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Descrizione breve attività di ricerca 
[bookmark: _GoBack]Il progetto sarà incentrato sul ruolo del metabolismo del citrato nel microambiente della metastasi ossea (BM) da carcinoma prostatico (PCa). Sarà impiegato un modello 3D bone-on-a-chip per approfondire i meccanismi del tropismo delle cellule tumorali verso l’osso, della simbiosi metabolica fra cellule di PCa e cellule ossee, nel sito di metastasi, e valutarne l’impatto sull’attrazione delle cellule di PCa a distanza, e la loro proliferazione e progressione nell’osso. Inoltre, verrà messa a punto l’analisi dell’espressione di proteine associate al differenziamento osseo e al metabolismo del citrato tramite Western Blot capillare al fine di caratterizzare nel dettaglio le interazioni tumore-stroma alla base della progressione della malattia. Isolando le cellule tumorali circolanti dai pazienti, sarà infine studiata l’associazione tra la presenza di alterazioni nell’espressione di geni associati al metabolismo del citrato e la progressione della malattia. 

The project will investigate the role of citrate metabolism in the microenvironment of bone metastasis (BM) from prostate carcinoma (PCa). To this end, a 3D bone-on-a-chip model will be employed to investigate the mechanisms underlying the osteotropism of tumor cells, to verify the existence of a metabolic symbiosis between PCa cells and bone cells residing at the site of metastasis, and to assess its impact on recruitment, proliferation and progression of PCa cells in bone. Furthermore, the analysis of the expression of proteins associated with bone differentiation and citrate metabolism will be performed by Western Blot, in capillary electrophoresis in order to characterize in detail the tumor-stroma interactions underlying disease progression. Finally, the association between citrate metabolism in tumor cells and disease progression will be investigated in circulating tumor cells isolated from BM patients.


Introduzione
Il PCa è il secondo tipo di cancro più comune negli uomini dei paesi occidentali [1]. Il trattamento prevede la rimozione chirurgica del tumore primario con o senza radioterapia, seguita da chemioterapia e/o terapia di deprivazione androgenica (ADT) come adiuvante. Nonostante l’efficacia di quest’ultima nei pazienti con malattia localizzata (fino al 100% di sopravvivenza a 5 anni), dopo la terapia iniziale circa il 20-30% dei pazienti sviluppa una recidiva o una malattia metastatica resistente ai farmaci e va incontro ad elevati tassi di morbilità e mortalità, con una sopravvivenza a 5 anni inferiore al 30% [1].
Le cellule di carcinoma prostatico hanno un elevato tropismo nei confronti dell’osso, tanto che l’80-90% dei pazienti resistenti all’ADT sviluppano metastasi ossee [2-4], con conseguenze cliniche devastanti [5]. Tale tropismo potrebbe dipendere dal fatto che il microambiente prostatico e quello osseo condividono alcuni metaboliti essenziali per la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule tumorali, quali il citrato e lo zinco (Zn). Infatti, è noto che sia le cellule epiteliali prostatiche che quelle dell’osso, in particolare gli osteoblasti, siano in grado di secernere citrato [6,7] e che lo Zn ne attivi il rilascio da parte di queste cellule per mezzo dell’inibizione dell’m-aconitasi [8]. Quest’ultimo, infatti, è un enzima adibito all’ossidazione del citrato a isocitrato e, se bloccato nella sua attività, porta ad un accumulo intracellulare di citrato ed una conseguente riduzione della produzione di ATP attraverso il ciclo di Krebs [9]. Al contrario delle cellule non trasformate, le cellule di carcinoma prostatico, convertono il piruvato derivante dalla glicolisi a citrato, per poi servirsi di quest’ultimo come substrato energetico da utilizzare nel ciclo di Krebs per produrre ATP ed altre sostanze indispensabili al proprio sostentamento, fra cui gli acidi grassi [10]. Esse, infatti, rispetto alle cellule non trasformate, perdono la capacità di accumulare Zn, con conseguente isomerizzazione del citrato tramite m-aconitasi e ridotto accumulo e produzione di citrato che viene dunque utilizzato nel ciclo di Krebs.
Nell'osso, il profilo glicolitico delle cellule di PCa metastatizzanti potrebbe essere ulteriormente amplificato dalla presenza locale di ipossia fisiologica [11,12]. La ridotta tensione di ossigeno potrebbe, a sua volta, indurre le cellule di PCa a secernere notevoli quantità di lattato attraverso il noto trasportatore monocarbossilato 4 (MCT4) [13,14]. Il lattato così secreto potrebbe essere internalizzato dalle cellule dell’osso per essere convertito, in presenza di Zn, a citrato ed essere infine rilasciato nello spazio extracellulare. Il citrato sarebbe così reso disponibile per alimentare un circolo metabolico vizioso fra tumore e stroma dell’osso. Allo stesso tempo, l'assorbimento di Zn da parte delle cellule osteogeniche adiacenti che condividono con il tumore lo stesso microambiente potrebbe evitare l'inibizione mediata dallo Zn della m-aconitasi nelle cellule di PCa, sostenendo così la loro attività metabolica basata sulla fosforilazione ossidativa. 

Obiettivo dello studio
Nell’ambito dello sviluppo di questo progetto si intende caratterizzare il comportamento metabolico delle cellule di PCa nel contesto del microambiente dell’osso, concentrandosi particolarmente sul metabolismo del citrato.
Gli obiettivi specifici del progetto sono:
1) Messa a punto di un modello 3D di microfluidica bone-on-a-chip vascolarizzato per studiare l’insediamento delle cellule di carcinoma alla prostata nell’osso, in presenza o assenza di lattato e citrato;
2) Messa a punto dell’analisi dell’espressione di proteine associate al differenziamento osseo e al metabolismo del citrato in modelli cellulari miniaturizzati tramite Western Blot in elettroforesi capillare;
3) Raccolta e processazione di campioni biologici (siero e osso) isolati da pazienti con carcinoma prostatico, nell’ambito dello studio osservazionale previsto dal progetto, per misurare biomarcatori associati al metabolismo del citrato, compresa l’analisi della presenza di mutazioni di geni associati al metabolismo del citrato in cellule di carcinoma prostatico circolanti, isolate tramite sistema Parsortix e DEPArray.
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PIANO DELLE ATTIVITA’
Laboratorio dove saranno eseguite le prove
L'attività dell’assegnista di ricerca sarà svolta presso l’Istituto Ortopedico Rizzoli IRCCS (IOR Bologna), presso la SC di Scienze e Tecnologie Biomediche (Responsabile Nicola Baldini). 

Materiale e Metodo
Allo scopo di studiare l’effetto del citrato sulla migrazione delle cellule di PCa all’osso, verrà sviluppato un sistema in vitro 3D bone-on-a-chip vascolarizzato. In particolare, all’interno del chip verranno co-coltivate cellule di carcinoma prostatico e cellule stromali dell’osso, quali osteoblasti e osteociti, al fine di verificare la simbiosi metabolica fra cellule tumorali e cellule normalmente residenti a livello del tessuto colonizzato. Allo scopo di validare il sistema bone-on-a-chip sviluppato e la sua capacità di mimare le interazioni fra il tumore e lo stroma dell’osso, sarà prevista nel progetto l’analisi dell’espressione di proteine associate al differenziamento degli osteoblasti, come la fosfatasi alcalina, l’osteocalcina, l’osteopontina, RUNX2 e il collagene di tipo I e di marcatori tipicamente osteocitari, quali la podoplanina/E11 e la sclerostina. Tale messa a punto, considerando la miniaturizzazione del sistema in vitro, si baserà sui vantaggi della tecnica di Western Blot in elettroforesi capillare. Quest’ultima sarà impiegata anche per valutare nello stesso modello miniaturizzato l’espressione nello stroma osseo di proteine coinvolte nel metabolismo del lattato e del citrato, fra cui il trasportatore monocarbossilato 1 (MCT1), il trasportatore dello zinco (ZIP1) e il trasportatore del citrato (CTP).
Come modello di cellule tumorali, saranno impiegate sia linee commerciali che circulating tumor cells (CTC) isolate dal sangue periferico di pazienti tramite la tecnologia del Parsortix. L’extravasazione delle cellule di carcinoma poste all’interno del sistema bone-on-a-chip in vitro sarà valutata tramite conta delle cellule che avranno attraversato le cellule endoteliali e saranno migrate verso l’adiacente matrice.
Infine, grazie alla conduzione di uno studio clinico osservazionale, saranno raccolti e processati campioni biologici, in particolare sangue e biopsie ossee, isolati da pazienti con carcinoma prostatico allo scopo di quantificare biomarcatori associati al metabolismo del citrato. In particolare, le biopsie ossee saranno destinate al dosaggio del citrato e del collagene di tipo I tramite saggi colorimetrici, previo dismembramento e lisi del tessuto. Il sangue del paziente, invece, sarà utilizzato ai fini dell’isolamento delle CTC per valutare nelle stesse la presenza di mutazioni o di particolari polimorfismi nei geni associati al metabolismo del citrato, utilizzando la piattaforma DEPArray e il sequenziamento NGS.

Piano di formazione dell’assegnista 
La formazione del titolare dell’assegno sarà integrata da:
1) Formazione sull’utilizzo dello strumento Parsortix;
2) Formazione sull’utilizzo dello strumento DEPArray;
3) Messa a punto e validazione di metodiche di analisi proteica tramite Western Blot in elettroforesi capillare;
4) Nozioni sulla raccolta, processazione, stoccaggio e gestione dei campioni biologici e dei dati clinici risultanti dallo studio clinico osservazionale;  
5) Analisi statistica dei dati, con uso di tecniche uni- e multivariate. 
Al termine del periodo di ricerca, il titolare avrà acquisito competenze di alto livello sull’isolamento delle CTC da sangue periferico tramite la tecnologia del Parsortix e sulla successiva caratterizzazione mediante lo strumento DEPArray. Inoltre, il titolare acquisirà competenze nelle tecniche di caratterizzazione osteogenica e metabolica delle cellule stromali ossee tramite Western Blot in elettroforesi capillare e nella conduzione di studi clinici osservazionali.     

Partecipazione a seminari e corsi
· Meeting interni di laboratorio e Journal Clubs;
· Webinars sull’utilizzo di dispositivi di coltura cellulare microfluidici organ-on-a-chip;
· Eventuali seminari ed eventi scientifici nazionali ed internazionali.  




