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ABSTRACT

INTRODUCTION: The tumor microenvironment is known to be complex, both in
its content and dynamic nature, which is difficult to study using two-dimensional
(2D) cell culture models; in contrast, 3D cell models are able to confer new
predictive relevance to in vitro tumor models. In particular, the 3D tumor spheroid
model is believed to better resemble the complexity of tumor associated with drug
resistance than the 2D model. Recent advances in 3D printing techniques and
suitable biomaterials have offered new promise in the development of 3D tissue
cultures. 3D bioprinting is a new approach that offers high reproducibility and
precise control of 3D printed structures. The substrate used for printing is the
combination of sodium alginate and gelatin that provides an excellent hydrogel.
MATERIALS AND METHODS: This Ph.D. project aims to evaluate treatment
sensitivity to Src inhibitors in two different tumor lines, DU145 prostate cancer
cells and U87 glioblastoma cells, cultured in a 3D spheroid model and a 3D
bioprinting model. The compounds in question are dasatanib and two pyrazole [3,4-
d] pyrimidine inhibitors: si306 and PD1-si306 (pro-drug of si306).

RESULTS: DUI145 and U87 were able to proliferate in three-dimensional
bioprinted alginate/gelatin structures for two weeks, forming spheroidal aggregates.
Treatment with dasatinib showed that cells cultured with the 3D bioprinting model
were more resistant to drug toxicity, comparable to the behavior observed in the 3D
spheroid model, than the corresponding cells cultured in 2D. In contrast, spheroids
treated with s1306 and PD1 showed less resistance, compared with the bioprinting
model. Analysis of the cells from the 3D bioprinting structures allowed us to
hypothesize that the resistance to these inhibitors, depends on poor drug
penetration, a phenomenon also reported in spheroids in some cases.
CONCLUSIONS: The 3D bioprinted model utilizing alginate/gelatin hydrogel was
demonstrated to be a suitable model in drug screening when spheroid growth is
required, offering advantages in feasibility and reproducibility, compared to the

classical 3D spheroids model



INTRODUZIONE

1.1 La Tirosin-chinasi Src

Le tirosin-chinasi sono una famiglia di enzimi ad attivita chinasica capaci, in
risposta a stimoli esterni ed interni alla cellula, di fosforilare residui di tirosina in
proteine bersaglio, usando ATP; questa modifica covalente post-traduzionale ¢
essenziale per la comunicazione cellulare ed il mantenimento dell’omeostasi
cellulare. In condizioni normali, I’attivita delle tirosin-chinasi & strettamente
regolata, in maniera da mediare diversi processi biologici, quali la crescita, il
differenziamento cellulare, il metabolismo, la migrazione e 1’apoptosi [1]. Ma
I’attivazione costitutiva conferisce a questi enzimi uno status di oncoproteine, che
indirizza la cellula verso una progressione neoplastica.

Src ¢ una proteina di 60 kDa e rappresenta il membro pitt ampiamente studiato delle
tirosin chinasi della famiglia Src (SFK), essendo frequentemente sovraespresso in
molti tumori. La tirosin-chinasi Src ¢ stata oggetto di indagini per decenni. Questi
studi derivano dal lavoro sul virus del sarcoma di Rous, un virus del tumore del
pollo. Tale virus venne scoperto, nel 1911, da Francis Peyton Rous, il quale riusci
a purificare una sostanza dai polli che in seguito si dimostro essere appunto un virus
che causa il sarcoma (virus del sarcoma di Rous) [2]. L'oncogene responsabile ¢
stato chiamato v-Src [3,4]. Nel 1966 a Rous ¢ stato conferito il premio Nobel per la
sua rivoluzionaria scoperta che un virus puo causare il cancro [5]. Nel 1976, Bishop
e Varmus scoprirono un gene correlato ai polli, che mostrava una sorprendente
somiglianza con v-Src. Questa controparte cellulare normale ¢ nota come c-Src o
Src (I'omologo cellulare nell'uomo, nei polli e in altri animali), codificata da un gene
fisiologico ed ¢ stato il primo protoncogene ad essere identificato. La sua scoperta
ha portato al premio Nobel per la medicina nel 1989 [4]. Src ¢ stato anche il primo
prodotto genico scoperto ad avere un'attivitd intrinseca della proteina tirosina
chinasi [6]. L'attivita incontrollabile di v-Src ¢ attribuita alla mancanza della coda
regolatrice C-terminale, nonché a diverse mutazioni puntiformi nella sua sequenza
amminoacidica. Il gene Src umano codifica per una proteina di 536 amminoacidi,

invece, il gene Src del pollo codifica per una proteina di 533 residui. I tre

4



amminoacidi aggiuntivi nell'uvomo sono inseriti vicino alla regione N-terminale.
L'oncogene virale del pollo contiene 7 amminoacidi in meno rispetto al suo

protoncogene fisiologico.

Le SFK sono una grande classe di chinasi non recettoriale che controllano piu vie
di segnalazione nelle cellule animali, la cui attivazione ¢ necessaria per il segnale
mitogenico di molti fattori di crescita, ma anche per l'acquisizione del fenotipo
migratorio e invasivo. Infatti, ¢ stato dimostrato che l'attivazione oncogenica degli
SFK gioca un ruolo importante nei tumori solidi; promuovendo la crescita del
tumore e la formazione di metastasi ed € per questo motivo che rappresentano la
classe piu rappresentativa di proteine mirate nella terapia antitumorale [7]. Le
tirosin-chinasi possono essere suddivise in due gruppi: tirosin-chinasi recettoriali
(RTK) e tirosin-chinasi non recettoriali (nRTK). Le RTK sono recettori di
membrana con attivita tirosin-chinasica, infatti sono costituiti da un dominio
extracellulare per I’interazione con il ligando, una sequenza trans-membrana ed un
dominio chinasico intracellulare. L’interazione del ligando con la porzione
extracellulare del recettore ne determina la dimerizzazione. Tale evento promuove
I’attivazione della chinasi mediante auto-fosforilazione del dominio catalitico
permettendo la trasduzione del segnale all’interno della cellula. Le nRTK, invece,
sono molecole trasduttrici del segnale prive della porzione extracellulare e trans-
membrana e possono essere legate direttamente o indirettamente ai recettori tirosin-
chinasici, recettori accoppiati a proteine G, recettori steroidei, trasduttori di segnale
e attivatori di trascrizione e molecole coinvolte nell'adesione e migrazione
cellulare. Queste interazioni portano a una vasta gamma di funzioni biologiche, tra
cui proliferazione, crescita cellulare, differenziamento, motilita, migrazione,
angiogenesi e sopravvivenza cellulare.

Le nRTK rappresentano una grande famiglia di enzimi citosolici. Tale famiglia ¢
composta da 11 membri altamente omologhi: Src (Rous sarcome) Blk (B-lymphoid
tyrosine kinase), Fgr (gardner-rasheed feline sarcoma), Fyn (protoncogene
tyrosine-protein kinase Fyn), Frk (Fyn-related kinase), Hck (hematopoietic cell
kinase), Lck (lymphocyte specific kinase), Lyn (tyrosine-protein kinase Lyn), Yes
(yamaguchi sarcoma), Yrk (Yes-related kinase), and Srms (Src-related kinase
lacking C-terminal regulatory tyrosine and N-terminal myristylation sites) [8,9].

Degli 11 membri delle SFK, Src, Fyn e Yes sono implicati nella tumorigenesi e
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nella formazione di metastasi [10]. Infatti, Src, Fyn, Yes, ma anche Frk sono
ampiamente espressi in una varieta di tessuti mentre per Blk, Fgr, Hck, Lck e Lyn
l'espressione proteica € piu ristretta nei tessuti, con una prevalenza nelle cellule di
origine ematopoietica [11]. Yrk, invece, ¢ stato descritto solo nel pollo adulto ed ¢
stato rilevato nelle cellule ematopoietiche, nel cervelletto, ma anche nella milza, nei
polmoni e nella pelle [12]. Nei tumori solidi, ¢ stata osservata un'aumentata
espressione di molti membri della famiglia. Anche per i membri che sono espressi
principalmente nelle cellule ematologiche normali, € stata frequentemente riportata

una presenza nei tessuti tumorali non ematologici (Tabella 1) [13,14].

Src Ubiquitous SrcA 20911
Brain, endocrine tissues,
Fyn female tissues, SrcA 621
hematopoietic cells, liver
Yes Ubiquitous SrcA 18q2
Hek Hematopoietic cells, SreB 20q11
lung
Lck Hematopoietic cells SrcB 1p35
Lyn Ubiquitous SrcB 8q13
Blk Hematopoietic cells, Other 8p22
lung
Frk Ubiquitous Other 621
yrk Neural, h.ematopmetlc Other 1p36
tissues
Far Hematopoietic cells, Other 1p36
lung
Gastrointestinal |
S astroin .es inal, male Sl 20413
tissue

Tabella 1. Le chinasi della famiglia Src. Tratto e modificato da Src Family Kinases as
Therapeutic Targets in Advanced Solid Tumors: What We Have Learned so Far. Cancers
(Basel). 2020 Jun 2,12(6):1448.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7352436/#B5-cancers-12-01448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7352436/#B9-cancers-12-01448

1.1.1 La struttura della Tirosin-chinasi Src

Gli SFK mostrano una grande sequenza e somiglianza strutturale. La sequenza piu
variabile tra gli SFK ¢ localizzata nel “dominio unico” che collega i domini SH3 e
SH4, ma al quale solo in pochi casi ¢ stato assegnato uno specifico ruolo regolatorio
[15]. Src ¢ composto da diversi domini funzionali, connessi da una singola catena
proteica [16]. Presenta una struttura conservata che include una regione N-
terminale, una porzione di acido miristico attaccata al dominio SH4, il dominio
unico, il dominio SH2 e SH3, un dominio linker, il dominio SH1 (dominio
catalitico) che contiene il sito attivo della chinasi e, infine, una breve coda C-
terminale che contiene una Tyr in posizione 527 (in c-Src) (Figura 1).

Durante la biosintesi, la metionina ammino-terminale ¢ rimossa e la glicina
ammino-terminale risultante diventa miristoilata in seguito ad una reazione con il
miristoil-CoA. La miristoilazione facilita l'associazione di Src alla superficie

interna della membrana cellulare [17].

Y416 Y527
Unique s . c
N SH4 7 SH3 SH2 SH1 (Kinase Domain)
Domain
Myristoylation SH2-Kinase Autophosphorylation
site Linker site

Figura 1. Struttura dei domini della tirosin-chinasi Src. Src é composto da una sequenza
di miristoilazione N-terminale (Myr) attaccata al dominio SH4, un dominio unico seguito
dai domini SH3 e SH2, una regione linker, un dominio catalitico (dominio SHI) che
contiene Tyr416 e un dominio C-terminale che contiene Tyr527. Tratto da The importance

of Src signaling in sarcoma. Oncol Lett. 2015 Jul; 10(1):17-22.

Laregione N-terminale contiene una porzione di acido miristico a 14 atomi di carbonio

essenziale per la localizzazione sulla superficie interna della membrana cellulare.



Questa porzione ¢ attaccata al dominio SH4 (Src Homology 4) il quale include i primi
16 residui amminoacidici ed ¢ responsabile dell'interazione delle SFK con le
membrane cellulari. E noto che le SFK sono localizzate sul lato citosolico della
membrana plasmatica, anche se possono essere associate a endosomi, vescicole

secretorie, apparato di Golgi, mitocondrio € membrana perinucleare [18].

Il dominio unico, formato da 40-70 residui, € diverso tra i diversi membri della
famiglia Src, si ritiene infatti che fornisca funzioni e specificita uniche a ciascun

membro.

Il dominio SH3 (Src Homology 3), costituito da 50-60 residui amminoacidici, ¢ in
grado di legare sequenze ricche di prolina, in particolare quelle che portano il motivo
PXXP, facilitando interazioni SFK-substrato o interazioni intramolecolari coinvolte
nel controllo dell’attivita enzimatica, dell’interazione con i substrati e della
localizzazione sub-cellulare. [19]. Il dominio presenta una struttura a 3 barile con 5
foglietti antiparalleli e 2 loops denominati RT e n-Src. Quest’ultimi si trovano alla fine
di una superficie ricca di amminoacidi aromatici ed idrofobici che delimita la regione
di riconoscimento del motivo PXXP presente nella proteina partner. L’interazione
mediata dal dominio SH3 con la sequenza PXXP della proteina partner ¢ a bassa
affinita tanto che variazioni della sequenza amminoacidica del dominio possono

aumentare o diminuire 1’affinita di legame con il substrato.

Il dominio SH2 (Src Homology 2) ¢ costituito da circa 100 residui aminoacidi e
modula anch’esso, mediante interazione proteina-proteina, 1’attivita catalitica o il
riconoscimento dei substrati. Il dominio ha una struttura a foglietto B centrale e 2

singole a eliche ai lati di quest’ultimo.

I1 dominio linker € coinvolto nel legame intramolecolare con il dominio SH3.

Il dominio SH1 (Src Homology 1), chiamato anche dominio catalitico, € costituito da
circa 260 amminoacidi ed ¢ responsabile dell’attivita enzimatica. SH1 presenta una
struttura bilobata comune a tutte le Ser/Thr e Tyr-chinasi, con un piccolo lobo N -

terminale (costituito dai residui 267-337) e un grande lobo C-terminale (costituito dai



residui 341-520), collegati da una catena flessibile, denominata regione cerniera
(Figura 2).

Il lobo N-terminale (o piccolo lobo) ¢ costituito da 5 foglietti B ed una singola a elica
(chiamata anche elica C); invece, il lobo C-terminale (o grande lobo) ¢ costituito
prevalentemente da a eliche. Il piccolo lobo € coinvolto primariamente nell’ancoraggio
e nell’orientamento dell’ ATP. Il legame con il nucleotide fosfato ¢ coordinato in parte
da una zona ricca in glicina detta G-loop (¢ comunemente chiamata anche P-loop dove
P indica il gruppo fosfato dell’ATP). Il grande lobo, invece, ¢ coinvolto nel legame
con il substrato e contiene il sito di attivazione nel quale ¢ presente la Tyr416, la cui
fosforilazione determina la completa attivazione dell’enzima. Nella fessura tra i due
lobi si trova il sito catalitico dove avviene il trasferimento del fosfato dall’ATP al
substrato. I due lobi si muovono 1'uno rispetto all'altro e possono aprire o chiudere la
fessura del sito attivo tale da promuovere o inibire [’attivitd enzimatica. La
conformazione aperta della proteina ¢ necessaria per consentire l'accesso di ATP al
sito catalitico e il rilascio di ADP; la conformazione chiusa, invece, ¢ necessaria per
portare i residui allo stato cataliticamente attivo.

Nel core catalitico si trovano diversi residui amminoacidi altamente conservati: la
Lys295 implicata nella formazione di legami ionici con i fosfati o e § dell’ATP;
1’Asp386, chiamato anche base catalitica, ¢ responsabile dell’orientazione dei gruppi
tirosinici del substrato ed ¢ un accettore di protoni da parte della Tyr che deve essere
fosforilata facilitando 1’attacco nucleofilo del fosforo y dell’ATP. Un altro residuo
fondamentale che si trova nel loop di attivazione del grande lobo ¢ I’ Asp404, il quale
lega gli ioni Mg2+ che coordinano i fosfati B e y dell’ATP [16, 20]. La transizione
dalla forma inattiva a quella attiva della chinasi ¢ definita da modifiche
conformazionali per cui a-elica C ruota e facilita la formazione del ponte salino tra la
Glu310 e la Lys295, tanto che quest’ultima puo cosi coordinare al meglio le molecole
di ATP. Il loop di attivazione, invece, assume una forma piu distesa permettendo ai
substrati di inserirsi nel sito attivo ed alla Tyr416 di essere fosforilata stabilizzando la

chinasi in conformazione attiva [17, 20].



Small lobe

S

Figura 2. Rappresentazione a nastro della struttura di Src umana. 1l loop di attivazione é tra
i due lobi della chinasi e sequestra la Tyr416. Tratto da Biochem Biophys Res Comm, 2004.
324: 1155-1164.

La regione C-terminale ¢ costituita da circa 15-17 residui amminoacidici e contiene
una Tyr in posizione 527 (in c-Src) altamente conservata in tutte le SFK. La Tyr527 ¢
un’importante sito regolatorio in quanto la sua fosforilazione determina dei
cambiamenti conformazionali dovuti all’interazione intramolecolare della pTyr527
con il dominio SH2, tali da inattivare la chinasi. Nell'enzima inattivo, né il dominio

SH2 né SH3 sono facilmente accessibili ai ligandi esterni.

1.2 La regolazione dell’attivita di Src

Esistono diversi modi in cui l'attivita di Src puo essere regolata e ognuno di questi
potrebbe contribuire alla sua attivazione nelle cellule tumorali. L'attivita di Src ¢
regolata, a livello cellulare, dallo stato di fosforilazione di due residui chiave di
tirosina e dalle interazioni con i ligandi mediate dai suoi domini regolatori, che

stabilizzano la chinasi in conformazione attiva o inattiva. La forma chiusa (inattiva)
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e la forma aperta (attiva) delle SFK esistono in un dinamico equilibrio (Figura 3).
Nella configurazione inattiva, il dominio SH2 lega la Tyr527 fosforilata nel
dominio C-terminale, mentre il dominio SH3 interagisce con il dominio linker sul
retro del dominio catalitico, promuovendo cosi una conformazione chiusa che
impedisce l'interazione con i substrati. Nella configurazione attiva, la Tyr527 ¢
defosforilata e i domini SH2 e SH3 sono rilasciati da interazioni intramolecolari e
quindi disponibili per il legame con partner molecolari eterologhi; questa
conformazione aperta permette anche 1’auto-fosforilazione di Tyr416. All’auto-

fosforilazione se consegue 1’attivazione dell’enzima.

Basal activity Activated kinase

Y527
SH2-

binding 4
ligand  Dephosphorylation

-

R

Figura 3. Rappresentazione dell attivazione della tirosina chinasi Src. 1l pannello di
sinistra rappresenta la conformazione chiusa (inattiva) di Src in cui Tyr527 interagisce
con il dominio SH2, posizionando il dominio SH3 per interagire con il linker tra SH2 e
domini catalitici. 1l pannello centrale illustra i diversi meccanismi coinvolti
nell'attivazione di Src e il pannello di destra rappresenta la conformazione aperta (attiva).

Tratto da Nat Rev Mol Cell Biol 2001;2:467-475.
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1.2.1 Regolazione di Src da parte di Csk e Chk

La fosforilazione della Tyr527 e di conseguenza I’inattivazione dell’enzima ¢
determinata dall’azione di due tirosin-chinasi: Csk (C-terminal Src kinase) e il suo
omologo Chk (Csk-homologous kinase) [21]. Strutturalmente sono simili alle SFK,
mancano pero del sito di acilazione nella regione N-terminale, del sito di auto-
fosforilazione nel dominio catalitico e della tirosina inibitoria nel segmento C-
terminale. Queste tirosin-chinasi sono principalmente localizzate nel citosol e
poiché le SFK sono ancorate alle membrane, 1’azione di inibizione di Csk e Chk
sara legata alla loro capacita di traslocare, interagendo con proteine di membrana o
con adattatori mediante i loro domini regolatori SH3, SH2 e dominio catalitico.
Mentre Csk ¢ ubiquitariamente espressa, I'espressione di Chk ¢ limitata al seno, alle
cellule ematopoietiche, ai neuroni e ai testicoli [17].

Csk agisce sopprimendo l'attivita di Src, mediante la fosforilazione dei residui di
tirosina, situati all’estremita C-terminale. Chk, invece, oltre a inattivare Src
mediante fosforilazione catalitica, forma un complesso inibitorio non covalente con
I’enzima e di conseguenza l'associazione di Chk con la forma attivata di Src inibisce
la sua attivita chinasica. L'azione di Chk prevale quindi su quella di Src. Chk puo
anche legarsi a Src non fosforilato e prevenirne 1'autofosforilazione.

La chinasi Csk rappresenta il principale regolatore negativo di Src e in condizioni
basali in vivo, il 90-95% di Src ¢ fosforilato nella Tyr527. L'importanza di tale
fosforilazione nel meccanismo di inibizione dell'attivita dell’enzima ¢ suggerita da
evidenze sperimentali in cui i mutanti di Src presentano una costitutiva attivita

basale associata alla trasformazione oncogenica [22].

1.2.2 Regolazione dell'attivita di Src da parte delle fosfatasi

La destabilizzazione della forma chiusa dell’enzima ¢ determinata da diversi fattori:
la defosforilazione della coda C-terminale, come anche la delezione o la mutazione
di tale regione; la destabilizzazione delle interazioni intramolecolari di SH2 e SH3
dipendenti mediante 1’ausilio di ligandi esterni; 1’autofosforilazione della Tyr416

[23]. Ci0 che ne consegue ¢ I’attivazione dell’enzima.
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Differenti protein tirosina fosfatasi (PTP) sono coinvolte nel meccanismo di
defosforilazione della coda C-terminale e di conseguenza sono responsabili della
regolazione della sua attivita chinasica. Nella conformazione aperta, infatti, i residui
inibitori della tirosina sono accessibili alla fosfatasi e la defosforilazione coincide
con la distruzione di tutte le interazioni intramolecolari e la fosforilazione del sito
di attivazione che induce una completa attivazione della chinasi.

In letteratura sono descritte diverse tirosin-fosfatasi implicate nel meccanismo di
defosforilazione delle SFK in vari sistemi cellulari: (i) tyrosine-phosphatase 1B
(PTP1B), (ii) tirosin-fosfatasi transmembrana CD45 e (iii) tirosin-fosfatasi
contenenti due domini SH2 in tandem SHP-1 e SHP-2.

La PTP1B ¢ stata la prima tirosin-fosfatasi identificata. Essa ¢ ubiquitariamente
espressa ed ¢ sovraregolata in molti tumori solidi umani. Inoltre, ¢ responsabile
della defosforilazione di Tyr527 e quindi della successiva attivazione di Src e cid
che ne consegue ¢ I'aumento dell’insorgenza dei tumori [24, 25].

La CD45, presente sulla membrana plasmatica e abbondantemente espressa in tutte
le cellule nucleate di origine emopoietica, ¢ la pit importante fosfatasi che attiva le
SFK, in seguito alla defosforilazione della coda C-terminale [26, 27].

Le SHP-1 e SHP-2, invece, sono due tirosin-fosfatasi localizzate nel citosol
contenenti due domini SH2 al lato N-terminale ed un dominio catalitico nella coda
C-terminale [28]. SHP-1 ¢ presente principalmente nelle cellule di origine
ematopoietica, invece, SHP-2 ¢ ubiquitariamente espresso. Benché siano
strutturalmente correlate, SHP-1 e SHP-2 svolgono diversi ruoli nella trasduzione
del segnale: mentre SHP-1 ha effetti di tipo inibitorio, ¢ infatti coinvolta nella
defosforilazione e quindi nell'attivazione di Src, SHP-2 ¢ coinvolta nella
trasduzione del segnale che determina attivazione cellulare [29]. SHP-2 puo
regolare 1'attivita di Src con differenti modi: mediante un meccanismo enzimatico
che coinvolge la defosforilazione della coda C-terminale e un meccanismo non
enzimatico legato al reclutamento di Csk nella membrana plasmatica. In questo
caso, SHP-2 catalizza la defosforilazione della proteina PAG (phosphoprotein
associated with glycosphingolipid-enriched microdomainsfosfo), che a loro volta
non ¢ in grado di reclutare Csk.

La defosforilazione della proteina PAG coincide quindi con la mancata
localizzazione alla membrana di Csk che non ¢ quindi in grado di defosforilare la

Tyr527 e di conseguenza vi € I’incapacita di inibire le SFK [30].
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Poiché Iattivita di Src ¢ finemente regolata nelle normali condizioni cellulari, una
modifica dei meccanismi che la governano pud determinare una costitutiva

attivazione dell’enzima, che pud quindi portare all’insorgenza del cancro.

1.3 Il ruolo di Src nella trasduzione del segnale

Il dominio SH3 consente I'associazione con 1 filamenti di actina che guidano la
traslocazione delle SFK verso la periferia cellulare dove possono interagire con altri
partner molecolari, consentendo due importanti eventi di trasduzione: (i)
segnalazione dai recettori del fattore di crescita, che influenza principalmente la
crescita cellulare, (i) segnalazione dai recettori di adesione incluse integrine ed E-
caderina, che regolano principalmente le funzioni del citoscheletro [31]. Src quindi
¢ attivato dalla stimolazione di varie molecole di superficie come i recettori della
membrana plasmatica, tra cui il recettore tirosina chinasico (RTK) e le integrine.
Una volta attivato, ¢ il punto di partenza di diverse cascate biochimiche che
propagano i segnali generati extracellulari lungo le vie di trasduzione intracellulare
interconnesse (Figura 4). Src, non solo promuove la crescita delle cellule tumorali,
ma ¢ anche coinvolto nel controllo dell'adesivita e della migrazione, funzionando
come una molecola chiave che regola i1 percorsi di trasduzione del segnale innescati
dalle molecole di superficie [32].

Come bersagli a valle del recettore RTK, Src influenza la proliferazione cellulare
attraverso la via Ras/ERK/MAPK e regola l'espressione genica e l'angiogenesi
tramite fattori di trascrizione come le molecole STAT.

Src, inoltre, puo attivare la fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K), che porta
all'attivazione della protein chinasi B (AKT) e di conseguenza promuove la
sopravvivenza e la crescita delle cellule tumorali [33].

Src puo interagire anche con le integrine, le quali possono alterare il comportamento
cellulare attraverso il reclutamento e l'attivazione di proteine di segnalazione come
la chinasi di adesione focale (FAK). FAK ¢ un effettore di Src che puo legarsi ai
domini SH e portare all'attivazione della chinasi [34]. In seguito a tale interazione
si forma un complesso a doppia chinasi, denominato il complesso FAK-Src, in

grado di legarsi e fosforilare varie proteine adattatrici, come p130CAS e paxillina
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e di conseguenza si promuove la motilita, 1'adesione e la migrazione cellulare [35].
Studi recenti hanno scoperto che il complesso FAK-Src ¢ attivato in molte cellule

tumorali e genera segnali che portano alla crescita del tumore e alla metastasi.

Figura 4. Vie di trasduzione del segnale mediate da Src. CAS = Crk-associated substrate;
ERK = extracellular signal-regulated kinase; FAK = focal adhesion kinase; IKK = IkB
kinase; IL-8 = interleukin 8; JNK = Jun N-terminal kinase; MAPK = mitogen-activated
protein kinase; MEK = mitogen-activated protein kinase kinase MAPK/ERK kinase;
MLCK = myosin light chain kinase;, NFKB = nuclear factor kB, PI3K =
phosphatidylinositol 3-kinase; RhoGAP Rho GTPase-activating protein;, RTK = receptor
tyrosine kinase; SOS = son of sevenless;, STAT3 = signal transducer and activator of
transcription 3; VEGF = vascular endothelial growth factor. Tratto da The role of Src in
solid tumors. Oncologist. 2009 Jul,; 14(7):667-78
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1.4 Src e la progressione tumorale

In condizioni normali Src regola le attivita di base della cellula, ed ¢ per questo
motivo che ¢ coinvolto nella progressione tumorale, un processo in cui queste
funzioni sono profondamente interrotte. La sua attivazione oncogenica puo indurre
da un lato un aumento della crescita e della sopravvivenza cellulare, che rappresenta
la formazione di massa tumorale e dall'altro pud promuovere la riorganizzazione
del citoscheletro dell'actina e la diminuzione dell'adesione cellula-cellula e della
matrice cellulare, che alla fine facilitano la motilita e l'invasione [36]. In effetti, la
maggior parte delle evidenze suggerisce che Src ha un ruolo predominante nel
mantenimento del fenotipo neoplastico e nella progressione tumorale, piuttosto che
nell'insorgenza o nella crescita del tumore [15]. Durante la progressione tumorale,
l'attivita di Src diventa anormalmente elevata e poich¢ I'attivazione della mutazione
o l'amplificazione di Src sono molto rare nei tumori umani, un alterato controllo
estrinseco della fosforilazione di Src da parte della chinasi o della fosfatasi puo
rappresentare un importante meccanismo di sovraregolazione di Src. L'attivita di
Src ¢ elevata in diversi tipi di cancro umano. Il suo ruolo nella progressione, nel
mantenimento e nella sopravvivenza del tumore ¢ stato associato a diversi tumori
solidi ed ematologici, come il tumore al colon, mammella, polmoni, fegato,
prostata, pancreas, glioblastoma multiforme (GBM), neuroblastoma (NB),
leucemia mieloide cronica e linfomi.

Dato il coinvolgimento di Src nella migrazione e nell'invasione del cancro,
rappresenta un bersaglio promettente per gli stadi avanzati della progressione
tumorale, suggerendo cosi 1'uso ottimistico degli inibitori di tale enzima negli studi

clinici [37].

1.5 Inibitori di Src

Sono stati sviluppati e testati, in modelli preclinici, diversi inibitori di Src e molti

di essi hanno raggiunto con successo 1'uso clinico nei tumori ematologici. Sebbene

nei tumori solidi tali composti abbiano costantemente confermato la loro capacita

di bloccare la progressione delle cellule tumorali in diversi modelli sperimentali; il
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loro utilizzo negli studi clinici ha svelato complicazioni inaspettate contro un
utilizzo efficace nei pazienti.

Nelle normali condizioni cellulari esiste una vasta gamma di inibitori che coopera
attivamente all’inattivazione dell’attivita di Src e ciascun dominio dell’enzima
rappresenta un possibile target di inibizione. La funzionalita di Src puo essere
quindi influenzata o inibita mediante 1’'uso di agenti farmacologici in grado di
interagire con i domini o inducendo modificazioni covalenti che possano alterare
’attivita o la localizzazione sub-cellulare della chinasi stessa.

Affinché una molecola sia utilizzata come inibitore/modulatore dell’attivita Src
deve presentare alcuni requisiti: (i) piccole dimensioni, (ii) permeabilita cellulare,
(ii1) elevata specificita o selettivita, (iv) sufficiente potenza da poter competere con
i ligandi endogeni. La specificita degli inibitori deriva dal fatto che i membri
appartenenti ad una stessa famiglia presentano un elevato grado di omologia di

sequenza [38].

I1 lobo N-terminale del dominio catalitico € un importante bersaglio per lo sviluppo
di inibitori di Src in grado di esercitare un meccanismo competitivo nei confronti
dell’ATP. Molti dei composti attivi, naturali o di sintesi, presentano due anelli
aromatici o etero-aromatici che favoriscono in un sistema di interazioni idrofobiche

col sito di legame dell’ ATP delle chinasi.

Tra 1 primi inibitori che sono stati studiati e testati si annovera il Dasatinib (BMS-
354825, Sprycel) (Figura 5). Il Dasatinib ¢ un inibitore competitivo del legame
ATP. Si tratta di una piccola molecola disponibile per via orale che nel 2006 ha
ricevuto l'approvazione della FDA per il trattamento della leucemia mieloide
cronica e della leucemia linfoblastica acuta con il cromosoma Philadelphia positivo.
comprendono Src, BCR-ADbI, c-kit, PDGFR e altri SFK, inclusi Lck, Fyn e Yes, con
IC50 < 1,0 nmol/L [39]. T dati preclinici suggeriscono che il Dasatinib potrebbe
essere efficace anche nei tumori solidi e dal 2009 sono stati pubblicati numerosi
risultati di studi di fase I/II condotti su diversi tipi di cancro [40]. Nonostante gli
incoraggianti risultati preclinici, la convalida clinica di questi dati ¢ stata in gran
parte improduttiva [41]. Inoltre, 1 modelli preclinici disponibili si sono dimostrati

in gran parte inadeguati nella loro capacita predittiva € sono necessarie nuove
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strategie sperimentali che implementino le condizioni del microambiente. Infatti,
l'attivita di SFK dipende strettamente dalla composizione dellECM e un
microambiente mutevole potrebbe avere un forte impatto sulle funzioni di SFK e

quindi sull'efficacia del trattamento.
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Figura 5. Struttura chimica del Dasatinib.

La collaborazione con la prof.ssa Silvia Schenone del Dipartimento di Farmacia
dell’Universita di Genova ci ha permesso lo studio e la sintesi di nuovi inibitori di
Src; questi composti sono 1 derivati pirazolo [3,4-d] pirimidinici e un esempio ¢
dato dal composto Si306 (Figura 6). Si tratta di inibitori competitivi del legame con
I’ATP e sono in grado di attraversare la barriera ematoencefalica [42]. Come
potente inibitore di Src, s1306 induce I'apoptosi e riduce la proliferazione nelle linee
cellulari tumorali in cui I’enzima € sovraespresso o iperattivato, come nel caso del
GBM e del NB [43, 44, 45]. Nonostante sia un composto promettente, sia per la sua
attivita che per le caratteristiche ADME (assorbimento, distribuzione, metabolismo,
escrezione), mostra dei limiti che sono rappresentati dalla sua bassa solubilita in
acqua e dalla sua limitata capacita di essere formulato e somministrato per via
parenterale [46]. Ed ¢ per questo motivo che vengono sviluppati e sintetizzati i
cosiddetti pro-drug, che sono composti caratterizzati da migliori proprieta ADME,
una buona solubilita acquosa e una maggiore capacita di attraversare le membrane
cellulari. Un esempio ¢ dato dal PD1-si306, pro-drug di si306. I pro-drug sono
quindi progettati per migliorare la biodisponibilita, nel momento in cui un farmaco

¢ scarsamente assorbito dal tratto gastrointestinale.
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Figura 6. Struttura chimica di si306

1.6 Modelli cellulari 2D

Lo studio delle patologie neoplastiche ¢ stato condotto per anni principalmente su
sistemi in vitro sviluppati in due dimensioni (2D). Colture di cellule immortalizzate
e adese a supporti di varia natura, sono state usate nella speranza potessero mimare
1 piu complessi sistemi tridimensionali di sviluppo tumorale in vivo. Dal punto di
vista tecnico, le colture cellulari bidimensionali riflettono solo parzialmente il
pattern morfo-molecolare delle cellule tumorali umane e non possono imitare il
microambiente tumorale naturale, a causa della mancanza di comunicazione
cellulare (cellula-cellula) e interazione cellula-cellula e cellula-matrice. Nei sistemi
in vivo, inoltre, lo sviluppo neoplastico differisce significativamente rispetto alle
cellule coltivate in 2D, soprattutto per quanto riguarda la morfologia, la cinetica di
crescita, I’espressione genica ed il grado di differenziamento cellulare [47].
Pertanto, la citotossicita e l'attivita dei farmaci nei modelli di coltura cellulare 2D
spesso non corrispondono completamente a quelle del tessuto in vivo [48].

I modelli 2D rappresentano il metodo piu comune per gli studi del tumore in vitro,
poiché € poco costoso, semplice e riproducibile. Inoltre, offre un ambiente cellulare
ben controllato ed omogeneo che facilita 1’analisi microscopica e sostiene la

proliferazione delle diverse linee cellulari. Tuttavia, questo metodo di coltura
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mostra diverse limitazioni come: proliferazione cellulare non realistica, scarso
differenziamento cellulare, diminuzione della resistenza ai farmaci e risposta
imprecisa a stimoli meccanici o chimici [49]. Di conseguenza questi limiti portano
a forti discrepanze rispetto alle controparti in vivo in termini di proliferazione,
migrazione, morfogenesi, differenziamento cellulare, espressione di geni e
proteine, trasduzione del segnale e reattivita agli stimoli [50, 51]. Ed ¢ per questo
motivo che il modello preclinico 2D ¢ considerato un sistema non ottimale, infatti,
le cellule rispondono in maniera diversa ai farmaci antitumorali quando vengono
coltivate in 2D rispetto al 3D [52].

Per superare questi limiti, i sistemi di coltura tridimensionali (3D) sono sempre piu

sviluppati nella ricerca e sono diventati essenziali per lo studio dei tumori.

1.7 Sferoidi 3D

Il microambiente tumorale ¢ noto per essere complesso, sia nel suo contenuto che
per la sua natura dinamica, che ¢ difficile da studiare utilizzando modelli di colture
cellulari bidimensionali (2D). Al contrario, modelli cellulari tridimensionale come
gli sferoidi, mostrano caratteristiche molecolari peculiari che si discostano dalle
colture in monostrato, ma che si avvicinano maggiormente all’architettura
strutturale del tumore in vivo. Tali modelli, infatti, sono in grado di imitare in modo
piu accurato sia la struttura del tessuto maligno che il suo microambiente, come
anche le risposte fisiologiche, la secrezione di mediatori solubili, I’espressione
genica, 1 modelli e 1 meccanismi di resistenza ai farmaci.

Le cellule tumorali all’interno dello sferoide riproducono la stessa disposizione
concentrica dei tumori, infatti, presentano uno strato esterno proliferativo, uno
strato intermedio quiescente ed un core ipossico e necrotico a causa della limitata
diffusione di ossigeno, nutrienti, fattori di crescita e accumulo di scorie metaboliche
che provoca una forte diminuzione del pH del microambiente cellulare (Figura 7).
Inoltre, in ambienti ipossici, le cellule cancerose convertono il piruvato in lattato
per ottenere energia, attraverso un processo che ¢ noto come effetto Warburg.
L'accumulo di lattato negli sferoidi € responsabile dell'acidificazione del suo interno

(pH 6,5-7,2), che si trova anche all'interno di tumori solidi [53, 54]. Gli sferoidi,
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inoltre, hanno un pattern di crescita simile ai tumori solidi nello stadio iniziale non
vascolarizzato [55].

L’uso di saggi cellulari 3D aggiunge valore agli studi di ricerca e screening per
identificare potenziali composti antitumorali, colmando le lacune di predittivita
esistenti tra le colture cellulari 2D e i modelli animali. La scarsa penetrazione dei
farmaci attraverso gli scaffold e le barriere del microambiente sferoidale sono la
causa della maggiore resistenza [56]. Pertanto, ¢ necessario sviluppare famaci con

una migliore capacita di penetrazione nelle sezioni piu interne dei tumori [57].
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Figura 7. Rappresentazione della struttura dello sferoide. Gli sferoidi forniscono una
piattaforma in vitro per lo studio delle interazioni cellula-cellula e cellula-matrice
extracellulare (ECM), ed inoltre imitano i tumori solidi in vivo in termini di gradienti di
nutrienti, ossigeno e pH e formazione di zone necrotiche. Tratto da Natural and Synthetic
Biomaterials for Engineering Multicellular Tumor Spheroids. Polymers (Basel). 2020 Oct
28;12(11):2506.
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1.7.1 Tecnica “hanging drop”

Una struttura 3D ben definita e un’uniformita geometrica sono requisiti
fondamentali per la formazione di colture cellulari efficienti. Gli sferoidi possono
essere ottenuti utilizzando diverse tecniche che consentono 1’aggregazione delle
cellule, promuovendo 1’adesione cellulare ed evitando I’interazione cellula-
superficie di contatto [58].

Una delle tecniche piu utilizzate per la produzione di sferoidi ¢ il metodo hanging
drops [59] (Figura 8). Si tratta di un metodo semplice, che puo essere utilizzato con
diverse linee cellulari e permette la produzione di sferoidi di dimensioni omogenee
e compatti e questo ¢ un requisito fondamentale per la formazione di colture
cellulari efficienti. Il metodo prevede la deposizione di un piccolo volume di cellule
nel coperchio di una piastra petri. Invertendo la piastra si forma una goccia
“pendente” e le cellule, per gravita, si accumulano nel fondo della goccia, tendendo
quindi ad aggregarsi in sferoidi.

Tale tecnica ha il vantaggio di poter formare singoli sferoidi di dimensioni uniformi,
non necessita 1’utilizzo di piastre rivestite ed inoltre non richiede particolari
attrezzature. Tuttavia, non mancano gli svantaggi: comporta un intenso lavoro
manuale per la raccolta dei singoli sferoidi, il cambio del terreno di coltura ¢

difficile ed € per questo motivo che ¢ utile solo per colture cellulari a breve termine.

Hanging Drop

Seeding Aggregation Spheroid

Figura 8. Rappresentazione schematica della tecnica della goccia sospesa. Tratto e
modificato da Natural and Synthetic Biomaterials for Engineering Multicellular Tumor

Spheroids. Polymers (Basel). 2020 Oct 28,;12(11):2506.
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1.7.2  Altre tecniche di coltura cellulare 3D

Gli sferoidi possono formarsi anche mediante 1’uso di altre tecniche come: la
tecnica del pallone rotante, la sovrapposizione del liquido statico, e la levitazione

magnetica (Figura 9).

Una strategia introdotta da decenni, ma ancora diffusa, prevede 1’impiego di
un’agitazione continua della sospensione cellulare all’interno di spinner flasks
(Figura 9 A), in tal modo si formano spontaneamente aggregati sferici e si previene
I’adesione ad altri substrati [60]. Quindi in questo metodo ¢ il movimento rotatorio
continuo che favorisce l'adesione cellula-cellula. Importante ¢ considerare la
velocita di rotazione, dato che basse velocita potrebbero provocare 1'assestamento
delle cellule, invece, velocita elevate potrebbero provocare il loro danneggiamento.
Un vantaggio dell'utilizzo di tale tecnica ¢ la capacita di ottenere un numero elevato
di sferoidi di dimensioni eterogenee ed ¢ per questo motivo che rappresenta un

metodo adatto per la produzione su larga scala.

Nella tecnica della sovrapposizione del liquido statico (LOT), le cellule risospese
sono seminate su un substrato non aderente, che induce la loro aggregazione,

anziché aderire ad una superficie (Figura 9 B).

Un’altra tecnica utilizzata per la formazione di sferoidi ¢ la levitazione magnetica
(Figura 9 C) che consente alle cellule di formare sferoidi attraverso l'applicazione
di un campo magnetico [61]. Prima dell'applicazione della forza magnetica, le
cellule vengono caricate con nanoparticelle magnetiche e 1'applicazione della forza
magnetica per unire le cellule facilita 'adesione cellula-cellula consentendo la
formazione degli sferoidi. Va considerato che ¢ necessario usare un campo
magnetico entro 30-500 giri, poiché ¢ stato dimostrato anche che un campo

magnetico piu elevato influenzi il comportamento cellulare [62].
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Figura 9. Rappresentazione schematica di altre tecniche di formazione degli sferoidi. (A)
Tecnica del pallone rotante (B) Tecnica di sovrapposizione liquida (LOT) (C) Tecnica
della levitazione magnetica. Tratto e modificato da Natural and Synthetic Biomaterials for

Engineering Multicellular Tumor Spheroids. Polymers (Basel). 2020 Oct 28;12(11):2506.

1.8 Matrice per colture cellulari 3D

Le strutture 3D imitano in maniera accurata le complesse interazioni cellula-cellula
e cellula-matrice extracellulare (ECM), mantenendo la morfologia cellulare e
dell'eterogeneita che caratterizza i tessuti fisiologici. Questo € un requisito
fondamentale, poiché sia la morfologia che le interazioni cellula-ambiente
influenzano fortemente il comportamento cellulare e le reti di segnalazione
intercellulare [63]. L’ECM rappresenta la piu complessa unita di organizzazione
strutturale dei tessuti degli organismi viventi. I tessuti, infatti, non sono costituiti

solo da cellule, ma una parte rilevante del loro volume ¢ formata dallo spazio
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extracellulare, occupato da un'intricata rete di macromolecole, la cui
organizzazione tridimensionale rappresenta appunto I'ECM. L'ECM ¢
un'impalcatura di proteine fibrillari non cellulari, varie macromolecole strutturali
(proteine accessorie) ¢ molecole adesive che forniscono supporto strutturale e
biochimico alle cellule e sono essenziali per molti processi di base [64, 65]. Inoltre,
forma siti di legame cellulare che controllano 'adesione e la migrazione cellulare
[66]. L'ECM rappresenta il substrato su cui tutte le cellule dei tessuti possono
aderire, migrare, proliferare e differenziare e di conseguenza puo influenzare la loro
sopravvivenza, la forma e la funzione cellulare. Infatti, le macromolecole delI'lECM
sequestrano fattori di crescita, molecole come l'acqua o i minerali, ¢ controllano
fenomeni fisiologici, quali la morfogenesi; fenomeni fisiopatologici, quali la
guarigione delle ferite; e fenomeni patologici, quali l'invasione e la

metastatizzazione tumorale.

Per ottenere strutture 3D, le cellule vengono coltivate con delle matrici (o scaffold),
in maniera tale da poter imitare un tessuto in vivo. Gli scaffold 3D vengono generati
utilizzando vari polimeri naturali (collagene, gelatina, elastina, fibroina di seta,
chitosano, chitina, fibrina, fibrinogeno, ecc.) e sintetici. Puo essere utilizzato anche
il composito di sostanze sia naturali che sintetiche. Questi compositi imitano la
matrice extracellulare nativa per porosita, fibrosita, permeabilita e stabilita
meccanica. La microarchitettura migliora 1'interazione biofisica e biochimica delle
cellule adese per essere meglio espresse in vitro. La matrice 3D fornisce un
ambiente biologicamente attivo in cui le cellule possono proliferare, differenziarsi
e secernere una matrice extracellulare specifica per le cellule che puo essere

potenzialmente utilizzata per una varieta di applicazioni.

II collagene ¢ il polimero piu utilizzato, a causa dei principali elementi costitutivi
della membrana basale, inoltre, rappresenta ¢ la proteina strutturale piu abbondante
nei tessuti umani costituendo circa il 30% della massa proteica totale del corpo. Il
collagene puo essere raggruppato in collagene fibrillare (collagene I-III, V e XI) o
non fibrillare e svolge la funzione di regolare I'adesione, la migrazione cellulare e
la resistenza alla trazione per mantenere I'omeostasi. Gli idrogel di collagene sono
composti principalmente da collagene di tipo I. Il collagene di tipo I ¢ il tipo piu

comune e come tale ¢ il principale componente strutturale di molti tessuti [67]. In
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quanto componente principale dell'lECM, svolge un ruolo chiave nello sviluppo e
nella diffusione del cancro [68, 69]. A seconda del tipo di tessuto, le fibrille di
collagene si organizzano in vari modi per formare fibre di collagene adatte alle
funzioni e proprieta specifiche dei tessuti [70]. Le proprieta meccaniche,
'architettura e la biodegradabilitd degli idrogel di collagene possono essere
finemente modulate regolando le loro concentrazioni e i parametri di preparazione.
La matrice di collagene di tipo I ¢ usata comunemente nel sistema di coltura 3D.
Cio ¢ dovuto dalla facilita di elaborazione, il basso costo e la flessibilita per la
manipolazione delle cellule vive. Inoltre, la dimensione dei pori, la densita del
ligando e la rigidita possono essere variate modificando la concentrazione di
collagene o introducendo composti chimici di reticolazione, facilitando cosi la

modifica delle proprieta strutturali del gel [71].

1.9 1l bioprinting 3D

Il vantaggio dell’utilizzo delle colture 3D rispetto a quelle 2D ha spinto allo
sviluppo di nuovi metodi con lo scopo di superare i principali limiti dei modelli 3D,
come la complessita della tecnica nell'esecuzione e nell'analisi, I'uniformita e la
riproducibilita nella produzione di sferoidi di forma e dimensioni omogenee.
Inoltre, questi modelli mancano della capacita di controllare 1'organizzazione di piu

tipi di cellule in una complessa architettura 3D.

La biostampa 3D, invece, ha il potenziale per riprodurre in maniera piu accurata il
microambiente del tumore, rispetto ai metodi attuali (Figura 10). Si tratta di una
tecnologia emergente che, tramite I’impiego di software e hardware dedicati per la
progettazione di modelli 3D, ha lo scopo di produrre con precisione una struttura o
un tessuto ingegnerizzato da poter impiegare direttamente sull’uomo, per riparare
o sostituire 1 tessuti danneggiati o come materiale per test e studi biologici e
farmacologici. Questa tecnica fornisce un'elevata riproducibilita e un controllo
preciso sui costrutti prodotti in modo automatizzato, consentendo potenzialmente
una produzione ad alto rendimento del modello 3D desiderato. Tali modelli

stampati in 3D, possono quindi sostituire la coltura cellulare 2D convenzionale in
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cui le cellule vengono coltivate in monostrato che quindi di conseguenza mancano
principalmente delle dinamiche e complesse interazioni cellula-cellula e cellula-
matrice [72,73]. La creazione di condizioni in vitro in grado di imitare piu da
vicino 1I’ambiente in vivo non solo sara economicamente vantaggiosa, ma puo

contribuire all’identificazione di nuovi potenziali composti antitumorali. [74].

Figura 10. Biostampante 3D BIO X. Tratto da cellink.com.

1.9.1 Elementi chiave del bioprinting 3D

L'obiettivo del bioprinting 3D ¢ stampare un tessuto o organi artificiali 3D composti
da un'impalcatura, da cellule e da un microambiente che ¢ in grado di imitare
'ambiente reale del corpo umano. Durante la progettazione di modello 3D ottimale
¢ importante la valutazione di materiali biocompatibili (Biolnk) con i suoi

paramenti come la porosita, interconnettivita e le proprieta meccaniche.

e Biolnk
Durante il processo di bioprinting, per creare costrutti di tessuto viene utilizzata una
soluzione di un biomateriale o una miscela di diversi biomateriali sotto forma di

idrogel, che incapsula i tipi cellulari desiderati, denominata bioink [75]. Questo
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bioinchiostro puo essere reticolato o stabilizzato durante o immediatamente dopo
la biostampa per generare la forma, la struttura e 'architettura finale del costrutto
progettato. I bioinchiostri possono essere realizzati da soli da biomateriali naturali
o sintetici o da una combinazione dei due come materiali ibridi.

Un bioink ideale dovrebbe possedere le proprieta fisico-chimiche desiderate, come
adeguate caratteristiche meccaniche, reologiche, chimiche e biologiche [76].
Queste proprieta dovrebbero portare a: (i) la generazione di costrutti tissutali con
adeguata resistenza meccanica e robustezza, pur mantenendo la meccanica di
adattamento dei tessuti; (ii) gelificazione e stabilizzazione regolabili per favorire la
biostampa di strutture con elevata fedelta di forma; (iii) biocompatibilita e, se
necessario, biodegradabilita che mimano il microambiente naturale dei tessuti; (iv)
idoneita alle modifiche chimiche per soddisfare le esigenze specifiche dei tessuti; e
(v) il potenziale per la produzione su larga scala con variazioni minime da lotto a
lotto [77]. Poich¢ la determinazione della formulazione ottimale del bioink carica
di cellule ¢ il passo fondamentale verso il successo del bioprinting, ad oggi, vari
biomateriali naturali e sintetici con caratteristiche specifiche sono stati utilizzati

come substrato [78].

L’idrogel ¢ il bioinchiostro piu utilizzato, in quanto ¢ dotato di proprieta
biochimiche e meccaniche simili a quelle delle matrici extracellulari e permette
I’incapsulamento delle cellule in un ambiente 3D che risulta essere allo stesso
tempo altamente idratato e meccanicamente stabile. Gli idrogel sono reti composte
da polimeri idrofili che non sono reticolati, e questo permette loro di gonfiarsi
ampiamente da legami covalenti o di essere tenuti insieme da interazioni fisiche
intramolecolari e intermolecolari mantenendo la loro struttura 3D [79, 80]. Grazie
al loro carattere idrofilo possono assorbire una grande quantita di acqua o fluidi
biologici e si gonfiano facilmente senza dissolversi, ed ¢ per questo motivo che
sono in grado di imitare le strutture e le proprieta fisiche dell'ECM dei tessuti.

Gli idrogel sono emersi come 1 piu promettenti per la coltura cellulare poiché oltre
ad imitare gli elementi salienti della matrice extracellulare, hanno una meccanica
simile a quella di molti tessuti molli e possono supportare l'adesione
cellulare. Questi bioinchiostri possono essere di due tipi: naturali o sintetici. I primi
sono dei polimeri derivati da biomateriali presenti in natura (es. alginato, collagene,

fibrina) e garantiscono un alto livello di biofunzionalita in quanto dotati delle stesse
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caratteristiche degli ambienti extracellulari dove sono solitamente situate le cellule.
I secondi invece sono costituiti da derivati di materiali artificiali e hanno il
vantaggio di poter essere scelti e sintetizzati a seconda delle necessita fisiologiche
del tessuto che si vuole stampare. Spesso pero, quest’ultimi mostrano una minore
biocompatibilita. Queste strutture modificate con polimeri possono essere utilizzate

come matrice per la coltura cellulare in vitro o per creare sferoidi 3D [80].

L'idrogel a base di alginato di sodio ¢ un materiale frequentemente utilizzato per la
coltura cellulare, ma viene spesso utilizzato in combinazione con altri polimeri per
consentire l'adesione delle cellule e la loro sopravvivenza. La combinazione di
alginato di sodio e gelatina fornisce un eccellente idrogel da utilizzare come
substrato utilizzato nella tecnologia di stampa 3D, grazie alle sue proprieta
biologiche, come la sua biocompatibilita, biodegradabilita e non tossicitd. Le
proprieta meccaniche facilmente modificabili di questi materiali possono essere
adattate al tessuto vivente, rendendoli ambienti ideali per lo sviluppo di colture
cellulari, garantendo la loro sopravvivenza.

L’alginato ¢ un polimero naturale derivato dalla parete cellulare di svariate alghe,
costituito da unita di acido mannuronico e acido glucuronico, in proporzione
variabile a seconda delle fonti vegetali. Puo essere reticolato e formare gel ad alto
assorbimento di acqua con cationi polivalenti che, in condizioni fisiologiche,
formano ponti ionici tra le catene polimeriche e questa proprieta lo rende facilmente
suscettibile all'incapsulamento delle cellule e al recupero delle stesse per
applicazioni a valle. Ha una vasta gamma di applicazioni mediche specialmente
nella stabilizzazione e nel trasporto di fattori chimici e nell’incapsulamento di
cellule. E stato comunemente usato in biomedicina per la sua biocompatibilita,
bassa citotossicita e basso costo [81, 82]. Il cross-link dell'alginato pud essere
facilmente indotto in presenza di cationi divalenti come Ca 2+ e Ba 2+ formando
ponti tra catene polimeriche, consentendo sia il cross-link che la solidificazione

[83].

e Biocompatibilita
La biocompatibilita dei biomateriali ¢ il primo parametro da considerare nella
fabbricazione di scaffold e limita significativamente il numero di materiali idonei. E

necessario che i materiali della struttura biostampata siano compatibili con
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I’incapsulamento delle cellule, in maniera tale da poter supportare la crescita
cellulare, 1’adesione e la migrazione. Le caratteristiche fisiche dei biomateriali
determinano il tipo di stampa ottimale. Ad esempio, i materiali a bassa viscosita
sono piu adatti per il bioprinting, perché migliorano la vitalita delle cellule in un
ambiente a bassa pressione. Anche altre proprietd del materiale, come la
dimensione dei pori e l'interconnettivita, influenzano la crescita delle cellule

incapsulate nella matrice [84].

e Porosita e interconnettivita
La forma, il volume, le dimensioni e la geometria dei pori influenzano direttamente
il comportamento delle cellule dopo 1'adesione allo scaffold. Diverse dimensioni
dei pori nelle matrici possono influenzare lo sviluppo della matrice extracellulare e
sono strettamente correlate con l'organizzazione cellulare, l'assemblaggio del
collagene I e la mineralizzazione [85]. I pori aperti e interconnessi Sono
fondamentali per consentire il trasporto di ossigeno e sostanze nutritive all'interno
ed eliminare le scorie generate dal metabolismo cellulare. Inoltre, 1’adesione
cellulare, la vitalita e la proliferazione sono state fortemente influenzate dalla

dimensione e dalla forma dei pori.

e Proprieta meccaniche
I parametri fisici sono una parte indispensabile degli scaffold di ingegneria tissutale,
in particolare per la rigenerazione di tessuti come ossa e cartilagini. E molto
importante una resistenza meccanica adeguata che corrisponda a quella delle ossa
naturali. Quando le ossa artificiali con moduli elastici elevati vengono impiantate
in situ, possono produrre una protezione dallo stress e ostacolare la formazione di

nuovo 0SSO.

1.9.2 Bioprinting basato sull'estrusione

I1 bioprinting basato sull'estrusione ¢ il sistema piut comune e affidabile per la
stampa 3D di tessuti biologici ed ¢ caratterizzato dall'erogazione robotica di un

flusso continuo di bioinchiostri, sotto forze pneumatiche o motorizzate [86] (Figura
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11). Questa tecnica ha il vantaggio di essere compatibile con un range molto vasto
di biomateriali. Esso, infatti, permette sia la stampa di bioinchiostri di viscosita
compresa tra 30 e 6 x 107 mPa/s, rendendo possibile 1’utilizzo combinato di
biomateriali ad alta viscosita, utili a garantire un supporto strutturale al processo di
stampa; e sia a bassa viscosita, che forniscono un ambiente consono alla
sopravvivenza delle cellule. Inoltre, il bioprinting a estrusione permette di stampare
tessuti caratterizzati da grande densita cellulare. Tuttavia, generalmente le cellule
stampate con questo tipo di tecnica sopravvivono di meno rispetto ad altre tecniche
di bioprinting, a meno che non si usino pressioni molto basse e ugelli di grandi

dimensioni, che perd non garantiscono un’alta risoluzione.

Questo sistema per estrusione pud essere ulteriormente classificato come
microestrusione continua basata su siringa o estrusione microfluidica [87]. Il primo
sistema stampa bioinchiostri viscosi strato per strato ed ¢ vantaggioso per la sua
facilita d'uso e la capacita di stampare vari tipi di materiali [88]. Sebbene la
microestrusione basata su siringa sia vantaggiosa, ¢ limitata dalla risoluzione di
stampa, che ¢ di circa 100 pm [89]. Il secondo sistema, invece, impiega camere ¢
valvole per controllare la miscela di precursori di idrogel e agenti di reticolazione e
ha un'elevata risoluzione di stampa [90]. Tuttavia, ¢ importante sottolineare che gli
approcci di estrusione microfluidica sono in gran parte limitati a bioink a bassa

viscosita [91].

Pneumatic Piston Screw

l l ; <+—Valve

Figura 11. Rappresentazione schematica del Bioprinting a estrusione. Riprodotto con

autorizzazione Copyright Nature Publishing Group, 2014
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1.9.3 Altre modalita di bioprinting

Altre sono le tecniche di bioprinting: bioprinting a getto d’inchiostro e basato sul

laser [92] (Figura 12).

I1 bioprinting a getto d’inchiostro ¢ un processo di stampa che prevede la precisa
deposizione di gocce di bioink, di dimensioni variabili dal nanolitro al picolitro, sul
biopaper secondo un modello digitale preciso (Figura 12a). Le dimensioni delle
gocce e la risoluzione nella stampa sono determinate da vari fattori come la
viscosita del bioink, la dimensione degli ugelli, la distanza tra questi ed il substrato.
I1 bioprinting a getto d’inchiostro offre la possibilita di stampare sia differenti tipi
cellulari che biomateriali o le loro combinazioni, tramite diverse testine di stampa
in un unico processo di fabbricazione, permettendo la realizzazione di costrutti
multicellulari complessi. I vantaggi di questo metodo sono il basso costo, I'elevata
velocita di stampa e 1'alta risoluzione (50 um) e poiché gli ugelli non sono a contatto
col materiale stampato c’¢ la riduzione della possibilita di contaminazione del
tessuto durante il processo. Tuttavia, le applicazioni sono limitate dal fatto che gli
ugelli possono facilmente intasarsi e quindi richiedono bioinchiostri a bassa
viscosita, che possono provocare stress termici €/0 meccanici o danneggiare le

membrane cellulari con frequenze acustiche variabili [93].

I bioprinting basato sul laser (LAB: Laser-Assisted Bioprinting) ¢ un'altra modalita
di bioprinting e rappresenta un processo di scrittura diretta, senza contatto, che si
basa sull’utilizzo di un impulso laser per trasferire singole o gruppi di cellule da una
cartuccia sorgente a un substrato, senza passare per un ugello (Figura 12b). Questa
tecnica permette la stampa delle cellule, con un elevato grado di precisione,
all’interno di strutture 3D relativamente piccole. Poiché non necessita di ugelli, il
bioprinting a laser, non ha il problema dell’ostruzione di cellule e biomateriali nel
sistema di rilascio e permette inoltre di stampare inchiostri ad alta viscosita (fino a
300 mPa/s), senza influire sulla vitalita e sulla funzionalita cellulare [69]. Questa
modalita puo raggiungere un'elevata risoluzione di stampa (~ 10 um) e un'elevata
densita cellulare; tuttavia, richiede una rapida cinetica di gelificazione e velocita di
flusso relativamente basse [94]. Anche questo metodo non ¢ privo di difetti e

limitazioni: il calore generato dal laser puo in alcuni casi causare la morte delle
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cellule contenute nel bioinchiostro e il processo di stampa, a causa anche

dell’elevato grado di risoluzione, pud essere molto lungo.

Thermal Piezoelectric Laser- Donor
absorbing  Laser slide
layer  pulse |
Heater -
i Piezoelectric
bubble transducer
(a) Inkjet Bioprinter (b)Laser-assisted Bioprinter

Figura 12. Rappresentazione schematica di altre tecniche di bioprinting 3D. (a)
Bioprinting a getto d'inchiostro. (b) Bioprinting basato sul laser. Riprodotto con

autorizzazione Copyright Nature Publishing Group, 2014.
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2

SCOPO DEL LAVORO

Ci0 che rimane una sfida importante nel campo dell'oncologia sperimentale ¢ la
capacita di creare piattaforme che rappresentino meglio il microambiente e
l'architettura del tessuto in vivo. Il comportamento e le caratteristiche delle cellule
tumorali differiscono significativamente durante lo sviluppo del tumore nei sistemi
in vivo rispetto alle colture in 2D, soprattutto per quanto riguarda la morfologia, la
cinetica di crescita, I’espressione genica ed il grado di differenziamento.

I modelli cellulari 3D possono riprodurre il comportamento invasivo delle cellule
tumorali, mimare le interazioni cellula-cellula e cellula-matrice extracellulare e
ricreare il microambiente ideale per i meccanismi regolatori che intercorrono tra
tumore e componente stromale. Grazie alla loro capacita di riprodurre le principali
caratteristiche riscontrate nei tumori solidi, tali modelli sono adatti per lo screening
dei composti antitumorali.

Lo scopo del lavoro presentato in questa tesi di dottorato ¢ quello verificare le
caratteristiche biologiche di modelli cellulari 3D in alcune applicazioni predittive
in campo oncologico. Pertanto, qui utilizzando due diversi modelli tumorali,
cancro alla prostata (linea cellulare DU145) e glioblastoma (linea cellulare U87)
confrontiamo differenze fenotipiche e differenze nel tasso di risposta al trattamento
tra colture 2D e 3D. In particolare, nel nostro studio, miriamo ad indagare l'effetto
del dasatinib, s1306 e PD1-s1306 (pro-drug di si306), che sono degli inibitori di Src,
in modelli di bioprinting 3D basati su matrice di alginato/gelatina rispetto ai

corrispondenti modelli di sferoidi 3D e colture monostrato 2D.
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3

MATERIALI E METODI

3.1 Linee cellulari

Gli esperimenti di questo lavoro di tesi sono stati eseguiti utilizzando la linea
cellulare U87 (derivata da gliomi maligni di un paziente maschio, affetto da
glioblastoma) e la linea cellulare DU145 (derivata da metastasi del sistema nervoso
centrale di adenocarcinoma prostatico umano). Le cellule U87 sono state coltivate
in terreno di crescita DMEM ad alto contenuto di glucosio e le cellule DU145 in
terreno RPMI 1640. Per tutte le linee cellulari il terreno di crescita ¢ stato integrato
con 10% di siero fetale bovino, 2 mM di glutammina, 100 Ul/ml di penicillina e
100 pg/ml di streptomicina. Le linee cellulari sono state fornite dallECACC e sono
state regolarmente sottoposte a test per la ricerca di micoplasmi mediante
colorazione Hoechst del DNA e PCR. Le procedure di autenticazione
comprendevano la verifica della specie mediante DNA barcoding e la verifica
dell'identita mediante DNA profiling. Le linee cellulari umane sono state analizzate
mediante PCR delle sequenze di short tandem repeat all'interno del DNA
microsatellite cromosomico (STR-PCR). Le cellule U887 e DU145 sono state
inizialmente placcate a una densita di 10* cellule/cm? e incubate a 37 °C al 5% di
CO2. Il numero e la vitalita delle cellule sono stati analizzati utilizzando una camera
emocitometrica Neubauer e il test di esclusione del colorante tripan blu (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

3.2 Preparazione dell'idrogel e bioprinting

L'idrogel utilizzato per il bioprinting ¢ composto da 2% di alginato e 8% di gelatina
(bioink). Le polveri sono state inizialmente esposte alla luce UV per 15 minuti e
poi disciolte in DPBS sterile, sull'agitatore magnetico, a 50°C in condizioni di
flusso laminare. Una volta preparato, il bioink € stato posto in siringhe sterili e

conservato a 4°C fino al momento dell'uso. Prima della procedura di bioprinting, il
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bioink ¢ stato equilibrato a 37°C. 20x10° cellule sono state sospese in 400 pl di
terreno di coltura e poi mescolate con 3,6 ml di bioink per raggiungere una
concentrazione finale di 5x10° cellule/ml. Infine, una cartuccia monouso ¢ stata
riempita con l'idrogel carico di cellule ed equilibrata a 29°C per 30 minuti in una
testina di stampa a temperatura controllata. La stampa ¢ stata eseguita con la
bioprinter BIO XTM (Cellink, Goéteborg, Svezia) in una piastra a 12 pozzetti, con
una pressione di erogazione di 50 kPa, ad una velocita di 5 mm/s e impostando la
temperatura del letto di stampa a 18°C. Le strutture 3D sono state infine reticolate
con CaCl2 per 10 minuti e per altri 3 minuti con BaCl2 prima di aggiungere il
terreno di coltura completo (DMEM per le U87 ¢ RPMI per le DU145). Per
l'estrazione delle proteine, la struttura 3D ¢ stata rapidamente sciolta in una
soluzione di EDTA 250 mM in PBS e le cellule sono state raccolte mediante
centrifugazione a 400g per 10 minuti. Il pellet ¢ stato risospeso in PBS e
centrifugato a 400g per 5 minuti. Il pellet risultante ¢ stato sciolto in tampone RIPA

per l'estrazione delle proteine.

3.3 Analisi della vitalita cellulare e dell'1C50

Le linee cellulari DU145 e U87 sono state seminate alla densita di 5x10* cellule/ml
in una multiwell da 24. Dopo 24h le cellule sono state trattate con il Dasatinib, s1306
e PD1 mediante il metodo delle diluzioni seriali, per 72h. Il range di concentrazioni
scelto ¢ sato compreso tra 100uM e 0,01uM. Terminate le 72h, ¢ stato rimosso il
terreno di coltura e sostituito con terreno fresco. La vitalita cellulare nelle colture
2D e 3D ¢ stata valutata con il reagente PrestoBlue® (Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA), basato su una soluzione a base di resazurina pronta all'uso, non tossica
e permeabile alle cellule. Tale reagente funziona come indicatore di vitalita
cellulare sfruttando il potere riducente delle cellule vive e misurando
quantitativamente la proliferazione cellulare. Le cellule sono state incubate con il
reagente con un rapporto 1:10 per 2 ore, al buio. Successivamente ¢ stata effettuata
una lettura allo spettrofotometro alle lunghezze d'onda di 570 e 600 nm. Per 1'analisi
dell'IC50, 1 dati raccolti in triplicato sono stati elaborati con il software DRFit

(http://www.structuralchemistry.org/pcsb/drfit.php).
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3.4 Western Blot

Le linee cellulari DU145 e U87 sono state seminate in piastre da 100, ad una densita
di 2x10° cellule/ml e dopo 24 ore sono state trattate con 01, 1, 10 uM di Dasatinib
per 24h. Le U87 sono state trattate anche con 01, 1, 10 uM di si306 ¢ 01, 1, 10 uM
di PD1-si306 (pro-drug di si306). Per I’estrazione delle proteine abbiamo
inizialmente recuperato le cellule con lo scraper e successivamente il lisato cellulare
¢ stato centrifugato per 10 minuti a 1300 g per eliminare i nuclei e 1 grandi detriti
cellulari. Le cellule tumorali sono state poi trattate per 'estrazione delle proteine
con un tampone di lisi cellulare contenente 0,1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, e integrato con ]| mM Na3VO4 e 75 U di
aprotinina (Sigma-Aldrich), e incubato per 20 minuti a 4°C. 1l lisato cellulare ¢ stato
centrifugato per 10 minuti a 1300 g per eliminare nuclei e grossi detriti cellulari.
Dopo l'analisi della concentrazione proteica mediante il saggio Bradford Dye
Reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), l'intero lisato cellulare di ciascun
campione ¢ stato sottoposto a elettroforesi su gel poliacrilamidico al 10% di sodio-
dodecil-solfato (SDS-PAGE) insieme a marcatori molecolari proteici prestagnati
sharpmass VII (Euroclone, Milano, Italia). Le proteine sono state trasferite
elettroforeticamente su membrane di nitrocellulosa Amersham protran 0,2 m
(Cytiva Europe, Freiburg, Germania) per 90 minuti a 350 mA. Per controllare il
trasferimento, il filtro ¢ stato colorato con Rosso Ponceau (Ponceau 2%, TCA
(Acido Tricloroacetico) 3%) per circa 3 minuti e decolorato con lavaggi di H20
bidistillata. Dopo il trasferimento la membrana ¢ stata immersa in una blocking
solution al 10% di latte liofilizzato (PanReacAppliChem ) in TBS-T (Tris Buffered
Saline with Tween 20) per 1h a RT. Terminato il tempo della blocking solution, la
membrana ¢ stata incubata con l'anticorpo primario (diluizione a concentrazione
opportuna in latte liofilizzato all’ 1% e TBS-T) a 4°C per tutta la notte.
Successivamente sono stati eseguiti 2 lavaggi con TBS-T da 10 minuti ognuno. Le
membrane sono state bloccate per 1h a RT con il 10% di latte non grasso in Tris
Buffered Saline (Bio-Rad) a pH 7,4 contenente 20 mM Tris, 500 mM NaCl e
integrato con lo 0,05% Tween 20 (Bio-Rad). 05% di Tween 20 (Bio-Rad), e testato
per 1 ora a RT con anticorpi primari secondo la diluizione suggerita dal produttore:
anti-src (36D10), anti-Phospho-src (Thr416) (E6G4R) e anti-GAPDH (0411) (tutti
di Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Le bande proteiche sono state
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visualizzate dopo 1 ora di incubazione con anti-rabbit IgG o anti-mouse IgG
coniugate con perossidasi di rafano (HRP) (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA) a temperatura ambiente e poi con reagenti di chemiluminescenza
(Amersham, Buckinghamshire, UK). I segnali chemiluminescenti sono stati
acquisiti con il sistema Chemidoc XRS e analizzati digitalmente per Ia
determinazione del peso molecolare e della densita delle bande con il software

Imagelab (Bio-Rad).

3.5 Formazione sferoidi

Per la formazione degli sferoidi U87 e DU145 abbiamo usato il metodo “hanging
drops”. La densita scelta ¢ stata di 5x10° cellule/ml, le quali sono state risospese in
10 pl di terreno di crescita e 25 pl di collagene (10ug/ml). Tale metodo prevede la
deposizione di 1 pl di cellule, sul fondo del coperchio di una piastra petri ed
invertendo la piastra si forma una goccia “pendente” e le cellule, per gravita, si
accumulano nel fondo della goccia, favorendo I’aggregazione cellulare in sferoidi.
Gli sferoidi sono mantenuti in incubatore a 37°C e al 5% di CO2. Dopo 30 min, su
ogni goccia ¢ stato aggiunto del terreno di crescita per evitare I’evaporazione della
goccia stessa. Sul fondo della piastra sono stati aggiunti 8 ml di PBS, con lo scopo
di mantenere alto il livello di umidita. Dopo 24h gli sferoidi formati sono stati
trasferiti in una multiwell da 96 pozzetti a fondo tondo con 200ul di terreno di

crescita DMEM per le U87 e RPMI per le DU145.

3.6 Analisi della vitalita degli sferoidi

Sugli sferoidi ¢ stato fatto un test di proliferazione e vitalita. Dopo che sono stati
trasferiti nella multiwell da 96 pozzetti a fondo tondo, la vitalita cellulare degli
sferoidi ¢ stata valutata mediante il colorante vitale PrestoBlue® (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA), in un rapporto 1:10. Il colorante vitale una volta aggiunto in
ogni pozzetto, ¢ stato lasciato per 2h al buio, in incubatore. Trascorse le 2h, ¢ stata
fatta una lettura allo spettrofotometro alle lunghezze d’onda di 570 e 600nM.

Successivamente gli sferoidi sono stati trattati con il dasatinib (sferoidi U87 e
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DU145) e con si306 e PD1-s1306 (sferoidi U87), mediante il metodo delle diluzioni
seriali, per 72h. Il range di concentrazioni scelto ¢ sato compreso tra 100uM e
0,01uM. Terminate le 72h ¢ stata nuovamente valutata la vitalitda mediante il
PrestoBlue®. I dati (in triplicato) sono stati analizzati e utilizzando il programma

Dr Fit, sono state ottenute le curve IC50.

3.7 Saggio di migrazione cellulare

Per il saggio di migrazione le cellule sono state prima seminate ad una densita di
5x10° cellule/ml in una multiwell da 6 pozzetti e il giorno dopo, le DU145 e le U87,
sono state trattate con il dasatinib ad una concentrazione di 10 uM. Le U87 sono
state trattate anche con 01, 1, 10 uM di si306 e 01, 1, 10 uM di PD1-si306. Dopo
24h, le cellule sono state staccate dalla piastra di coltura mediante la tripsina-EDTA
e centrifugate a 300 g per 10 min. Successivamente sono state prima contate
mediante il contacellule e poi riseminate ad una densita di 3x10* cellule/ml sulla
parte superiore della membrana filtrante di inserti (greiner bio-one pore 3.0 um
trasparent PET membrane) che sono stati inseriti nella multiwell da 24 pozzetti. Nei
pozzetti sono stati aggiunti 800 ul di terreno di crescita completo (DMEM per le
U87 e RPMI per le DU145), che funge da chemoattraente per la presenza del siero,
le cellule, invece, sono state risospese in terreno senza siero. Il tempo di incubazione
previsto ¢ stato di 2h, in cui le cellule sono state ritrattate. Dopo questo periodo di
incubazione ¢ stato rimosso l'inserto dalla piastra multiwell, il quale ¢ stato pulito
dalle cellule rimanenti che non sono migrate dalla parte superiore della membrana.
Sono stati poi aggiunti 200 ul di formalina filtrata in ogni inserto, per 10 min a
temperatura ambiente, in modo tale da consentire la fissazione delle cellule.
Successivamente sono stati aggiunti 200 ul di Cristal violetto (12mM in una
soluzione al 20% di metanolo in acqua) in ogni inserto per 10 min a temperatura
ambiente. Il Cristal voletto ¢ stato poi rimosso e sono stati eseguiti dei lavaggi con
acqua di fonte per rimuovere l'eccesso di colorante. Le cellule sono state contate
mediante il microscopio per ottenere una media delle cellule che sono migrate

attraverso la membrana.
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3.8 Saggio di disseminazione degli sferoidi

Sugli sferoidi ¢ stato eseguito un saggio di disseminazione sulla matrice di
collagene. I pozzetti della multiwell sono stati rivestiti con 30 ul di collagene (4
mg/ml) 24h prima del trasferimento degli sferoidi. Una volta trasferiti sono stati
trattati con il dasatinib ad una concentrazione di 10 uM (sferoidi U87 e DU145) e
con si306 e PDI1-si306 ad una concentrazione di 5 uM (sferoidi U87).
Successivamente sono stati monitorati fino a 24h mediante microscopia a contrasto
di fase (ingrandimento 100 x) scattando immagini digitali nei tempi stabiliti. I tempi
scelti sono stati TO (sferoide appena trasferito), T8 e T24. Le immagini sono state
analizzate dal software di dominio pubblico ImageJ (https://imagej.nih.gov) per la

valutazione semiquantitativa della zona invasa.
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4

RISULTATI

4.1 Crescita delle cellule tumorali nell'impalcatura biostampata.

Le cellule del cancro alla prostata (DU145) e del glioblastoma (U87) sono state
risospese in idrogel di alginato/gelatina a una densita di 5x10° cellule/mL. La
sospensione cellulare ¢ stata biostampata in un ambiente controllato su ciascun
pozzetto di una piastra da 12 pozzetti seguendo il modello digitale di una forma
cuboide con quattro spazi vuoti interni (dimensioni della struttura: L 12 mm X W
12 mm x H 1, 2 mm) (Figura la). La crescita delle cellule tumorali ¢ stata
monitorata dal reagente di vitalita cellulare PrestoBlue® e ha rivelato un
progressivo aumento del numero di cellule vitali simile nelle due linee cellulari, con
un tempo di raddoppio di circa 14 giorni (Figura 1b). Quando le strutture
biostampate sono state osservate mediante microscopia a contrasto di fase, era
evidente che le cellule tumorali tendevano a formare aggregati sferoidi con

diametro crescente nel tempo (Figura 1c¢).
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Figura 1. Crescita delle cellule tumorali nell'impalcatura biostampata. (a) Immagine
esemplificativa di costrutti di alginato/gelatina biostampati in una multiwell a 12 pozzetti.
(b) Percentuale media di cellule DUI145 e U87 vitali coltivate in impalcature biostampate
e valutate 1, 7 e 14 giorni (T1, T7, T14) dopo la biostampa. I valori medi misurati a Tl
sono stati aggiustati al 100%. Ogni valore rappresenta la media di cinque diversi bioprint
(xdeviazione standard). (c) Immagini rappresentative acquisite mediante microscopia a
contrasto di fase (ingrandimento 100 %) di bioprint contenenti DUI45 (immagini

superiori) e cellule U87 nei giorni 1, 7 e 14 dopo la stampa.
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4.2 Effetto antiproliferativo di dasatinib, si306 e PD1 nei modelli cellulari 2D e
3D.

Le cellule tumorali DU145 e U87 sono state sottoposte a concentrazioni crescenti
di dasatinib (1, 10 e 100 uM) per 72 ore e la crescita del tumore ¢ stata monitorata
dal reagente di vitalita cellulare PrestoBlue® (Figura 2a). Il dasatinib ha
determinato una significativa riduzione della vitalita cellulare in maniera piu
evidente per le DU145, rispetto alle U87. Le cellule U87 sono state trattate anche
con concentrazioni crescenti di si306 ¢ PD1 (1, 10 e 100 uM) (Figura 2b). I
composti in questione hanno determinato una significativa riduzione della vitalita
cellulare, con tendenze simili.

Anche le cellule tumorali biostampate e gli sferoidi tumorali, utilizzando sia le
DU145 che le U87, sono state sottoposte a concentrazioni crescenti di dasatinib (1,
10, e 100 uM) (Figura 3a, b). La citotossicita di dasatinib era piu marcata nelle U87
rispetto alle DU145. Inoltre, secondo il valore IC50, le cellule biostampate hanno
dimostrato una maggiore sensibilita al dasatinib rispetto agli sferoidi, ma sia gli
sferoidi che i bioprint erano molto meno suscettibili all'azione del dasatinib rispetto
alla coltura cellulare 2D trattata nelle stesse condizioni sperimentali.

Le cellule tumorali biostampate e gli sferoidi tumorali, utilizzando le cellule U87
sono state sottoposte anche a concentrazioni crescenti di si306 e PD1 (1, 10 e 100
uM) (Figura 4a, b). Si306 ¢ PD1 hanno determinato una significativa riduzione
della vitalita cellulare in maniera simile. Gli sferoidi, trattati con entrambi i
composti, hanno dimostrato una maggiore sensibilita rispetto alle cellule

biostampate.
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Figura 2. Effetto antiproliferativo di dasatinib, si306 e PD1 nei modelli cellulari 2D. (a)
Percentuale di cellule DU145 vitali (a sinistra) e delle cellule U87 vitali (a destra) 72 ore
dopo il trattamento con concentrazioni crescenti di dasatinib (1, 10 e 100 uM). I valori
medi misurati nelle cellule non trattate sono stati aggiustati al 100%. (b) Percentuale di
cellule U87 vitali 72 ore dopo il trattamento con concentrazioni crescenti di si306 (1, 10 e
100 uM) (a sinistra) e PD1 (a destra). I valori medi misurati nelle cellule non trattate sono
stati aggiustati al 100%. Ciascun valore rappresenta la media di cinque diverse

misurazioni (£¥deviazione standard).
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Figura 3. Effetto antiproliferativo di dasatinib in modelli cellulari 3D. (a) Percentuale di
cellule vitali di DUI45 in bioprint (a sinistra) e in sferoidi (a destra) 72 ore dopo il
trattamento con concentrazioni crescenti di dasatinib (1, 10 e 100 uM). I valori medi
misurati nelle cellule non trattate sono stati aggiustati al 100%. (b)Percentuale di cellule
U87 vitali in bioprint (a sinistra) e in sferoidi (a destra) 72 ore dopo il trattamento con
concentrazioni crescenti di dasatinib (1, 10 e 100 uM). I valori medi misurati nelle cellule
non trattate sono stati aggiustati al 100%. Ciascun valore rappresenta la media di cinque

diverse misurazioni (xdeviazione standard).
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Figura 4. Effetto antiproliferativo di si306 e PD1 in modelli cellulari 3D. (a) Percentuale

di cellule vitali di U87 in bioprint 72 ore dopo il trattamento con concentrazioni crescenti

di si306 (1, 10 e 100 uM) (a sinistra) e PD1 (a destra) I valori medi misurati nelle cellule

non trattate sono stati aggiustati al 100%. (b)Percentuale di cellule U87 vitali in sferoidi

46



72 ore dopo il trattamento con concentrazioni crescenti di si306 (1, 10 e 100 uM) (a
sinistra) e PDI (a destra). I valori medi misurati nelle cellule non trattate sono stati
aggiustati al 100%. (c) Valori medi di IC50 calcolati per le cellule U87 e DUI45 trattate
con dasatinib, si306 e PDI per 72 ore. Le IC50 sono state calcolate in condizioni di coltura
standard (2D), in un modello di bioprint 3D e in sferoidi e sono il risultato di tre diversi

esperimenti (deviazione standard).

4.3 Valutazione dell'attivazione di Src.

L'espressione di Src e della sua forma attiva, pSrc (Tyr416), ¢ stata valutata in
coltura 2D e in strutture biostampate, realizzate con cellule DU145 e U87. I livelli
di espressione di Src totale, pSrc (Tyr416) e GAPDH sono stati valutati nei lisati
cellulari totali mediante analisi Western blot in colture cellulari 2D trattate con
concentrazioni crescenti di dasatinib (0,1, 1 e 10 uM) per 24 ore. In entrambe le
linee cellulari, una riduzione nella forma attiva di Src, ma non nella Src totale, era
gia evidente da 0,1 uM di dasatinib (Figura 5a). I livelli di espressione di Src totale,
pSrc (Tyr416) e GAPDH sono stati valutati anche nei lisati cellulari delle U87
trattate con concentrazioni crescenti di si306 e PD1 (0,1, 1 e 10 uM) per 24 ore.
Entrambi i composti hanno determinato una riduzione nella forma attiva di Src a
partire da 0,1 uM (Figura 5b).

L’analisi Western blot ha permesso anche di valutare 1 livelli di espressione di Src
totale, pSrc (Tyr416) e GAPDH nei lisati cellulari totali in modelli cellulari
tridimensionali (bioprinting e sferoidi). I risultati delle strutture biostampate,
trattate con 10 e 25 pM di dasatinib per 24 ore, non hanno mostrato una riduzione
apprezzabile della forma attiva di Src nel modello DU145, mentre la prima
concentrazione effettiva di dasatinib nelle cellule U87 era di 25 uM (Figura 6a). Le
strutture biostamapate U87 sono state trattate anche con 10 e 25 uM di si306 e PD1
per 24 ore. I risultati, per entrambi i composti, hanno mostrato una riduzione della
forma attiva di Src a 25 uM (Figura 6b). Anche gli sferoidi DU145 trattati con 10 e
25uM di dasatinib non hanno mostrato una riduzione della forma attiva di Src,
mentre, gli sferoidi U87 a 25 uM di dasatinib hanno mostrato un’evidente riduzione

(Figura 7a). Invece, gli sferoidi U87 trattati con 10 e 25 uM di si306 e PD1 hanno
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mostato una riduzione gia a 10 uM per entrambi i composti in questione (Figura

7b).
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Figura 5. Valutazione dell'attivazione di Src nel modello cellulare 2D. (a) Analisi Western
blot dei lisati cellulari totali da cellule DUI45 (a sinistra) e US7 (a destra) coltivate in
condizioni standard (2D). 1 lisati cellulari sono stati recuperati 24 ore dopo il trattamento
con dasatinib con concentrazioni crescenti (0,1, 1 e 10 uM) e analizzati per l'espressione
di pSrc (Tyr416), Src totale e GAPDH (riferimento di caricamento). (B) Analisi Western
blot dei lisati cellulari totali da cellule U87 coltivate in condizioni standard (2D).) I lisati
cellulari sono stati recuperati 24 ore dopo il trattamento con concentrazioni crescenti (0,1,
1 e 10 uM) di si306 (a sinistra) e PDI (a destra) e analizzati per l'espressione di pSrc
(Tyr416), Src totale e GAPDH (riferimento di caricamento).
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Figura 6. Valutazione dell'attivazione di Src nel modello bioprinting 3D. (a) Analisi
Western blot dei lisati cellulari totali da cellule DUI145 (a sinistra) e US7 (a destra) in
coltura nell’impalcatura biostampata con alginato/gelatina (bioprint). Le strutture sono
state trattate per 24 ore con 10 e 25 uM di dasatinib e analizzate per l'espressione di pSrc
(Tyr416), Src totale e GAPDH (riferimento di caricamento). (b) Analisi Western blot dei
lisati cellulari totali da cellule U87 (bioprint). Le strutture sono state trattate per 24 ore

con 10 e 25 uM di dasatinib (a sinistra) e PDI (a destra) e analizzate per l'espressione di
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Fugura 7. Valutazione dell'attivazione di Src nel modello degli sferoidi 3D. (a) Analisi
Western blot dei lisati cellulari totali da cellule DUI45 (a sinistra) e U87 (a destra)
(spheroid). Gli sferoidi sono stati trattati per 24 ore con 10 e 25 uM di dasatinib e analizzati
per l'espressione di pSrc (Tyr416), Src totale e GAPDH (riferimento di caricamento). (b)
Analisi Western blot dei lisati cellulari totali da cellule U87 (spheroid). Gli sferoidi sono
stati trattati per 24 ore con 10 e 25 uM di si306 (a sinistra) e PDI (a destra) e analizzate
per l'espressione di pSrc (Tyr416), Src totale e GAPDH (riferimento di caricamento).

4.4 Inibizione della migrazione cellulare da parte di dasatinib, si306 e PD1.

I modelli di coltura cellulare 2D e bioprint 3D sono stati trattati per 24 ore con
concentrazioni crescenti di dasatinib, si306 e PDI (0,1, 1 e 10 uM),
successivamente le cellule sono state recuperate per valutare la loro capacita di

migrazione. L'analisi del numero di cellule in grado di attraversare la membrana del
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sistema transwell ha dimostrato che nelle cellule DU145 e U87 trattate in condizioni
di coltura standard, il dasatinib era efficace nel ridurre la migrazione cellulare a una
concentrazione di 0,1 uM e 1 uM, rispettivamente (Figura 8a). Al contrario, le
cellule recuperate dal bioprint non hanno mostrato una significativa riduzione della
migrazione cellulare rispetto alle cellule di controllo per le cellule DU145, e solo
alla concentrazione di 10 uM per le cellule U87 (Figura 9a).

Nelle cellule U87 trattate in condizioni di coltura standard, si306 ¢ PDI1 erano
efficaci nel ridurre la migrazione cellulare a una concentrazione di 0,1 uM e 1 uM,
rispettivamente (Figura 8b). Al contrario, le cellule recuperate dal bioprint hanno
mostrato una riduzione della migrazione cellulare solo alla concentrazione di 10

uM (Figura 9b)
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Figura 8. Inibizione della migrazione cellulare da parte di dasatinib, si306 e PDI nel
modello cellulare 2D (a) Percentuale di cellule DUI145 (a sinistra) e U87 (a destra)
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migrate valutate nel sistema transwell utilizzando cellule da coltura cellulare standard 2D
trattate per 24 ore con concentrazioni crescenti di dasatinib (0,1, 1 e 10 uM). I valori medi
misurati nelle cellule non trattate sono stati aggiustati al 100%. (b) Percentuale di cellule
US87 migrate valutate nel sistema transwell utilizzando cellule da coltura cellulare
standard 2D e trattati per 24 ore con concentrazioni crescenti di si306 (a sinistra) e PD1
(a destra) (0,1, 1 e 10 uM). I valori medi misurati nelle cellule non trattate sono stati
aggiustati al 100%. Ciascun valore rappresenta la media di cinque diverse misurazioni

(tdeviazione standard). * p < 0,01 rispetto a ctr, secondo il test t di Student.
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Figura 9. Inibizione della migrazione cellulare da parte di dasatinib, si306 e PDI nel
modello bioprinting 3D. (a) Percentuale di cellule DUI45 (a sinistra) e U87 (a destra)
migrate valutate nel sistema transwell utilizzando cellule dal modello bioprint e trattate
per 24 ore con concentrazioni crescenti di si306 (0,1, 1 e 10 uM). I valori medi misurati

nelle cellule non trattate sono stati aggiustati al 100%. (c) Percentuale di cellule U87
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migrate valutate nel sistema transwell utilizzando cellule dal modello bioprint e trattate
per 24 ore con concentrazioni crescenti di si306 (a destra) e PDI (a sinistra) (0,1, 1 e 10
uM). I valori medi misurati nelle cellule non trattate sono stati aggiustati al
100%. Ciascun valore rappresenta la media di cinque diverse misurazioni (¥deviazione

standard). * p < 0,01 rispetto a ctr, secondo il test t di Student.

4.5 Inibizione della disseminazione cellulare negli sferoidi.

Al fine di verificare I'effetto di dasatinib sulla migrazione delle cellule cresciute in
sferoidi, le cellule DU145 e U87 sono state utilizzate per formare sferoidi per 48
ore e quindi gli sferoidi sono stati trasferiti su piastre rivestite di collagene, dove
meta di essi sono stati trattati con 10 uM di dasatinib, 5 pM di si306 e 5 uM di PD1.
Quindi, gli sferoidi sono stati monitorati mediante microscopia a contrasto di fase
e sono state acquisite immagini digitali del corso del tempo. La valutazione della
disseminazione ¢ stata effettuata misurando I'area occupata dalle cellule adese al
collagene, sottraendo I'area dello sferoide. L'analisi dei valori medi relativi dell'area
coperta ha rivelato che le cellule negli sferoidi di controllo erano in grado di
disseminare progressivamente sul collagene dalla superficie dello sferoide, e questo
fenomeno era significativamente evidente a partire da 8 ore dopo la placcatura
cellulare (Figura 10 e 11 a, b). D'altra parte, lo sferoide trattato con dasatinib, si306
e PDI1 ha dimostrato una ridotta capacita di disseminazione e un aumento
significativo dell'area disseminata media era visibile solo dopo 24 ore ma in misura

minore rispetto all'area media di controllo.
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Figura 10. Inibizione della disseminazione cellulare nello sferoide. (a) Area media relativa
invasa negli sferoidi DUI145 e U87 valutata 8 e 24 ore dopo la placcatura sulla superficie
rivestita di collagene. Le immagini sono state analizzate dal software ImageJ
(https://imagej.nih.gov). I valori rappresentano la media di cinque diverse misurazioni
(£deviazione standard) di sferoidi trattati con dasatinib 10 uM, rispetto alla condizione di
ctr. * p < 0,01 tra i punti indicati secondo il test t di Student. (b) Immagini rappresentative
acquisite mediante microscopia a contrasto di fase (ingrandimento 100 %) di cellule
DUI45 e U87 a 0, 8 e 24 ore dopo la placcatura in presenza e in assenza di 10 uM di

dasatinib.
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Figura 11. Inibizione della disseminazione cellulare nello sferoide. (a) Area media relativa
invasa negli sferoidi U87 valutata 8 e 24 ore dopo la placcatura sulla superficie rivestita
di collagene. Le immagini sono state analizzate dal software ImageJ
(https://imagej.nih.gov). I valori rappresentano la media di cinque diverse misurazioni
(xdeviazione standard) di sferoidi trattati con 5 uM di si306 (a sinistra) e PDI (a destra),
rispetto alla condizione di ctr. * p < 0,01 tra i punti indicati secondo il test t di Student.

(b) Immagini rappresentative acquisite mediante microscopia a contrasto di fase
(ingrandimento 100 %) di cellule U87 a 0, 8 e 24 ore dopo la placcatura in presenza e in

assenza di 5 uM di si3006 (a sinistra) e PDI (a destra).
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5

DISCUSSIONE

Le colture di tessuto 3D tumorali rappresentano un modello sperimentale in grado
di imitare potenzialmente la crescita in vivo. In particolare, mostrano caratteristiche
distinte in termini di fenotipo cellulare, trasporto di massa e interazioni cellula-
cellula rispetto alle colture cellulari 2D [47]. Queste caratteristiche possono
influenzare in modo significativo la sensibilita ai farmaci antitumorali ed ¢ per
questo motivo che ¢ fondamentale acquisire conoscenze dettagliate sulla loro
risposta, al fine di pianificare il loro effettivo utilizzo nella sperimentazione
preclinica dei farmaci.

Gli sferoidi sono considerati un modello ideale per imitare alcune importanti
caratteristiche del tumore, come l'organizzazione strutturale e i gradienti di
ossigeno, pH e nutrienti [95]. In effetti, gli sferoidi tumorali sono stati spesso
considerati negli studi preclinici per valutare la risposta alla chemioterapia.
Nonostante siano state testate diverse tecniche per la formazione degli sferoidi,
rimangono ancora diversi problemi per 1’esecuzione di questo modello a livello
preclinico, in particolare per la riproducibilita e 1'applicazione ad alto rendimento
[96].

Recentemente, la biostampa 3D ¢ stata riconosciuta come una tecnologia
promettente per la creazione di una piattaforma basata su tessuti con un controllo
preciso e un’elevata riproducibilita. Affinché un modello bioprinting 3D sia
utilizzato nelle applicazioni farmaceutiche, ¢ necessario che venga scelto un
biomateriale stampabile appropriato (bioink), in maniera tale da poter determinare
1 fenotipi delle cellule tumorali e le proprieta biofisiche del tessuto. Inoltre, i
polimeri utilizzati nel bioink promuovono interazioni cellulari, aumento della
proliferazione cellulare, motilita e differenziazione cellulare [97]. Tra i polimeri
naturali, l'alginato di sodio svolge un ruolo significativo nelle applicazioni di
ingegneria dei tessuti grazie alla sua biocompatibilita, biodisponibilita, basso costo
e alle sue proprieta tissotropiche. La combinazione di alginato di sodio e gelatina
fornisce un eccellente idrogel da utilizzare come substrato nella tecnologia di
stampa 3D. La gelatina ¢ frequente aggiunta all’alginato per migliorare la

citocompatibilita e la stampabilita.
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Nel nostro studio, abbiamo confermato che le cellule DU145 e U87 sopravvivono
nell'impalcatura di alginato/gelatina, mostrando un trend di proliferazione per
almeno 14 giorni. Le cellule tumorali coltivate in queste condizioni tendevano a
crescere come cellule aggregate, simili a sferoidi e questo perché il bioink non
rappresenta un substrato adesivo per le cellule. Quando abbiamo confrontato la
coltura tissutale biostampata 3D con la coltura 2D e gli sferoidi nella loro
suscettibilita al trattamento con dasatinib abbiamo accertato che le cellule
biostampate 3D si comportavano in modo piu simile al modello sferoidale. Infatti,
sia le cellule biostampate che gli sferoidi, hanno dimostrato una maggiore resistenza
alla tossicita del composto rispetto alla coltura cellulare 2D. La resistenza era
particolarmente evidente nelle cellule DU145 e leggermente superiore negli sferoidi
rispetto alle colture di tessuti biostampati. Anche il trattamento con gli inibitori
pirazolo [3,4-d] pirimidinici si306 e PD1 ha dimostrato che le cellule coltivate
mediante il modello bioprinting 3D erano notevolmente piu resistenti alla tossicita
dei farmaci, rispetto alle corrispondenti cellule coltivate in monostrato. Invece, per

gli sferoidi ¢ stata osservata una minor resistenza, rispetto al modello bioprinting.

Gli sferoidi hanno spesso mostrato in letteratura un'elevata resistenza alla maggior
parte delle terapie, incluse chemioterapie e radioterapie [98]. L'acquisizione della
resistenza nei modelli 3D potrebbe essere spiegata da diversi meccanismi. Oltre alle
caratteristiche biologiche, comprese le diverse interazioni con le cellule circostanti
o con la matrice extracellulare e la maggiore eterogeneita fenotipica, un elemento
importante da considerare ¢ la penetrazione del farmaco nello sferoide. I grandi
sferoidi mostravano una maggiore resistenza ai farmaci rispetto a quelli piccoli e la
penetrazione del farmaco ¢ limitata allo strato esterno.

Nei nostri esperimenti abbiamo utilizzato sferoidi di >500 pum di diametro, nei quali
la resistenza ai farmaci potrebbe essere attribuibile solo alle loro dimensioni, come
accennato in precedenza [95]. Le cellule in strutture biostampate formavano
sferoidi che dopo 12 giorni hanno un diametro eterogeneo e <500 um; tuttavia,
come indicato dall'IC50, esprimevano una farmacoresistenza in alcuni casi simile a
quella degli sferoidi. Tuttavia, anche in questo caso, il motivo potrebbe essere
riconducibile ad una scarsa penetrazione del farmaco, e nel caso specifico attraverso

I’idrogel.
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L'analisi dello stato di attivazione di Src, bersaglio di dasatinib, si306 e PD1, ha
evidenziato una ridotta capacita del farmaco di inibire la formazione della Src
fosforilata. Pertanto, ¢ plausibile che I'idrogel di alginato/gelatina generi un
ostacolo alla diffusione dei composti analizzati all'interno delle strutture
biostampate. La resistenza ai composti presi in esame era evidente anche quando le
cellule venivano recuperate dalla struttura biostampata e sottoposte al test di
migrazione. Infatti, rispetto alla prevista riduzione della migrazione dimostrata
dalle cellule trattate in coltura 2D, le cellule provenienti da strutture biostampate
hanno mantenuto una maggiore capacita di migrazione. La resistenza ai farmaci
non era apparentemente associata a un cambiamento nel fenotipo, infatti, la
suscettibilita ai composti in questione nella coltura tissutale 3D ¢ stata confermata
dal test di disseminazione eseguito con sferoidi. In questo test, tutti i 3 i composti
analizzati sono risultati efficaci nel ridurre la capacita delle cellule di invadere il
microambiente circostante. Poiché le cellule coinvolte nella disseminazione sono
principalmente quelle presenti sulla superficie dello sferoide, cio avvalora I'ipotesi

della scarsa penetrazione del farmaco all'interno della struttura 3D.

Il bioprinting 3D offre diversi vantaggi come: il controllo accurato della
distribuzione cellulare, la deposizione cellulare ad alta risoluzione, la scalabilita e
l'economicita. La qualita dell'impalcatura biostampata finale ¢ influenzata dalla sua
biocompatibilita, biodegradabilita, risposta cellulare e il microambiente tissutale in
cui ¢ esposto [99]. Inoltre, 1 costrutti biostampati in 3D con pori interconnessi €
ampie aree superficiali supportano 1’adesione e la crescita cellulare, la
comunicazione intercellulare, lo scambio di ossigeno e nutrienti e tutto cio
rappresenta un notevole vantaggio [100]. I bioprinting porta anche alla riduzione
della necessita di utilizzo di test sugli animali che non sono in grado di prevedere
con precisione le risposte tossicologiche e fisiopatologiche umane. Tutte queste
caratteristiche ci hanno spinto al suo utilizzo nelle nostre procedure sperimentali,
rispetto alla formazione di sferoidi mediante il metodo della goccia sospesa che
viene eseguito manualmente. Infatti, il metodo della goccia sospesa richiede un
operatore esperto e le sue complicazioni tecniche ne compromettono la
riproducibilita e lo rendono inadatto allo screening di nuovi potenziali composti
antitumorale ad alta produttivita. Inoltre, la produzione di sferoidi compatti e

omogenei risulta essere complicata ed ¢ per questo motivo che emergono
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costantemente nuove tecniche 3D. Queste includono nuove piattaforme di
progettazione in grado di assicurare una maggiore resa di formazione di sferoidi di
dimensioni uniformi [101]. Tuttavia, in queste procedure, come in tutti i metodi di
coltura cellulare in sospensione, un contenitore con superficie non aderente
affidabile ¢ fondamentale per assicurarne la riproducibilita nella formazione e nel
loro comportamento per tutta la durata della coltura.

L'uso dell'idrogel come materiale di inclusione puo garantire che le cellule possano
organizzarsi in un'architettura 3D stabile, complessa ¢ dinamica entrando in
contatto anche con la matrice extracellulare. Il bioprinting 3D non richiede
particolari competenze e consente di ottenere piu strutture uniformi in breve tempo.
L'idrogel di alginato/gelatina supporta la crescita 3D delle cellule tumorali e, come
abbiamo osservato anche nei nostri modelli sperimentali, le cellule formavano
spontaneamente sferoidi senza la necessita di un'ulteriore procedura repulsiva.
Inoltre, le strutture biostampate, per la loro stabilita chimico-fisica che consente un
regolare cambio di mezzo senza influenzare il comportamento cellulare, offrono la
possibilita di eseguire facilmente test di vitalita. Allo stesso tempo, l'idrogel di
alginato/gelatina puo essere disciolto con una soluzione chelante di ioni, liberando
sferoidi che una volta in sospensione potrebbero essere utilizzati per ulteriori
analisi.

Con questo lavoro, abbiamo verificato come il bioprinting 3D, pud avere
caratteristiche biologiche piu vicine al tumore in vivo, e simili alle strutture
sferoidali che sono state finora utilizzate come miglior modello tumorale 3D. La
biostampa ¢ quindi in grado di offrire una valida alternativa per lo studio della
citotossicita di nuovi potenziali composti antitumorali e per la valutazione delle

caratteristiche fenotipiche tumorali in ambienti tridimensionali.
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