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ABSTRACT

From bidimensional cell cultures to organoids: the progress in the field of neoplasia

Neoplasia continues to be the second leading cause of death worldwide after cardiovascular diseases. In the context of
neoplasia, the case of cell cultures is fundamental for understanding and studying possible pharmacological treatments
for this heterogeneous and complex pathology. The use of preclinical models has become increasingly prevalent; the
currently most used model involves 2D cell cultures, but despite their great versatility, they have shown limitations in
reproducing the complex structures and interactions that occur during carcinogenesis. Therefore, with the advent of
3D cultures, such as spheroids and organoids, preclinical research has significantly improved, as these models can
reproduce some typical characteristics of the tissue from which they derive, including tumour tissue. Different protocols
have been published for creating 3D cultures based on the use of a scaffold or even without it (scaffold-free). Thanks to
numerous studies conducted using 3D cultures, directly stabilized from patient tissues, the great importance of these
models, particularly for precision medicine, has been appreciated. They can be fully integrated into preclinical research
as well as at the clinical level.

Parole Chiave: culture cellulari, organoidi, medicina di precisione

INTRODUZIONE

Il cancro continua ad essere un grave problema di
salute a livello globale. Ad oggi, € la seconda causa
di morte nel mondo, causando un decesso su sei (1).
Nel 2023, in Italia sono stati diagnosticati circa 395000
nuovi casi di cancro; ancora oggi, il carcinoma della
mammella rimane il piu diagnosticato, seguito da colon-
retto, polmone, prostata e vescica (2). Nonostante negli
ultimi due anni ci sia stato un incremento dell’incidenza
di nuovi tumori, d’altra parte, si osserva un miglioramento
nel numero di decessi, che stanno lentamente
diminuendo (3,4). Proprio quest'ultimo indice sembra
essere migliorato per diversi motivi tra cui: programmi
di screening piu diffusi sul territorio, che permettono di

effettuare diagnosi sempre piu precoci, terapie mirate
volte ad una medicina maggiormente personalizzata,
come quella di precisione (1,5,6).

Nonostante i significativi progressi nella ricerca
scientifica, permangono tuttavia delle criticita nello
studio di questa patologia complessa ed eterogenea,
che mostra dei limiti nella comprensione e nello sviluppo
anche di nuove terapie (7). Gli avanzamenti nelle scienze
omiche hanno rilevato la presenza di diverse popolazioni
cellulari, spesso definite “sottopopolazioni”, con
specifiche mutazioni patogenetiche, che costituiscono
nellinsieme la popolazione tumorale dello specifico
individuo/paziente. Tali studi hanno altresi evidenziato una
notevole eterogeneita genetica dei tumori, classificata nel
tempo come intra- o inter- tumorale (8,9). L'eterogeneita
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intratumorale si riferisce alla diversita cellulare ed
extracellulare spazio-temporale all'interno del tumore di
un dato paziente, comprendendo sia il tumore primario
che le popolazioni metastatiche. Pertanto, in questo caso,
si considera solo cid che avviene nel paziente in esame,
concentrando [I'attenzione sulle possibili alterazioni
fisiopatologiche, genomiche, ed anche epigenomiche
(in particolare il metiloma) specifiche di quel paziente.
Invece, 'eterogeneita intertumorale descrive le variazioni,
a livello di popolazione, tra pazienti con gli stessi
sottotipi di tumore (10,11); i pazienti quindi vengono
raggruppati e studiati come gruppo piuttosto che come
singoli, poiché presentano aspetti simili ma non identici
a livello fisiopatologico, genomico ed epigenomico.
Questa estrema eterogeneita delle neoplasie, sia nel
singolo paziente, ma anche tra i pazienti affetti dallo
stesso tumore, e quindi in un sottogruppo specifico, ha
evidenziato differenti risposte ai trattamenti farmacologici,
mettendo in luce lo sviluppo di resistenze in alcuni
pazienti (12,13). Cid ha reso impossibile considerare
le sottopopolazioni tumorali come una singola malattia,
rendendo al contempo difficile [l'ottimizzazione dei
trattamenti, che non possono essere uguali per tutti i
pazienti, ma tantomeno per individui affetti dallo stesso
tipo di tumore. | trattamenti infatti, devono essere il piu
possibile mirati non solo all’organo colpito, ma anche al
singolo paziente che ne ¢ affetto (14,15).

In questo contesto, il progresso nel campo delle
terapie antitumorali sembra infatti dipendere dallo
sviluppo di tecnologie capaci di riprodurre in vitro le
strutture e I'eterogeneita di ciascun tumore in ciascun
paziente (16). Nonostante l'impiego di diversi modelli
preclinici convenzionali, incluse le colture cellulari, le
linee cellulari o xenotrapianti derivati da pazienti e modelli
animali murini o non murini, si € assistito al fallimento
di numerosi studi preclinici poiché questi modelli non
riescono a riprodurre fedelmente la fisiopatologia
dell'uomo (17).

Le colture cellulari sono state a lungo utilizzate
per migliorare la comprensione della formazione e dei
meccanismi patogenetici alla base della crescita tumorale.
Tuttavia, la loro applicazione nelluomo & spesso limitata
poiché le linee cellulari non rappresentano fedelmente
le caratteristiche tumorali originali. Per superare
tali limitazioni, I'uso di modelli animali ha migliorato
alcuni aspetti; tuttavia, il tasso di fallimento di farmaci
antitumorali negli studi clinici rimane alto probabilmente
perché i modelli animali non riflettono completamente
la fisiologia umana (18,19). Pertanto, per superare
almeno in parte, queste limitazioni & diventata sempre
piu consistente la necessita di studiare e utilizzare colture
tridimensionali (3D) stabilizzate direttamente da tessuti di
pazienti. Molti progressi sono stati fatti in questo campo
soprattutto nello studio di colture di cellule staminali,
anche tumorali, che si sono dimostrate un potente
strumento per la formazione in vitro, di mini-organi noti
anche come “organoidi” (20,21).

Con le colture organotipiche & stata dimostrata la
possibilita di generare in vitro colture tridimensionali
che riproducono piu accuratamente le strutture, le
caratteristiche molecolari, le alterazioni genomiche,
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'espressione e il microambiente tumorale dei tumori
primari dalle quali esse derivano (22); queste colture
inoltre, hanno il vantaggio di poter essere generate da
singolo paziente.

In questa rassegna vengono esaminati i differenti
modelli in vitro e in vivo che possono essere impiegati
nello studio delle patologie tumorali e non. Vengono
descritte le caratteristiche e le applicazioni di ciascun
modello, evidenziandone i vantaggi e le limitazioni.
Viene anche considerato I'utilizzo dei suddetti modelli nel
campo della terapia oncologica.

DALLE COLTURE 2D ALLE COLTURE 3D
L'importanza delle colture 2D

Le colture cellulari bidimensionali (2D) sono state
ampiamente utilizzate negli anni nel campo della ricerca
biomedica, per studiare ed approfondire sia gli aspetti
di base, come la crescita cellulare, la proliferazione e
il differenziamento, sia gli aspetti legati alla patogenesi
di malattie tumorali e non, inclusi lo studio di farmaci
(23-26). Le colture 2D sono considerate un sistema
semplice ed economico, in cui le cellule crescono
in sospensione o adese alla superficie della piastra
(piastre Petri o multi-well) formando un monostrato
(27). | vantaggi di questo sistema includono la facilita
di utilizzo e la disponibilita di numerosi protocolli ormai
standardizzati e riportati in letteratura. Tuttavia, questi
modelli 2D rappresentano modelli “semplificati” dei
tessuti e non riflettono I'organizzazione cellulare effettiva,
la complessita delle cellule, comprese quelle tumorali,
e le possibili interazioni cellulari che avvengono in vivo.
Nonostante negli anni scorsi questo modello sia stato
utilizzato per lo screening di farmaci ad alto rendimento,
le sue limitazioni, come l'incapacita di replicare 'ambiente
tridimensionale in cui i tumori crescono e la mancanza di
interazioni cruciali tra le cellule e la matrice extracellulare,
hanno evidenziato la necessita di sviluppare modelli piu
avanzati capaci di riprodurre piu fedelmente la complessa
struttura dei tessuti e quindi anche dei tumori. Pertanto,
per superare le limitazioni riscontrate con questa
tecnologia, pur ancora ampiamente utilizzata, la ricerca
soprattutto nel campo oncologico, ha effettuato dei
progressi per fornire nuovi modelli sempre piu avanzati.

Dagli xenotrapianti alle colture 3D

La necessita di ottenere modelli preclinici che riflettano
pit accuratamente la fisiologia umana & cresciuta
costantemente nel tempo. Gli xenotrapianti derivati
da tessuti tumorali di pazienti (Patient derived tumor
xenograft, PDTXs), sono stati utilizzati con I'obiettivo
di sviluppare modelli preclinici piu rappresentativi
dell’'eterogeneita dei tumori nell'uomo e per approfondire e
studiare I'efficacia dei farmaci chemioterapici (18,28,29).
In questi modelli, le linee cellulari tumorali o le biopsie dei
pazienti vengono trapiantate in topi immunodeficienti o
geneticamente modificati (30). Grazie alla mancanza del
sistema immunitario, questi topi sono in grado di tollerare
e quindi, supportare la crescita del tessuto tumorale
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umano. Una volta che il tumore si € sviluppato nel topo, &
possibile condurre diversi studi, inclusi test sugli effetti dei
farmaci e il monitoraggio della crescita tumorale tramite
tecniche di imaging, al fine di valutare la progressione
della malattia nel tempo (31,32).

Vari studi hanno dimostrato che i PDTX conservano
I'eterogeneita dei tumori umani dai quali derivano,
mostrandosi un importante risorsa nell’ambito della
ricerca oncologica in quanto, riescono a predire la
risposta dei farmaci utilizzati, consentendo cosi lo
sviluppo di terapie piu mirate. D’altra parte, questi modelli
mostrano significative limitazioni relativamente agli studi
di immunoterapia, a causa della compromissione del
sistema immunitario dei topi (28). Pertanto, se da un lato
questa tecnologia ha rappresentato un avanzamento
nella stabilizzazione di modelli pre-clinici, dall’altro
presenta limitazioni dovute al consumo di un gran
numero di animali e al conseguente elevato costo di
questa tecnologia (19).

La necessita di sviluppare modelli che riflettano
accuratamente [larchitettura tumorale e consentano
screening farmacologici personalizzati e combinati in
tempi piu rapidi &€ diventata sempre maggiore. Negli ultimi
anni infatti, sono stati sviluppati diversi modelli 3D, come
gli sferoidi e gli organoidi, direttamente dai tessuti dei
pazienti.

Gli sferoidi e i loro utilizzi

Negli ultimi decenni, sono emerse nuove tecniche per
la stabilizzazione delle colture cellulari 3D, volte a colmare
il divario tra le colture cellulari e i modelli animali. Ad oggi,
sono stati sviluppati vari modelli 3D, inclusi espianti di
tessuti, sferoidi ed organoidi, che trovano un’ampia
applicazione nella ricerca biomedica traslazionale (33).

Gli sferoidi sono stati introdotti per la prima volta
allinizio degli anni ‘70 da Sutherland et al., e da
allora sono stati sviluppati diversi modelli di sferoidi e,
soprattutto, differenti metodi per la loro generazione (34).
Questi si formano per aggregazione spontanea delle
cellule, seguita dal legame delle integrine della superficie
cellulare alla matrice extracellulare (ECM) (35,36). Sono
stati descritti due differenti metodi per la formazione degli
sferoidi: uno basato sull'utilizzo di supporti (scaffold) e
uno privo di supporto (scaffold-free). | metodi basati
sull'utilizzo di scaffold, quindi utilizzando ECM, sono
solitamente impiegati nelle applicazioni di ingegneria
tissutale e di medicina rigenerativa. In questo caso,
le cellule crescono a contatto con lo scaffold, che pud
essere costituito da sostanze naturali (come il collagene),
biomateriali semisintetici (come il chitosano) o sintetici
(come il policaprolattone) (37). | metodi scaffold-free, in
cui 'ECM & composta da proteine prodotte dalle cellule
stesse durante la loro formazione, sono maggiormente
utilizzati perché sono relativamente semplici, economici
e rapidi. Tra i metodi scaffold-free piu noti si annoverano:
Liquid Overlay, Hanging Drop, Spinner Culture, Rotating
Wall Vessel (36,37).

Gli sferoidi tumorali sono considerati i modelli di
coltura cellulare 3D piu semplici e sono ampiamente
utilizzati nella ricerca scientifica per la loro capacita di

emulare le proprieta dei tumori, soprattutto quelli solidi.
Presentano sia interazioni cellula-cellula sia cellula-
ECM e la loro struttura & simile a quella dei tumori non
vascolarizzati o scarsamente vascolarizzati (37). Un
grande vantaggio di questa tecnologia & legato alla
possibilita di ottenere sferoidi di dimensioni differenti in
base al numero iniziale di cellule utilizzate per la loro
formazione; inoltre, & possibile formare sferoidi eterotipici
mediante co-coltura con differenti tipi di cellule (38).
Questa flessibilita rende la metodologia molto versatile
ed ampiamente utilizzata, poiché permette all’operatore
di scegliere il tipo e il numero di cellule con cui lavorare,
controllando cosi il flusso di lavoro. Diversi studi hanno
analizzato la struttura e la composizione degli sferoidi,
riconoscendo tre differenti strati: uno esterno costituito
da cellule proliferanti, che sono maggiormente a contatto
con i nutrienti presenti nel mezzo, uno intermedio
costituito da cellule quiescenti e infine, uno interno
costituito da cellule ipossiche e necrotiche (39). Queste
proprieta, soprattutto quando gli sferoidi sono formati da
colture tumorali, conferiscono loro una buona resistenza
ai farmaci antitumorali, rendendoli un valido strumento
per studi di screening di farmaci (36). Negli ultimi anni,
notevoli sforzi sono stati fatti per ottimizzare le tecniche
di produzione degli sferoidi, grazie anche ai numerosi
prodotti disponibili in commercio che hanno migliorato la
riproducibilitd della tecnica, consentendone un maggiore
utilizzo anche negli screening ad alta produttivita di
terapie antitumorali.

Nonostante i significativi vantaggi e i progressi
ottenuti con questo modello di colture 3D, esistono delle
limitazioni legate alla scarsa riproducibilita della metodica
nel formare sferoidi direttamente da tessuti derivanti da
pazienti. In questo contesto, le colture di organoidi, si
sono fatte spazio con lo scopo di migliorare le ricerche
su modelli 3D piu complessi, fedeli e riproducibili, capaci
quindi di migliorare studi di ricerca biomedica aprendo
nuove strade verso una medicina personalizzata.

Organoidi e tumoroidi: differenti modelli ampiamente
utilizzati in ambito scientifico

La scoperta e lisolamento delle cellule staminali
pluripotenti umane (PSC) hanno notevolmente ampliato
il potenziale di studio nell’ambito della ricerca scientifica,
rivoluzionando I'approccio sia alla ricerca scientifica
di base che al trattamento di alcune patologie anche
genetiche rare e neonatali (40-42). Le PSC possono
essere ottenute dalla massa cellulare interna della
blastocisti umana o possono essere riprogrammate
da cellule somatiche umane mediante [I'utilizzo di
differenti fattori di trascrizione; queste sono denominate
rispettivamente cellule staminali embrionali umane e
cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC). Le PSC
possono quindi essere indirizzate verso specifici processi
di differenziazione utilizzando segnali di sviluppo
endogeni in coltura. Recenti studi hanno dimostrato la
possibilita di creare colture cellulari 3D a partire da cellule
staminali: gli organoidi.

Con il termine organoide, si fa riferimento a cellule
che crescono in vitro in una coltura tridimensionale (3D),
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formando cluster di cellule che si auto-organizzano e si
differenziano in differenti tipi cellulari, riproducendo la
struttura e la funzione dell’organo dal quale esse derivano
(20,43). Gli organoidi possono essere stabilizzati a
partire dalle cellule staminali embrionali (ESC), iPSC o
adulte (ASC) (21,44) attraverso un processo che simula
quello che l'organo stesso sperimenta per acquisire la
sua organizzazione finale. Gli organoidi derivati da ESC/
iPSC prevedono I'utilizzo di protocolli di differenziazione
con fattori di crescita e/o inibitori per riprodurre i segnali
generati in vivo durante i processi di gastrulazione
e organogenesi (45). Questa strategia consente di
generare organoidi da tutti e tre i foglietti embrionali,
particolarmente utile per studi sullo sviluppo embrionale
in fase iniziale (come ad esempio gli organoidi di cervello).

Gli organoidi derivati da ASC sono generati
direttamente da tessuti umani, sia tumorali (tumoroidi)
che non (organoidi), attraverso un processo di
isolamento delle cellule staminali dal tessuto di origine
mediante digestione enzimatica e meccanica (46,47).
Successivamente, le cellule vengono mantenute in
coltura con terreni selezionati contenenti fattori di
crescita tessuto-specifici, che ne stimolano la crescita e
ne permettono successive analisi.

Nel 2009 ¢é stata pubblicata una delle prime ricerche
che dimostrava la possibilita di stabilizzare gli organoidi
intestinali in una ECM a partire da ASC che esprimono
il recettore 5 accoppiato a proteine G (Lgr5). In coltura,
queste cellule si auto-organizzano e si differenziano in
strutture che riproducono la mucosa intestinale (48). Da
allora, sono state poi generate con successo numerose
colture organotipiche da diversi tipi di tessuti tumorali tra
cui colon-retto (46,48), pancreas (49,50), prostata (51),
ovaio (52), vescica (53), fegato (54), mammella (55),
polmone (56), esofago (57), stomaco (58) e cervello (59).
Tutti questi studi hanno dimostrato che queste colture
3D (organoidi e/o tumoroidi) riescono a riprodurre piu

Figura 1

fedelmente rispetto alle colture 2D le caratteristiche del
tumore originale da cui derivano.

Ad oggi, gli organoidi sono ampiamente utilizzati
nell’ambito delle ricerche biomediche e trovano applicazione
in diverse aree, tra cui lo screening ad alto rendimento di
farmaci chemioterapici, lo studio della progressione della
malattia, la medicina rigenerativa, le scienze omiche e la
formazione di biobanche (60) (Figura 1).

COLTURA DEGLI ORGANOIDI E/O TUMOROIDI

Formazione dei tumoroidi da cellule staminali

pluripotenti adulte

L'approccio maggiormente utilizzato per la
stabilizzazione degli organoidi e/o tumoroidi prevede
l'isolamento delle cellule staminali pluripotenti dai tessuti
adulti dopo la loro rimozione chirurgica. Il tessuto, una
volta giunto in laboratorio, viene sottoposto a delle fasi
di digestione enzimatica e meccanica per ottenere
le cellule, che vengono poi messe in coltura in ECM,
scaffold biologici o sintetici che permettono loro di
crescere in un ambiente tridimensionale (3D). Uno degli
scaffold piu utilizzati & il “matrigel”, una ECM naturale
purificata da sarcoma murino di Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS). Questo materiale viene molto utilizzato
nella stabilizzazione di tumoroidi per impieghi nella
ricerca biomedica, ma € meno utilizzato nella medicina
rigenerativa. In quest’ultimo campo, la ricerca ha portato
alla sperimentazione e all’utilizzo di nuovi biomateriali
compatibili con ricerche in questo particolare settore come
ad esempio idrogel di fibrina/laminina, che supportano
la coltura a lungo termine di organoidi epiteliali derivati
(61,62).

Una volta che la matrice si & solidificata, all'interno
dell'incubatore contenente le cellule, viene ricoperta da

Possibili applicazioni degli organoidi nell’ambito della ricerca scientifica. Nella figura vengono rappresentate alcune
delle possibili applicazioni per le quali gli organoidi e i tumoroidi possono essere impiegati.
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un terreno di coltura complesso composto da diversi
fattori di crescita e proteine ricombinanti specifici per
tessuti e/o malattie diverse e favoriscono la crescita
degli organoidi tumorali. Il mezzo utilizzato solitamente
€ un terreno di coltura avanzato modificato di Dulbecco
(ADMEM)/F12, supplementato con GlutaMax, HEPES e,
in alcuni casi, con penicillina/streptomicina. Inoltre, altri
componenti come fattori di crescita o antagonisti delle
vie di segnalazione vengono aggiunti a seconda del tipo
di tessuto originale da cui si stabilizzera I'organoide (ad
esempio R-spondina-1, Noggin, primocina, N2, EGF,
FGF10, FGF7, fattore di crescita degli epatociti, Wnt3A,
R-spondina-1, gastrina, prostaglandina E2, nicotinamide,
neuregulina 1, N -acetilcisteina).

Ad oggi, esistono vari protocolli noti in letteratura
per la stabilizzazione degli organoidi. Tuttavia, vi & una
crescente necessitd di dover meglio standardizzare
questa metodica in quanto rimangono ancora differenze
tra tessuti e protocolli che influenzano la riproducibilita
e [laffidabilita dei risultati. Questa standardizzazione
€ necessaria anche ai fini delle analisi che vengono
effettuate sull’organoide una volta che esso & stato
stabilizzato, come ad esempio analisi mutazionali, analisi
di immunoistochimica e screening di farmaci ad alto
rendimento.

Purificazione degli organoidi tumorali e
co-coltura con cellule epiteliali

Uno dei problemi principali nella stabilizzazione
degli organoidi tumorali & la contaminazione con cellule
epiteliali normali. Questa possibile contaminazione deve
essere minimizzata per rendere la coltura degli organoidi
il piu possibile simile al tessuto tumorale di partenza.
Vari studi sono stati condotti sui metodi da utilizzare per
selezionare esclusivamente le cellule tumorali che hanno
evidenziato dei limiti, in particolare riguardo la perdita
di eterogeneita cellulare rispetto alle colture iniziali.
Pertanto, uno dei modi per verificare se I'organoide in
coltura rispecchia effettivamente il tessuto tumorale di
origine consiste nell’effettuare indagini molecolari che
possano riconoscere varianti considerate patogeniche,
oltre che condurre analisi di immunoistochimica e di
microscopia. Proprio con quest'ultima tecnica, si &
osservato che la struttura degli organoidi pud essere
differente e riconoscibile. Gli organoidi derivanti da
cellule normali presentano una struttura simile a una cisti,
mentre gli organoidi tumorali derivati da tumori epiteliali
mostrano strutture simili al tessuto di origine: nel caso
di adenocarcinomi ben differenziati, la struttura sara
ghiandolare, se poco differenziati invece si formera una
struttura a grappolo(62-64).

I microambiente tumorale e co-coltura di
organoidi

E’ noto come il microambiente tumorale (TME) sia
implicato nei meccanismi di tumorigenesi e progressione
tumorale, risultando fondamentale anche nelle ricerche
cliniche per mimare il piu possibile cid che accade nel
corpo umano (65,66). Il TME €& costituito da cellule

non cancerose, che circondano il tumore stesso
ed includono fibroblasti, cellule endoteliali, cellule
immunitarie, matrice extracellulare e prodotti solubili
quali chemochine, citochine e fattori di crescita. Le
interazioni tra queste diverse componenti cellulari e le
cellule tumorali influenzano significativamente lo sviluppo
e la progressione del cancro (65,67).

Le cellule endoteliali, in particolare, sono fondamentali
per lo sviluppo del tumore, poiché proteggono il tumore
stesso da possibili interazioni con il sistema immunitario
del paziente. | vasi angiogenici, contribuiscono alla
crescita tumorale, ramificandosi a partire proprio da
cellule endoteliali e fornendo nutrienti ed ossigeno.
Un’altra componente fondamentale del TME sono i
macrofagi, che svolgono funzioni legate allo sviluppo
e alla progressione dei tumori, promuovendo risposte
immunitarie antitumorali. Infine, i fibroblasti giocano un
ruolo fondamentale nel favorire la migrazione delle cellule
tumorali dalla sede primaria, favorendo la formazione di
metastasi (68).

Considerata I'importanza del TME, molti studi sono
stati condotti negli ultimi anni per sfruttare questa
componente come obiettivo terapeutico. Infatti, & stato
dimostrato che esistono vantaggi nel mirare al TME
rispetto al colpire esclusivamente il tessuto tumorale (69).

In questo contesto, la tecnologia che vede la
stabilizzazione degli organoidi e/o tumoroidi sta
compiendo notevoli progressi per implementare studi di
interazione con il TME. Sono stati sviluppati vari modelli
che prevedono I'utilizzo delle componenti del TME e degli
organoidi, come ad esempio metodi di co-coltura 3D e
dispositivi di microfluidica, capaci di mimare le interazioni
che si verificano nel corpo umano tra le cellule tumorali e
le cellule contenute nel TME (70,71). Queste metodiche
hanno impiegato principalmente cellule stromali o stromali
primarie isolate dai tessuti di topo, ma sono necessari
ulteriori sforzi in tal senso per comprendere i possibili
risvolti nella ricerca. Ad oggi, la poca o nulla presenza del
TME microambiente tumorale nelle colture di organoidi
e/o tumoroidi resta un limite di questa tecnologia.

La genetica molecolare e i tumoroidi

| tumoroidi, cosi come gli organoidi, una volta
stabilizzati possono essere utilizzati per diverse tipologie
di analisi, inclusa l'analisi del sequenziamento degli
acidi nucleici (DNA ed RNA) e l'analisi di microscopia
per lidentificazione di differenti tipi cellulari presenti
nelle colture stabilizzate. Queste indagini sono condotte
per garantire che gli organoidi in coltura riflettano il piu
possibile I'assetto molecolare e cellulare del tessuto
d’origine. Grazie anche ai progressi effettuati nel campo
delle scienze omiche, sono disponibili diversi approcci
per tale scopo, come il sequenziamento dell'intero
genoma (WGS), sequenziamento dellintero esoma
(WES) e il sequenziamento mirato di pannello di geni
(5,47,72,73). Inoltre, ulteriori approcci sono disponibili
anche per approfondire aspetti legati all’epigenetica e
alla metagenomica (74-76).

L'obiettivo principale per il quale si possono utilizzare
questi diversi approcci & confrontare I'assetto genomico
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della coltura in analisi per identificare sia i polimorfismi,
sia le varianti patogenetiche presenti nel genoma
derivante dal tumoroide/organoide e confrontarle con
le varianti presenti nel genoma del tessuto tumorale di
origine. Una buona corrispondenza tra la coltura 3D e il
tessuto di partenza consente di effettuare ulteriori indagini
e ricerche quale screening di farmaci, diretti verso le
mutazioni specifiche presenti in ciascun paziente.

Proprio a tale scopo, le biobanche di organoidi e
tumoroidi disponibili sono state sequenziate utilizzando
diversi approcci e tecnologie all'avanguardia, fino
ad arrivare all'utilizzo del sequenziamento di terza
generazione. In diversi studi le analisi mutazionali
hanno dimostrato una buona corrispondenza tra varianti
ritrovate nel tessuto di partenza e quelle presenti nel
tumoroide (46,57); offrendo cosi I'opportunita di iniziare
anche screening farmacologici con I'uso di chemioterapici
mirati ad una medicina sempre piu personalizzata e di
precisione. Inoltre, le analisi genetiche, insieme a quelle
istologiche, hanno confermato che gli organoidi sono
in grado di mantenere l'eterogeneita intratumorale del
tessuto di origine, mostrando anche a livello cellulare
una grande somiglianza con il tessuto da cui derivano.
Anche gli studi di trascrittomica condotti sugli organoidi
hanno evidenziato una buona corrispondenza nei profili
di espressione genica tra i tumoroidi e il tessuto tumorale
da cui derivano (77).

Nonostante i grandi progressi nella comprensione
e nello studio di questi modelli tridimensionali, restano
ancora da approfondire alcuni aspetti legati al possibile
utilizzo di questa tecnologia anche per comprendere se
questi modelli riescano effettivamente a riprodurre in
vitro i complessi meccanismi che avvengono in vivo nei
pazienti affetti da patologie tumorali.

In questo contesto, I'uso di tecniche “omiche” differenti
e il progresso scientifico in questo settore saranno di
grande importanza per approfondire ulteriormente gli
aspetti riguardanti gli organoidi e per permettere a questa
tecnologia di affermarsi sempre di piu nell’ambito pre-
clinico e clinico.

Applicazioni in campo clinico e uso degli
organoidi per screening farmacologici

L'uso di colture cellulari € sempre stato di grande
aiuto per studi e ricerche di farmaci, soprattutto nel
campo oncologico, in particolare con l'uso di farmaci
chemioterapici. Tuttavia, l'uso di colture 2D ha spesso
portato al fallimento di studi clinici, poiché queste colture
non riescono a riprodurre l'eterogeneita tumorale da
cui esse derivano. Con l'avvento delle colture 3D, e in
particolare con I'uso di organoidi e/o tumoroidi in campo
pre-clinico, c’é stato un esteso utilizzo di queste colture
per gli screening farmacologici. Questo & stato reso
possibile grazie alluso di tecnologie allavanguardia
come tecniche di sequenziamento di ultima generazione
che hanno confermato le similarita degli organoidi con
i tessuti tumorali di partenza, dando la possibilita di
utilizzare questa tecnologia come strumento per testare
anche farmaci chemioterapici.

Vari studi hanno confermato dapprima a livello
molecolare e istologico, la validita degli organoidi, e
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successivamente hanno testato I'efficacia di differenti
farmaci chemioterapici per predire I'effetto di ciascun
farmaco sull’organoide in esame (46,52,78). Questi studi
hanno fornito risultati promettenti, evidenziando anche
la rilevanza fisiologica di questa tecnologia rispetto alle
colture 2D e sottolineando l'importanza di utilizzare gli
organoidi per studi di correlazione tra la genetica del
tumore e la risposta ai farmaci.

Questo senza dubbio rappresenta un passo
avanti, soprattutto in un contesto in cui la medicina sta
avanzando velocemente verso una medicina di precisione
personalizzata, ponendo I'attenzione sui singoli pazienti
che possono avere risposte differenti ai trattamenti,
anche se affetti dalle stesse patologie, a causa anche di
implicazioni genetiche molecolari.

CONCLUSIONI

Nonostante i grandi vantaggi che si possono attribuire
agli studi sugli organoidi, ci sono comunque alcune
limitazioni legate a questa tecnologia che attualmente
ne precludono l'utilizzo in alcune sperimentazioni pre-
cliniche. Il primo grande limite & rappresentato dal
fallimento della stabilizzazione di queste colture a partire
da alcuni organi. Infatti, la maggior parte degli studi
pubblicati sono stati effettuati su tumori epiteliali, e ad
0ggi esistono poche biobanche che includono organoidi
stabilizzati da tessuti tumorali non epiteliali (64,79).
Inoltre, queste colture includono principalmente solo
cellule tumorali neoplastiche e supportano con maggiore
difficolta le co-colture con altri tipi di cellule, limitando
cosi lo studio di interazione anche con il TME . In parte,
queste limitazioni possono essere attribuite anche all’'uso
di protocolli di coltura non standardizzati, che hanno
introdotto una variabilita tecnica nelle colture in vitro.

Malgrado le limitazioni sopra discusse, questi modelli
tridimensionali sono da considerarsi di importanza
fondamentale. Svariati studi hanno dimostrato che gli
organoidi riflettono la composizione genetica del cancro
di origine; pertanto, sono di grande aiuto soprattutto nel
campo della ricerca oncologica per effettuare screening
di farmaci ad alto rendimento. Le colture di organoidi
tumorali consentono pertanto, di studiare la dinamica
clonale allinterno del cancro, una caratteristica critica
dell’eterogeneita intratumorale, ma anche le possibili
risposte delle cellule tumorali ai farmaci selezionati
contribuendo alla medicina di precisione, che viene
anche personalizzata per il singolo individuo.
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