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modelli in vitro per lo studio 

della metastasi ossea da 

carcinoma della mammella



Metastasi ossea: un processo multi-step

Kang Y., Pantel K., Cancer Cell, 2013



Ruolo del microambiente e della matrice extracellulare 
(ECM) nella metastasi ossea

Gonzàlez Diaz, E.C., Acta Biomaterials, 2019



Modelli preclinici in Osteoncologia

• Approfondire le nostre conoscenze sui meccanismi molecolari coinvolti nel processo 

di metastasi può aiutare ad identificare nuove strategie terapeutiche più efficaci

• Necessità di implementare i nostri modelli in vitro ed in vivo di metastasi ossea

2D in vitro models 3D in vitro models In vivo models

➢ Mimics in vivo 

environment more 

accurately

➢ More relevant 3D cell-

to cell and cell-ECM 

interactions

➢ More suitable as drug

resistance models

➢ Whole organism

interactions

➢ Physiologically and 

clinically relevant

➢ Cost-effective

➢ Easy to use 

➢ Easy downstream 

processes

➢ Less biologically

relevant models

➢ Reduced cell-to-cell

interactions

➢ Poor clinical relevance

➢ Unnatural adhesion

forces

➢ More complex than

2D models

➢ Complex

downstream 

processed

➢ Lack the 

vasculature

➢ Ethical concerns

➢ High Cost

➢ Time consuming

➢ Not human, different

immune system



Dai modelli bidimensionali 2D... 

Modello adatto per studiare strategie 

terapeutiche per bloccare il «circolo 

vizioso» della metastasi ossea

Tumor Cells

Osteoclasts
Differentiation



…Ai modelli tridimensionali 3D

In Vitro Modeling

In vitro 3D 

collagen/HA

scaffold

Secreted

Factors

Pre-Metastatic 

Niche

In vitro 3D 

collagen scaffold



Obiettivo del Progetto

Collagene-Idrossiapatite

Scaffold 3D

(30: 70 ratio) 

Interazioni cellule tumorali di carcinoma di 

mammella ed ECM 

Fattori solubili secreti dalle 

cellule tumorali

Differenziamento di 

osteoclasti e 

osteoblasti 

indotto dalle cellule 

tumorali

Modello 3D di metastasi 

ossea in vitro: 

Circolo vizioso in vitro

Strategie Terapeutiche? 



Strategie Terapeutiche: Focus su Bone Targeted
Therapies



Sviluppo dello scaffold 3D mineralizzato

I. Indagare le interazioni cellula tumorale-matrice

II. Ottimizzare differenziamento di osteoclasti e osteoblasti 

nel modello 3D

III. Sviluppo di un modello 3D in vitro di metastasi ossea : 

interazione diretta tra cellule tumorali-osteoblasti-osteoclasti
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MCF7 ER+ BC in 3D mineralized scaffold

Bone Metastasis from ER+ BC

Il modello 3D mineralizzato mima la matrice extracellulare 
ossea
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Scaffold 3D collagene VS Scaffold 3D mineralizzato

A) MDA-MB-231: ER- cell line

B) SCP2: ER- cell line 

C) MCF7: ER+ cell line

Fenotipo aggressivo, invasivo e scarsamente

differenziato, metastatico in differenti siti secondari

(principalmente viscerali)

osteotropic subclone of MDA-MB-231 Fenotipo aggressivo, linea cellulare metastatica

all’osso

Luminal A molecular subtype

Basal- like molecular subtype

Linee 

Cellulari

Fenotipo non invasivo, dormiente

3D collagen 3D mineralized
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➢ La matrice 

extracellulare influenza 

il profilo di crescita delle 

cellule tumorali 



➢ Analisi di RNA Seq mostra una disregolazione significativa di alcuni pathways relati al processo di 

metastasi ossea, indotta dalla differente matrice extracellulare
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Un differente microambiente influenza il comportamento di 
cellule tumorali di carcinoma della mammella 

NCI-NATURE 2016 Database MSigDB Hallmark Database MSigDB Hallmark Database 



La matrice extracellulare influenza la sensibilità alla bone 
targeted therapy in linee cellulari di carcinoma della mammella

Bone targeted therapy

➢ La Bone Targeted Therapy influenza non solo le 

cellule dell’osso ma anche le cellule tumorali 

➢ La sopravvivenza delle cellule tumorali è influenzata 

dalla differente matrice extracellulare



Cellule di carcinoma della mammella cresciute in modello 3D 
influenzano il differenziamento osteoclastico

Colorazione TRAP

Definizione di osteoclasta : cellule positive alla colorazione TRAP con 

più di 4 nuclei
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Osteoblastogenesi ed Osteoclastogenesi nel modello 
3D mineralizzato

Osteoblast

Differentiation

Medium

✓ Ottimizzazione del numero di cellule mesenchimali o monociti da seminare nel modello 3D, necessario per il differenziamento 

osteoblastico ed osteoclastico 

BA

+ MCSF 

+ RANKL 

C D
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Conclusioni e prospettive future

I. E’ importante sviluppare modelli in vitro adatti a mimare la cascata sequenziale di eventi coinvolti 

nella patogenesi della metastasi ossea per:

➢ caratterizzare i meccanismi molecolari coinvolti 

➢ Identificare nuove ed efficaci strategie terapeutiche per inibire la metastasi ossea

II. Lo sviluppo del modello 3D mineralizzato è una piattaforma adatta per mimare la metastasi ossea: 

la struttura meccanica e minerale della matrice ossea può influenzare il comportamento delle 

cellule tumorali e il differenziamento delle cellule ossee

III. Il modello sarà implementato da una tri-coltura di osteoblasti, osteoclasti e cellule tumorali per 

meglio indagare le interazioni coinvolte nella formazione della metastasi e per identificare nuove 

strategie terapeutiche. 

IV. Il modello sarà confermato con campioni clinici di paziente per aumentare il suo potere 

traslazionale. 
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