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COSA E’ UN MODELLO?

Un modello è quella condizione che permette di studiare i processi biologici e 

comportamentali di base, o in cui può essere studiato un processo patologico indotto, 

e nel quale il fenomeno è simile, almeno sotto un certo punto di vista, allo stesso 

fenomeno nell’uomo o in altre specie animale.

PERCHE’ ABBIAMO BISOGNO DI UN MODELLO?

Comprendere quali siano i passaggi che portano alla formazione di un tumore serve 

non solo per capirne la sua origine e le cause ma anche per decifrare l’insorgenza 

delle resistenze alle terapie. 

A COSA PUO’ SERVIRE IL MODELLO?

Lo sviluppo preclinico di un farmaco è limitato dalla ristretta disponibilità di modelli 

animali adeguati che mimino l’evoluzione, la cinetica di crescita, l’eterogeneità e le 

proprietà funzionali e fenotipiche dei tumori umani.
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• Specie utilizzate come modelli animali in oncologia       

Storicamente l’abilità di indurre cambiamenti ereditabili nel genoma animale correlava con la complessità 

della specie.
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Sono numerose le specie animali che possono essere impiegate a scopi di ricerca di base o pre-clinica ma 

per varie ragioni alcune sono preferite o preferibili

Il topo rapidamente è diventato l’animale d’elezione per comprendere le  

malattie umane e traslare le scoperte nella pratica clinica

Doyle, Transgenic Res, 2012



Gli studi in vivo spesso portano a risultati diversi da quelli ottenuti ex vivo usando colture primarie o 

tessuti/organi espiantati, a causa della  complessità genetica e fisiologica di un organismo vivente. 

Anche i trials clinici spesso non replicano l’efficacia dimostrata negli studi preclinici.

Human Genome Program, U.S. Department of Energy, Report, 1997

Il modello animale ha delle

limitazioni ma nonostante ciò

il suo impiego resta comunque

fondamentale e rilevante per

gli studi clinici.

Tutti i topi generati per uno studio sono  geneticamente identici, riducendo i fattori di disturbo, sono 

stabulati nelle stesse condizioni  e  sottoposti alle stesse procedure sperimentali

L’intervallo inter-generazionale è di soli 3 mesi, quindi si può creare rapidamente un campione valido per 

una analisi  statistica.
Doyle, Transgenic Res, 2012

Il sequenziamento del genoma murino e di quello umano ha dimostrato che solo circa 300/30.000 geni 

sono specifici di una della due specie.
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• Evoluzione dei modelli animali in oncologia       

PRIMA GENERAZIONE: trapianto di cellule tumorali
• Xenotrapianto, trapianto singenico 

• Trapianto sottocutaneo, ortotopico, endovena

SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene

TERZA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (1)
• Espressione temporalmente e spazialmente controllata di mutazioni oncogene e 

loro combinazione

QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

QUINTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (3)
• Modelli di terza o quarta generazione che mimano la progressione metastatica

• Modelli high-throughput per validazione di target (CrispR/Cas9)

I modelli animali esistenti e in sviluppo per il campo oncologico si possono riunire in diverse categorie 

in base al grado di complessità 

*GEMM: genetically engineered mouse model Bock BC, Cancer Res 2014



PRIMA GENERAZIONE: trapianto di cellule tumorali
• Trapianto singenico, Xenotrapianto

• Trapianto sottocutaneo, ortotopico, endovena

Xenotrapianto: impianto di 

cellule, tessuti o organi da 

un animale di una specie ad 

uno di un’altra 
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Trapianto singenico: impianto di cellule, 

tessuti o organi da un animale ad un altro 

della stessa specie C57BL/6JBALB/cJ

Athymic nude mice

SCID mice

https://www.jax.org

Topo

Alterazione 

genetica 

spontanea

Sistema immunitario

Capacità di 

crescita 

tumorale

Nudo Foxn1 mut • Assenza cellule T; 

• Aumento NK;

• Immunità innata funzionale.

Variabile

SCID Prkdc scid • Assenza cellule T e B; 

• funzionalità NK;

• Immunità innata funzionale

Variabile

NOD-

SCID

SCID mice  x  

NOD (Non 

Obese 

Diabetic mice)

• Assenza cellule T e B; 

• funzionalità NK residuale;

• Immunità innata funzionalità 

ridotta;

• Perdita del complemento;

• Macrofagi funzionalmente 

immaturi.

Aumentata

Puchalapalli M, PlosOne, 2016
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PRIMA GENERAZIONE: trapianto di cellule tumorali
• Trapianto singenico, Xenotrapianto

• Trapianto sottocutaneo, ortotopico, endovena

Dranoff, Nat Rev Imm, 2012

RIL-175 HCC cell line

B16 melanoma cell line

LLC (Lewis lung carcinoma) cell line

B16 melanoma cell line

LLC (Lewis lung carcinoma) cell line

CT26 colorectal cancer cell line

Subcutaneous

tumor growth

Tail vein injection and 

metastatic tumor 

growth

Orthotopic

tumor growth

Ma HI, Cancer Res, 2002

U87 human glioma cell line

Focaccetti C, PlosOne, 2015

Talebian, PlosOne, 2012

Gan T, Dovepress, 2015

Brown, Method prot, 2018



SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene
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Doyle, Transgenic Res, 2012



SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene
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Nel 2007 la FELASA* ha 

rilasciato delle linee guida 

per mettere ordine nella 

nomenclatura degli 

animali transgenici. 

Un animale in cui siano avvenute mutazioni spontanee o chimicamente indotte o eventi di

ricombinazione del DNA casuale o gene-specifica che siano incorporate in ciascuna cellula dell’animale

e siano divenute ereditabili.

Lunardi, Cold Spring Harb Protoc, 2014

La definizione di TRANSGENICO:

*FELASA: Federation of European Laboratory Animal Science Associations



• Metodiche per lo sviluppo di un modello animale di tumore

SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene

Tratar – F Onc-2018

A. Infezione retrovirale degli

embrioni a diversi gradi di 

sviluppo.  

Gli animali transgenici possono essere prodotti di diversi modi introducendo DNA nel genoma del topo

B. Per microiniezione di costrutti 

di DNA o nuovi reagenti 

endonucleasici (Cas9) 

direttamente nel pronucleo 

dell’uovo fertilizzato. 

C. Una strategia che si chiama 

“gene-targeted transgene 

approach” in cui si manipola in 

un locus preciso la cellula

staminale embrionale (ES) 

introducendo una mutazione

che induce la perdita di 

funzione. Queste cellule sono

poi inserite in una blastocisti e 

trapiantate in una femmina

ricevente pseudogravida. 



• Permette di verificare la validità di una terapia mirata

perché il bersaglio può essere selettivamente

inattivato nel tumore

• Permette di comprendere la relazione di causalità per

lo sviluppo del tumore

SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene

• Permette di comprendere in vivo il ruolo di un

oncogene nella cancerogenesi osservandone

l’espressione a livello trascrizionale o traduzionale

• L’incorporazione casuale nel genoma può risultare in

una espressione eccessiva o spazio-temporalmente

aberrante.

Tratar , F Onc, 2018
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� Topi Knockout: topo transgenico in cui un

gene è eliminato o silenziato causando una

perdita di funzione (Loss of function)

� Topi Knockin: topo transgenico in cui un gene

è inserito o sostituito ad un altro causando

un’acquisizione di funzione (Gain of

function)



Huter EN, Eur J Immunol, 2008

Lee, Phytomed, 2017 

Donehower, Nature, 1992

SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un oncogene

• Espressione condizionale di un oncogene

Esempi di Topi Knockout

• Sindrome murina Scurfy: mutazione in Foxp3; i maschi

mostrano ereditarietà associata al cromosoma X,

poliendocrinopatia, enteropatia, difetto di accrescimento

e dermatite, morte durante la terza-quarta settimana di

vita

• Perdita di p53: i topi che non hanno p53 hanno uno

sviluppo normale ma sono più suscettibili allo sviluppo di

tumori
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SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un oncogene

• Espressione condizionale di un oncogene

Ueda – Stem cell rep-2014

https://mus.brc.riken.jp

Pichler A - ONAS - 2008

Esempi di Topi Knockin

• Reporter model in cui un transgene è impiegato per la

visualizzazione di eventi proteomici, metabolici, cellulari

o genetici direttamente in vivo.

• La tecnologia più usata è l’imaging in fluorescenza (GFP,

RFP) o bioluminescenza (firefly luciferase)

• Metodica in linea col principio delle 3R: REDUCTION

(meno animali impiegati), REFINEMENT (meno dannoso

per l’animale)

GFP: green 

fluorescent protein

RFP: red fluorescent protein

Reazione β-gal
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Courtesy Dr. G. Palmieri

Firefly

luciferase



• Mutante costitutivo: in/attivazione permanente del gene in ciascuna cellula dell’organismo

• Mutante condizionale: in/attivazione inducibile del gene in cellule o tessuti specifici o in un 

momento specifico

SECONDA GENERAZIONE: modelli transgenici (GEMM*)
• Espressione costitutiva di un onco/gene

• Espressione condizionale di un onco/gene

Delgado Caceres M, Stem Cells Dev. 2018
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Kishimoto H – PNAS - 2009

TERZA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (1)
• Espressione temporalmente e spazialmente controllata di mutazioni oncogene e 

loro combinazione
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La combinazione delle fluorescenze permette di osservare/seguire più cose contemporaneamente

• Andrius Masedunskas,  J Vis Exp. 2013; Intravital Microscopy for Imaging Subcellular 

Structures in Live Mice Expressing Fluorescent Proteins.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3857357/
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QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

Topi immunodeficienti hanno una suscettibilità allo sviluppo dei tumori maggiore

La stimolazione con sostanze cancerogene può portare più facilmente  allo sviluppo di tumori

Dranoff, Nat Rev Imm, 2012

Taneja P, Expert Rev Mol Diagn. 2009 

� Cancerogenesi spontanea indotta chimicamente
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QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

Liu Y, Quant Imaging Med Surg, 2015 

Sono  tre le fasi del processo di cancerogenesi  a seguito della somministrazione di un cancerogeno.

Sono mostrate le numerose applicazioni di ricerca di base che possono essere effettuate su questi 

modelli animali di tumori primari



Liu Y, Quant Imaging Med Surg, 2015 
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QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)



• Evoluzione dei modelli animali in oncologia       

QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

Liu Y, Quant Imaging Med Surg, 2015 

E’ possibile monitorare 

la crescita tumorale 

attraverso la risonanza 

magnetica (MRI). 

Questi mostrati sono  

tumori primari insorti in 

ratti Sprague Dawley e 

generati dalla 

somministrazione di 

nitrosodietilammina

(DENA)



L’espressione, tessuto-specifica e/o controllata nel tempo, di oncogeni o la perdita di funzione 

di oncosoppressori può portare alla formazione di tumori che ricapitolano le lesioni genetiche 

rilevate nei tumori umani
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QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

McFadden, PNAS, 2016

Dranoff, Nat Rev Imm, 2012

Taneja P, Expert Rev Mol Diagn. 2009 

Major 

mechanis

ms of 

SV40 that 

lead to 

tumor 

formation

� Cancerogenesi spontanea indotta da oncogeni o oncosoppressori



• Evoluzione dei modelli animali in oncologia       

QUARTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (2)
• Modelli di sviluppo spontaneo del tumore che mimano evoluzione ed eterogeneità

• Xenograft derivati dai pazienti (PDX)

Aurisicchio, J Exp Clin Caan Res, 2019

Larochere, Trands in Immunol, 2018

Dranoff, Nat Rev Imm, 2012

� Xenograft di pazienti (PDX)
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QUINTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (3)
• Modelli di terza o quarta generazione che mimano la progressione metastatica

• Modelli high-throughput per validazione di target (CrispR/Cas9)

Gomex Cuadrado, Dis Model Mech, 2017

La formazione delle 

metastasi è un processo che 

procede attraverso molti 

passaggi successivi.

La cellula tumorale inizia a 

migrare nei tessuti adiacenti 

(invasione locale) 

rompendo la membrana 

basale e invadendo la ECM.  

Continua con l’intravasione

e si sposta grazie al circolo 

sanguigno fino a 

raggiungere un sito distante 

nel quale abbandona il 

vaso, si attacca alla cellula 

endoteliale ed esce dal 

circolo sanguigno. Nel 

nuovo sito inizia a formare 

una metastasi subito o dopo 

un periodo di dormienza.



Gomex Cuadrado, Dis Model Mech, 2017
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QUINTA GENERAZIONE: modelli transgenici avanzati (3)
• Modelli di terza o quarta generazione che mimano la progressione metastatica

• Modelli high-throughput per validazione di target (CrispR/Cas9)



• Esempi di modelli utilizzati Modello tumore mammella

………………..…………………………

………………………………………….…
Lucchini, Cancer Lett, 1992

La progressione tumorale spontanea è definita nel tempo, 

gli animali vengono ispezionati a partire dalla 4° settimana, 

le formazioni tumorali sono accessibili e misurabili con 

calibro. Gli animali sono monitorati finchè tutte le 10 

ghiandole mammarie hanno tumori o finchè uno di quelli 

presenti supera il volume indicato dalla normativa, a questo 

livello vengono sacrificati.

La linea cellulare  singenica derivata da questo modello si 

chiama TUBO (HER-2/neu+). 
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Iperplasia 

atipica dei 

dotti

Carcinoma 

lobulare in

1 ghiandola

Carcinoma 

in situ

Carcinoma 

lobulare in

10 ghiandole

Topi BALB-neuT: su background BALB/c, over-esprimono , in 

forma attivata, l’oncogene di ratto Neu (HER-2/neu), sotto il 

promotore MMTV-LTR (murine mammary tumor virus long 

terminal repeat). 

Boggio, Cancer Res, 1992          Masuelli, Cancer Immunol Immunother, 2010

Questa espressione induce la formazione rapida e 

multifocale di tumori mammari in tutte le ghiandole

mammarie del topo femmina. 



• Esempi di modelli utilizzati

Diodoro, Int J canc, 2000

Masuelli, J transl med, 2014

Modello tumore testa-collo

1.gh sottomandibolare; 2. paratiroide 3. gh sublinguale

0 4 6 12 18 24 wks

Iperplasia 

tipica

Iperplasia 

atipica

Adenocarcinoma a 

cellule aciniche

In questo modello, su background BALB/c si utilizza la linea cellulare singenica SALTO. 

Essa è stata derivata da topi maschi,  transgenici  per l’espressione di Neu, sotto il promotore  MMTV. 

Questi topi over-esprimono Neu nelle ghiandole salivari e sviluppano tumore dell’epitelio 

ghiandolare.

La progressione tumorale spontanea è definita nel tempo, gli animali vengono ispezionati a partire 

dalla 4° settimana, la formazione tumorale è accessibile e misurabile con calibro e gli animali sono 

sacrificati (< 40 settimane) a raggiungimento del volume stabilito dalla normativa.



Goodglick, Toxicol Pathol, 1997

Masuelli, Oncotarget, 2017

• Esempi di modelli utilizzati Modello mesotelioma

Il mesotelioma maligno è una neoplasia rara che  origina dalla pleura (3 su 4 casi), 

dal pericardio o dalle membrane peritoneali.

Molti pazienti con questa patologia hanno una storia pregressa di esposizione 

(professionale) a fibre di AMIANTO (o Asbesto). Altri casi possono derivare da una   

esposizione naturale ad Erionite,  infiammazione cronica o radiazioni.

Questo modello è stato sviluppato effettuando iniezioni settimanali i.p. di 

crocidolite in fibre di varie dimensioni. Il danno indotto dalla fibra induce una 

proliferazione delle cellule del mesotelio che danno origine a linee cellulari che 

sono state stabilizzate e caratterizzate.

La linea cellulare impiegata, su background 

C57BL/6, si chiama #40a ed è derivata dalla 

linea di mesotelioma 40  in seguito a due 

passaggi nella cavità peritoneale, una 

settimana dopo la somministrazione di olio 

minerale che induce la formazione di un 

ambiente infiammato. 

L’accrescimento della linea cellulare in vivo 

provoca la formazione di ascite e la 

circonferenza addominale è il parametro 

sperimentale che viene registrato quando si 

effettuano dei trattamenti.



CONCLUSIONI   

• In questo momento della evoluzione scientifica quasi ogni patologia nota ha un 

modello animale di riferimento.

• Il modello animale più giusto per lo studio di una patologia non è detto che sia 

necessariamente quello murino, al momento è solo il più diffuso perché è quello 

per il quale si hanno più strumenti.

• E’ bene impiegare il modello animale in maniera critica: è giusto accantonare lo 

studio su un composto se in un modello murino si è avuto un insuccesso?

• Non è detto che la stessa modificazione genetica mostri lo stesso fenotipo in tutti i 

background.
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Boggio, Cancer Res, 1992 
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