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Metastasi ossea: un processo multi-step
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Ruolo del microambiente e della matrice extracellulare
(ECM) nella metastasi ossea

Mechanical stimuli Vascular niche
+ Shear stress « Chemokines
» Compressive forces * Adhesion molecules

i + Growth factors and hormones

+ Matrix stiffness of « Osteoblasts and osteoclasts + Comprised of 70% minerals
10-15 MPa = Endothelial cells and 30% collagen
« Immune and hematopoietic cells

‘ Cancer cell . Osteoclast <<= Bone lining cell @ Lymphocyte @Hemtopoleﬁcoell
@D Osteoblast ©  Osteocyte . Macrophage ®=mm Endothelial cell {:} Dendritic cell

\ Gonzalez Diaz, E.C., Acta Biomaterials, 2019




Modelli preclinici in Osteoncologia

* Approfondire le nostre conoscenze sui meccanismi molecolari coinvolti nel processo
di metastasi puo aiutare ad identificare nuove strategie terapeutiche piu efficaci

* Necessita di implementare i nostri modelli in vitro ed in vivo di metastasi ossea

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

Cost-effective > Less biologically > Mimics in vivo > More complex than > Whole organism > Ethical concerns
relevant models environment more 2D models interactions _
Easy to use accurately > High Cost
» Reduced cell-to-cell » Complex » Physiologically and ] )
Easy downstream interactions > More relevant 3D cell- downstream clinically relevant > Time consuming
processes to cell and cell-ECM processed .
> Poor clinical relevance interactions > Not human, different
» Lack the immune system
> Unnatural adhesion > More suitable as drug vasculature
forces resistance models
STUI®




Dai modelli bidimensionali 2D...

Bone 66 (2014) 214-222

Contents lists avaiable at ScienceDirect

Bone

Modello adatto per studiare strategie
terapeutiche per bloccare il «circolo

Original Full Length Article - .

CSF-1 blockade impairs breast cancer osteoclastogenic potential in @me* VIZIOSO» de”a metaStaSI 0ssea

co-culture systems

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bone

Chiara Liverani **, Laura Mercatali ¢, Chiara Spadazzi ®, Federico La Manna ?, Alessandro De Vita %, Nada Riva“?,
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International Journal of (\
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Artice . . . Tumor Cells c
The Effect of Everolimus in an In Vitro Model of
Triple Negative Breast Cancer and Osteoclasts
Journal of Bone Oncology 16 (2019) 100227

Laura Mercatal
Alberto Bongic Contents lists available at ScienceDirect x _"'"Bmhgy

Osteoclasts
Journal of Bone Oncolo . .
_ 8y Differentiation
ELSEVIER Jjournal homeapage: www.elsevier.com/locata/jbo
Research Paper
mTOR inhibitor and bone-targeted drugs break the vicious cycle between
clear-cell renal carcinoma and osteoclasts in an in vitro co-culture model ey

Chiara Spadazzi, Federica Recine, Laura Mercatali’, Giacomo Miserocchi, Chiara Liverani,
Alessandro De Vita, Alberto Bongiovanni, Valentina Fausti, Toni Ibrahim
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...Ail modelli tridimensionali 3D
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Obiettivo del Progetto

Interazioni cellule tumorali di carcinoma di
mammella ed ECM

Collagene-Idrossiapatite
Scaffold 3D
(30: 70 ratio)

Fattori solubili secreti dalle
cellule tumorali

S

N
“x Differenziamento di
= osteoclasti e
osteoblasti
indotto dalle cellule
tumorali

Strategie Terapeutiche?
Modello 3D di metastasi

osseain vitro:
Circolo vizioso in vitro
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Strategie Terapeutiche: Focus su Bone Targeted
Therapies

Bisphosphonates ’w‘

High osteoclast affinity
Promotes apoptosis ‘ —L> ﬁ

©,

Denosumab \T{,

Monoclonal antibody vs. RANKL J_
Inhibits osteoclast proliferation ‘ —




Sviluppo dello scaffold 3D mineralizzato

I. Indagare le interazioni cellula tumorale-matrice

#C o
—
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Il. Ottimizzare differenziamento di osteoclasti e osteoblasti
nel modello 3D

Mesenchimal Cells N Osteoblast
— Osteoblast cells
precursor cells
Monocytes - .
Osteoclast _ Osteoclast
precursor cells cells

[1l. Sviluppo di un modello 3D in vitro di metastasi ossea :
interazione diretta tra cellule tumorali-osteoblasti-osteoclasti
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Sviluppo dello scaffold 3D mineralizzato

I. Indagare le interazioni cellula tumorale-matrice

( ECM Matrix
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[1l. Sviluppo di un modello 3D in vitro di metastasi ossea :
interazione diretta tra cellule tumorali-osteoblasti-osteoclasti
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3D Scaffold Collagen | -
Hydroxyapatite (30:70 ratio)

Il modello 3D mineralizzato mima la matrice extracellulare
ossea

Bone Metastasis from ER+ BC

Bone Metastasis

H&E

MCF7 ER+ BC in 3D mineralized scaffold

H&E




Scaffold 3D collagene VS Scaffold 3D mineralizzato
_ Basal- like molecular subtype Fenotipo aggressivo, invasivo e scarsamente
A) MDA-MB-231: ER- cell line » differenziato, metastatico in differenti siti secondari
(principalmente viscerali)
Linee | By sCP2: ER- cell line osteotropic subclone of MDA-MB-231 | Fenotipo aggressivo, linea cellulare metastatica
Cellulari " )
allosso
Luminal A molecular subtype i i ) i
C) MCF7: ER+ cell line —»  Fenotipo non invasivo, dormiente
3D collagen 3D mineralized = MDA COLL/HA
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Un differente microambiente influenza il comportamento di
cellule tumorali di carcinoma della mammella

» Analisi di RNA Seg mostra una disregolazione significativa di alcuni pathways relati al processo di
metastasi ossea, indotta dalla differente matrice extracellulare

MDA 3D COLL MDA 3D MIN
vs 2D vs 2D
|log2FoldChange]| |log2FoldChange|
215 215
275 865 250
Genes Genes Genes

Top Significant Dysregulated Pathways
MDA 3D MIN vs MDA 3D COLL

MSigDB Hallmark 2020
‘Epimelial Mesenchymal Transition *2.10e-06

‘Hypoxia *1,29e-05

‘Caagulatian *2.09e-05

‘Estmgen Response Early *6.46e-03
‘Estmgen Response Late *6.46e-03
‘Myogenesis *6.46e-03

‘Glycnlysis +6.46e-03
‘Cnmplemel‘t 2.26e-02
‘Inﬂammabory Response 2.26e-02
‘uv Response Up 2.96e-02

0 i ] a H

3
—log:e(p-value)

MSigDB Hallmark Database
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SCP2 3D COLL SCP2 3D MIN
vs 2D vs 2D
|log2FoldChange| |log2FoldChange|
21.5 215
142 116 132
Genes Genes Genes

Top Significant Dysregulated Pathways
SCP2 3D MIN vs SCP2 3D COLL

NCl-Nature 2016

HIF-2-alpha transcription factor network Homo sapiens 37358832-6193-11e5-82c5-06603eb7f303 9 5%e-03

HIF-1-alpha transcription factor network Homo sapiens 20ef2b81-6193-11e5-8ac5-06603eb7f303 3.35e-02

Canonical Wnt signaling pathway Homo sapiens 9dbe253d-618f-11e5-8ac5-06603eb7f303 8.35e-02

Syndecan-4-mediated signaling events Homo sapiens 076bc549-6196-11e5-8ac5-06603eb7f303 1.26e-01

FOXA2 and FOXA3 transcription factor networks Homo sapiens b6933be8-6192-11e5-8ac5-06603eb7f303 I,TSE-DI.|

Syndecan-1-mediated signaling events Homo sapiens f957cc16-6195-11e5-8ac5-06603eb7f303 1.82e-01
Notch-mediated HES/HEY network Homo sapiens Bee56389-6194-11e5-8ac5-06603eb7f303 1.89e-01
IL4-mediated signaling events Homo sapiens cff33f50-6193-11e5-8ac5-06603eb7f303 2.30e-01

Betal integrin cell surface interactions Homo sapiens 2fd0bc63-618d-11e5-8ac5-06603eb7f303 2.50e-01

AP-1 transcription factor network Homo sapiens 3ce2f9c5-6189-11e5-8ac5-06603eb7f303 2.60e-01

o

LACURA

1 2
~logielp-value)

NCI-NATURE 2016 Database

MCF7 3D COLL MCF7 3D MIN
vs 2D vs 2D
|log2FoldChange| |log2FoldChange|
21.5 215
553 229
Genes Genes

Top Significant Dysregulated Pathways
MCF7 3D MIN vs MCF7 3D COLL

MSigDB Hallmark 2020
|TNF—aIpha Signaling via NF-kB *3.60e-03

|KRAS Signaling Up *3.60e-03

Bile Acid Metabolism 1.6e-01
Coagulation 1.93e-01

Fatty Acid Metabolism 2.18e-01
|Oxidaﬁve Phosphaorylation 2.68e-01
|p53 Pathway 2.68e-01
Adipogenesis 2.68e-01

|E5tmgen Response Early 2.68e-01

|Myogenesls 2.68e-01

] 1 2
=loguwlp-value)

MSigDB Hallmark Database




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

MDA-MB-231

=

Bone targeted therapy 020 ©MDA3D COLL mMDA 3D MIN
— |
120 [
g | ! *
® 100
£ 80
Bisphosphonates &
High osteoclast affinity i: 60
Promotes apoptosis s 40
@ 20
0
CTRL DENO ZOL
@ B SCP2
Denosumab 02D mSCP23D COLL mSCP2 3D MIN
Monoclonal antibody vs. RANKL
Inhibits osteoclast proliferation 120 =
£ 100 —
‘—E 80
5 60
! ! 2 40
? 20
0 -
CTRL DENO ZOL
La Bone Targeted Therapy influenza non solo le e
cellule dell’'osso ma anche le cellule tumorali ¢
D20 OMCF7 3D COLL  mMCF7 3D MIN
140
La sopravvivenza delle cellule tumorali € influenzata 120 |
dalla differente matrice extracellulare 100

80
60
40
20

Sumvival Percentage (%)

CTRL DENO Z0L




Percentage of

Cellule di carcinoma della mammella cresciute in modello 3D
influenzano il differenziamento osteoclastico
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pit di 4 nuclei
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Sviluppo dello scaffold 3D mineralizzato
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I. Indagare le interazioni cellula tumorale-matrice

ECM Matrix

Il. Ottimizzare differenziamento di osteoclasti e osteoblasti
nel modello 3D

Mesenchimal Cells % . : ‘

Osteoblast
— Osteoblast cells
precursor cells
Monocytes -
Osteoclast —_— Osteoclast
precursor cells cells

[1l. Sviluppo di un modello 3D in vitro di metastasi ossea :
interazione diretta tra cellule tumorali-osteoblasti-osteoclasti
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Ctrl -

Osteoblastogenesi ed Osteoclastogenesi nel modello
3D mineralizzato

v’ Ottimizzazione del numero di cellule mesenchimali o monociti da seminare nel modello 3D, necessario per il differenziamento
osteoblastico ed osteoclastico
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Sviluppo dello scaffold 3D mineralizzato
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I. Indagare le interazioni cellula tumorale-matrice

ECM Matrix

Il. Ottimizzare differenziamento di osteoclasti e osteoblasti
nel modello 3D

Mesenchimal Cells ; ‘ Osteoblast
— Osteoblast A cells
precursor cells -
Monocytes - @
Osteoclast _— Osteoclast
precursor cells cells

[1l. Sviluppo di un modello 3D in vitro di metastasi ossea :
interazione diretta tra cellule tumorali-osteoblasti-osteoclasti

Tumor
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-
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Conclusioni e prospettive future

l. 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

> ldentificare nuove ed efficaci strategie terapeutiche per inibire la metastasi ossea

[I. Lo sviluppo del modello 3D mineralizzato € una piattaforma adatta per mimare la metastasi ossea:

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

cellule tumorali e il differenziamento delle cellule ossee

[ll. Il modello sara 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 sara confermato con campioni clinici di paziente per aumentare il suo potere

traslazionale.
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