelli murini per tumore del pancreas, disturbi neuropsichiatrici e malattie 
neurodegenerative: interazione tra infiammazione, metabolismo e microbiota 
Nell’ambito dello studio del cancro del pancreas, abbiamo generato un modello animale in 
cui abbiamo testato gli effetti antinfiammatori e antitumorali del butirrato, un prodotto della 
fermentazione batterica delle fibre. Abbiamo osservato che la somministrazione del 
butirrato, da solo o combinato al trattamento chemioterapico a base di gemcitabina, ha 
ridotto significativamente la stromatogenesi associata al tumore, ha preservato l'integrità 
della mucosa intestinale, ha influenzato la composizione del microbiota fecale 
aumentando i batteri produttori di acidi grassi a catena corta e riducendo alcuni 
microrganismi pro-infiammatori, e ha inoltre migliorato le alterazioni a livello sierico di 
alcuni marcatori di danno renale ed epatico. 
In uno studio successivo, abbiamo implementato due modelli murini di cancro del 
pancreas (che esprimevano rispettivamente una forma wild-type e mutata del gene 
KRAS), in cui abbiamo indagato gli effetti di una specifica miscela di probiotici 
somministrata da sola o in combinazione con trattamento chemioterapico a base di 
gemcitabina + nab-paclitaxel. Abbiamo osservato che la miscela di probiotici ha ridotto la 
stromatogenesi associata al tumore, ha contrastato la disbiosi indotta da chemioterapia 
ripristinando ricchezza microbica e batteri benefici produttori di acidi grassi a catena 
corta, ha migliorato gli effetti collaterali della terapia alleviando i danni intestinali e 
migliorando la conta ematica.  
Nell’ambito di uno studio sui disturbi dello spettro autistico, è stato generato un modello 
animale inducendo l’attivazione immunitaria materna (MIA), nota come fattore di rischio 
per questi disturbi, ed abbiamo caratterizzato gli effetti di tale attivazione sul 
comportamento, sulla neuroinfiammazione e sul microbiota intestinale della prole. Nella 
prole sottoposta a MIA abbiamo osservato significative alterazioni comportamentali e 
cambiamenti in specifici gruppi tassonomici del microbiota intestinale che ricapitolano 
quelli osservati nei bambini con disturbi dello spettro autistico.  
Nell’ambito di uno studio murino riguardante l’atassia di Friedreich, una malattia 
neurodegenerativa in cui un aumento dell'adiposità viscerale, dell'infiammazione e 
dell’aumentato rischio di diabete ne peggiorano la prognosi, abbiamo osservato una 
riduzione di batteri produttori di butirrato nel microbiota intestinale. Pertanto, abbiamo 
indagato gli effetti di una dieta arricchita in butirrato in questi animali, osservando una 
riduzione delle anomalie a livello del tessuto adiposo bianco viscerale ed una riduzione 
delle caratteristiche metaboliche simil-diabetiche. 
Nell’ambito di uno studio in vivo volto a indagare il ruolo della tossina Cytotoxic 
Necrotizing Factor 1 (CNF1) di Escherichia coli, abbiamo osservato che la 
somministrazione intrarettale ripetuta di CNF1 induce la formazione di foci criptici 
aberranti e displastici e la formazione di adenomi colorettali in un modello di malattia 
infiammatoria intestinale. Questi effetti sono accompagnati da un aumento 
dell'infiltrazione neutrofila nel tessuto del colon, da un ambiente misto di citochine pro-
infiammatorie e anti-infiammatorie e dalla modulazione pro-tumorale del microbiota 



  

fecale. 
 
3) Modelli PDX di leucemia linfoblastica acuta T e validazione in vivo di nuovi target 
molecolari 
Nel triennio 2022–2024, nell’ambito della leucemia linfoblastica acuta a cellule T (T-ALL), 
neoplasia ematologica aggressiva che origina dalla trasformazione maligna di progenitori 
linfocitari T bloccati in fasi precoci della differenziazione, l’attività in vivo ha rappresentato 
un elemento centrale per validare i risultati ottenuti mediante approcci trascrittomici, 
funzionali e immunofenotipici in vitro. In particolare, modelli di xenotrapianto in topi 
immunocompromessi (principalmente ceppi NSG) sono stati utilizzati per valutare il ruolo 
di specifici pathway oncogenici, recettori di superficie e microRNA nella progressione di 
popolazioni leucemiche umane arricchite in cellule staminali leucemiche (LSC). Per la 
generazione di modelli xenograft (PDX), le cellule leucemiche derivate da pazienti affetti 
da T-ALL sono state purificate direttamente da sangue periferico o midollo osseo e 
successivamente inoculate senza alcuna espansione preliminare, consentendo di 
riprodurre fedelmente l’eterogeneità e l’aggressività della malattia umana. L’analisi dei 
modelli murini ha confermato il ruolo di segnali intracellulari - tra cui vie di segnalazione 
mediate dai recettori NOTCH1 e β-catenina - nel sostenere la crescita leucemica, 
promuovere la chemioresistenza e mantenere comparti staminali leucemici. I risultati 
ottenuti in vivo supportano l’identificazione di nuovi target terapeutici e forniscono una 
base solida per lo sviluppo di strategie immunoterapiche avanzate, incluse piattaforme 
CAR-T dirette contro marcatori cellulari selettivi, la cui efficacia sarà ulteriormente 
valutata in combinazione con trattamenti antitumorali convenzionali. 
 
4) Ruolo dei microRNA nella progressione e metastatizzazione del tumore alla mammella 
Nell’ambito dello studio PORTENT, incentrato sul tumore metastatico alla mammella, gli 
esperimenti in vivo sono stati progettati per investigare il potenziale ruolo dei microRNA 
(miRNA) miR-3916 e miR-3613-5p nella regolazione delle fasi iniziali della formazione 
tumorale e nella loro capacità di diffusione verso organi distanti. La letteratura scientifica 
indica che le cellule di carcinoma mammario triple negative MDA-MB-231 possiedono una 
spiccata capacità di metastatizzazione spontanea in modelli murini, rendendole un 
modello consolidato per lo studio della progressione tumorale e della formazione di 
metastasi. In una fase preliminare del progetto, questa capacità metastatica è stata 
confermata e sono stati definiti i parametri ottimali per l’inoculo cellulare, in modo da 
ottenere una diffusione tumorale sistemica riproducibile. Nel primo set sperimentale, sono 
stati iniettati 3 milioni di cellule/mL di cloni stabili nel grasso mammario di topi 
immunodeficienti NOD.CB17-Prkdcscid IL2rgtm1/Bcgen (NSG). Questo approccio ha 
consentito la formazione di un nodulo tumorale primario e la comparsa di metastasi 
epatiche e polmonari entro 8 settimane dall’inoculo, confermando l’affidabilità del modello 
per studiare sia la crescita primaria che la disseminazione metastatica. Successivamente, 
sono stati generati cloni stabili di cellule MDA-MB-231 che sovraesprimono miR-3916 e 
miR-3613-5p, che saranno utilizzati nei prossimi mesi per valutare l’effetto della 
sovraespressione di questi microRNA sulla formazione del nodulo primario e sulla 
comparsa di metastasi. Questi studi permetteranno di determinare in modo più dettagliato 
il ruolo dei miRNA nella progressione tumorale, nella capacità metastatica e nello 
sviluppo delle metastasi a distanza, contribuendo a identificare potenziali target 
terapeutici per il trattamento dei tumori mammari aggressivi. 
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