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ABSTRACT 

 

Introduction. High grade serous ovarian cancer (HGSOC) represents the leading cause of 

death among gynaecological malignancies. Despite all recent therapeutic advances, the 

median survival of ovarian cancer is about 40-50% at 10 years. Therefore, the identification 

of more effective chemotherapy regimens and/or target therapies are needed to improve the 

prognosis of HGSOC patients. Recent studies have shown how patient-derived organoids 

(PDOs) are powerful tools in molecular oncology, as they can be exploited to bridge the gap 

between ex-vivo studies and patients' real clinical response to treatments. In this study, by 

using HGSOC cell lines and PDOs we evaluated the anticancer activity of CDK12/13 

inhibition. 

Materials and Methods.  We have collected tumour samples from six patients with HGSOC 

and we have performed histological, immunohistochemistry and DNA examination. From 

the same samples we have derived PDOs that we have treated with THZ531, Olaparib, 

Paclitaxel and carboplatin, alone or in combination. After the treatment we have evaluated 

the effect of the treatment with THZ531 alone or in combination. 

Results. All PDOs preserved the phenotypic characteristics of the original tumour and were 

highly sensitive to THZ531 (IC50 < 140nM). This last data confirmed the importance of 

CDK12/13 in the survivor of HGSOC cells. In all PDOs BRCA1/2 wild type, the 

concomitant treatment with sub-optimal dosed of THZ531 (IC30, 30-50nM) and Olaparib 

(1-10µM) synergistically reduced the cellular viability. The concomitant treatment with 

Paclitaxel and THZ531 significantly improved the effect of paclitaxel on all PDOs tested. 

Discussion. In our study, we have confirmed the high sensitivity of HGSOC cells to 

concomitant inhibition of CDK12/13 activity. Combined treatment with THZ531 has 

significantly improved the efficacy of PARPi. The results obtained with primary PDOs have 

clearly indicated that inhibition of CDK12/13 activity can be utilized to rescue the sensitivity 

of HGSOC BRCA1/2 wild type tumours to PARPi. Our study also has demonstrated that 

THZ531 significantly improve the cytotoxicity of Paclitaxel. THZ531 synergized with 

Paclitaxel in all PDO lines tested, even if its effect was stronger for the organoids that were 

intrinsically more sensitive to this drug.  
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INTRODUZIONE 

 

Il cancro ovarico epiteliale (COE) è la neoplasia maligna più letale 

tra i tumori della sfera ginecologica (1). Nel mondo rappresenta la 

settima neoplasia maligna più frequentemente diagnosticata nel 

genere femminile. Ogni anno, a livello mondiale, vengono 

diagnosticati circa 230.000 nuovi casi di COE e si registrano 150.000 

decessi. Cumulativamente a 5 anni dalla diagnosi sopravvive solo il 

46% delle pazienti (2). Una delle maggiori cause della elevata letalità 

del COE è rappresentata dalla diagnosi tardiva, il 75% delle pazienti 

viene diagnosticata in stadio avanzato poiché la malattia decorre a 

lungo asintomatica, e lo stadio alla diagnosi rappresenta il fattore 

prognostico più importante. Ad oggi non sono disponibili esami di 

screening che abbiano dimostrato una valida efficacia nella diagnosi 

precoce del COE. Il Carcinoma Ovarico Sieroso di Alto Grado 

(HGSOC) è l’istotipo più frequente e rappresenta il 75% dei casi di 

COE (fig.1). Il trattamento di scelta del HGSOC è rappresentato da 

una chirurgia citoriduttiva completa seguita da sei cicli di 

chemioterapia a base di platino. Nonostante la gran parte dei casi di 

HGSOC, alla diagnosi, risulti particolarmente sensibile ai 

chemioterapici derivati del platino, entro i tre anni successivi al 

trattamento primario, il 75-80% delle pazienti sviluppa una ripresa di 

malattia (1). Per consolidare il risultato ottenuto col trattamento 

primario, sono state messe appunto terapie di mantenimento, ma 

nonostante i progressi conseguiti in questo campo, la mortalità 

rimane alta. Da qui la necessità di sviluppare chemioterapici e terapie 
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target più efficaci per migliorare la prognosi delle pazienti affette da 

HGSOC. 

 

 

Fig. 1 Frequenza relativa dei vari istotipi di cancro ovarico epiteliale (1). 

 

Il HGSOC è caratterizzato da una elevata frequenza di mutazioni nei 

geni che controllano il processo di riparazione dei danni al DNA (3). 

Questa caratteristica rende il HGSOC una neoplasia maligna 

particolarmente instabile dal punto di vista genomico. Circa il 50% 

dei HGSOC risultano difettivi nel processo di riparazione del DNA 

attraverso la via della ricombinazione omologa. I geni più 

frequentemente interessati sono TP53, BRCA1 e BRCA2, mentre le 

mutazioni a carico di altri proto-oncogeni o geni oncosoppressori 

sono meno comuni. I geni BRCA1 e BRCA2 sono essenziali nella 

riparazione delle rotture a doppio filamento del DNA attraverso la 

via della ricombinazione omologa. La mutazione di BRCA1 e BRCA2 
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rende il HGSOC particolarmente sensibile ai chemioterapici derivati 

del platino, il cui meccanismo d’azione è quello di indurre la rottura 

della doppia elica di DNA, e responsivo alla terapia di mantenimento 

con gli inibitori delle poli ADP ribosio polimerasi (PARPi). Le 

caratteristiche molecolari del restante 50% dei HGSOC, che non 

presentano alterazioni nel processo di riparazione del DNA attraverso 

la via della ricombinazione omologa, sono relativamente poco 

studiate (3). Non tutti i casi di HGSOC rispondono in egual misura 

alla terapia con PARPi e spesso la neoplasia sviluppa meccanismi di 

resistenza nei confronti di questi farmaci. Da qui la necessità di 

studiare altre vie molecolari da utilizzare come bersaglio per nuove 

e più efficaci terapie. 

 

 

 

Fig. 2 Alterazioni molecolari di frequente riscontro nel HGSOC (1). 



5 
 

Le cicline chinasi dipendenti (CDK) sono una famiglia di serina-

treonina chinasi che necessitano, per espletare la loro funzione, 

dell’associazione con una ciclina. All’interno del genoma umano 

sono noti 21 geni di CDK, alcune delle quali impegnate nella 

regolazione del ciclo cellulare, altre nel processo di trascrizione 

genica. In particolare, le CDK trascrizionali assicurano una ordinata 

sequenza delle fasi del ciclo di trascrizione, necessarie per una 

adeguata espressione genica. Tra le CDK trascrizionali, le più 

studiate sono CDK7, CDK9, CDK12 e CDK13. Queste CDK sono 

espresse in maniera ubiquitaria nei tessuti umani e agiscono su 

passaggi simili, ma non identici, del processo di trascrizione e di 

maturazione del pre-mRNA.  CDK12 e CDK13 sono due CDK di 

grandi dimensioni e si associano alla ciclina K. CDK12 è una chinasi 

ciclina dipendente trascrizionale che promuove il processo di 

elongazione dell’mRNA attraverso la fosforilazione della serina 2 nel 

dominio carbossi-terminale di RNA polimerasi II (RNAPII) (4, 5). 

La perdita di funzione di CDK12 determina una riduzione 

dell’espressione dei geni coinvolti nel meccanismo di riparazione del 

DNA attraverso la ricombinazione omologa e compromette le 

capacità cellulari di risposta ai danni del DNA. Le funzioni di CDK12 

e CDK13 si sovrappongono solo parzialmente nel HGSOC, la loro 

concomitante inibizione produce effetti sinergici, rispetto 

all’inibizione di una sola di loro, determinando una spiccata attività 

anti-tumorale su modelli murini. Il gene CDK12 è frequentemente 

mutato nel HGSOC, ed è stato dimostrato che una inibizione della 

sua funzione può rendere la cellula sensibile al trattamento con 
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PARPi (6, 7, 8, 9, 10, 11, 12). Questa osservazione ha un interessante 

risvolto clinico, dal momento che i PARPi vengono utilizzati nella 

terapia del HGSOC, ma solo nei casi con mutazione dei geni BRCA1 

e/o BRCA2. Si può ipotizzare che un trattamento combinato con un 

inibitore di CDK12/13 potrebbe rendere sensibile ai PARPi anche 

tumori senza alterazioni nel meccanismo di riparazione dei danni del 

DNA (4). 

 

 

Fig. 3 Struttura schematica di CDK12 e CDK13. Dominio Arg/Ser (RS), regione ricca 

in Pro (PR), regione ricca in Ala (AR) (4). 

 

Uno dei problemi nello sviluppo di nuove terapie contro i tumori è 

rappresentato dalla difficoltà di ottenere un modello di studio che 

riproduca fedelmente le caratteristiche biochimiche, genetiche, 

strutturali e immunologiche della neoplasia oggetto di studio. Di 

conseguenza, con una certa frequenza, le nuove molecole testate in 

vitro con risultati promettenti, falliscono durante i trials clinici. Uno 

dei modelli di studio comunemente utilizzati nella ricerca contro il 

cancro sono le colture cellulari in monostrato derivate da linee 

tumorali. Benché questi modelli abbiano contribuito molto alla 

nostra conoscenza sul cancro, il processo per il loro allestimento è 
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molto laborioso, determina la selezione solo di alcuni cloni cellulari 

che non rispecchiamo le caratteristiche della neoplasia di partenza, 

non rispecchiano la struttura dell’organo da cui derivano e sono 

geneticamente instabili. Recentemente sono state messe a punto 

tecniche di coltura in 3D che permettono la crescita di cellule derivate 

dai tessuti umani, consentendo loro di auto-organizzarsi in una 

struttura tridimensionale che ricalca quella del tessuto di partenza.  

Questo tipo di colture prendono il nome di Organoidi. Gli organoidi 

presentano il vantaggio di poter essere coltivati a lungo termine, di 

poter essere crioconservati, rimangono stabili sia genotipicamente 

che fenotipicamente, possono essere modificati dal punto di vista 

genetico e ricalcano più fedelmente le condizioni del tessuto di 

partenza. Studi recenti hanno dimostrato come gli organoidi possano 

essere uno strumento potente nello studio oncologia molecolare e 

come questi possano rappresentare il ponte per superare il gap tra gli 

studi in vivo e la reale risposta del paziente negli stuti clinici (13).  

Alcuni autori hanno dimostrato che anche gli organoidi derivati da 

HGSOC mantengono fedelmente le caratteristiche del tessuto 

neoplastico da cui sono generate (14). 

In questo studio abbiamo utilizzato organoidi derivati da HGSOC per 

valutare l’attività antitumorale degli inibitori di CDK12 e CDK13.  
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MATERIALI E METODI 

 

Questo studio è stato realizzato in collaborazione con il Dipartimento 

di Scienze della salute della donna, del bambino e di sanità pubblica 

dell’Università Cattolica del Sacro Cuore di Roma. 

 

Obiettivo primario dello studio è stato quello di valutare l’attività 

antitumorale degli inibitori di CDK12/13 su organoidi derivati da 

HGSOC. 

 

Obiettivo secondario dello studio è stato quello di valutare l’attività 

antitumorale del trattamento combinato con inibitori di CDK12/13 e 

PARPi, con inibitori di CDK12/13 e taxani e con inibitori di 

CDK12/13 e carboplatino su organoidi derivati da HGSOC. 

 

Colture cellulari 

Le linee cellulari OVCAR3 e OV-90 sono state fornite da American 

Type Culture Collection (ATCC, Milano, Italia). La linea cellulare 

OVCAR3 è stata coltivata con RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute Medium) e la linea cellulare OV-90 con una mistura 1:1 di 

MCDB 105 medium (contenente 1,5g/L di bicarbonato di sodio) e 

Medium 199 (contenente 2,2g/L di bicarbonato di sodio). Il brodo di 

coltura è stato addizionato con MEM (Minimum Essential Medium), 
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Non-Essential Amino Acid 1%, glutammina 1mM, 1% di penicillina 

e streptomicina, siero fetale bovino al 10% per OVCAR3 e con siero 

fetale bovino al 15% per OV-90. Le colture sono state incubate a 

37°C, 95% di umidità e 5% di CO2. 

Le linee cellulari OV.GEM9 e OV-GEM11 sono state ottenute a 

partire da campioni di HGSOC (15). I campioni di HGSOC, 

provenienti da pazienti, sono stati raccolti presso la Fondazione 

Policlinico Universitario Agostino Gemelli IRCCS di Roma, previa 

approvazione del comitato etico locale, del Institutional Review 

Board (protocollo 19402/18 ID: 2045) e previo consenso informato 

dei pazienti. Le cellule sono state incubate in DMEM/F12 (1:1) 

supplementato con siero fetale bovino al 10%, glutammina 2mM e 

kenamicina 2mM, incubate a 37°C, 95% di umidità e 5% di CO2. 

 

Organoidi derivati dai pazienti 

I campioni di HGSOC sono stati raccolti presso la Fondazione 

Policlinico Universitario Agostino Gemelli IRCCS di Roma, previa 

approvazione del comitato etico locale, del Institutional Review 

Board (numero di approvazione ID:3046) e previo consenso 

informato dei pazienti. I campioni di HGSOC sono stati conservati 

in piastre di Petri da 60mm contenenti mezzo di coltura AdDF+++ 

(Advanced DMEM/F12 contenente 1x Glutamax, 10mM di HEPES 

e antibiotici) pre-riscaldato a 37°C e ridotti a piccoli frammenti 

mediante l’utilizzo di lame chirurgiche. Alcuni frammenti, 

selezionati in maniera casuale, sono stati fissati in formalina al 10% 
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per gli studi istopatologici e immunoistochimici e altri conservati a -

80°C per l’estrazione del DNA e successivo studio. Le rimanenti 

parti sono state digerite in 10ml di AdDF+++, addizionato con 5µM 

di inibitore della via RHO/ROCK (Y-27632, Tocris), contenente 

2mg/ml di collagenasi IV (termofisher), in un agitatore orbitale a 

37°C per un’ora. Dopo la digestione, la sospensione cellulare è stata 

posta in una MACS SmartStrainer (100µm), inserita in una provetta 

da 50ml, lavata con 10ml di mezzo di coltura AdDF+++ e 

centrifugata a 290g. Le cellule sono state incorporate in BME 

(Cultrex growth factor reduced BME type 2) e ghiaccio e 40µl sono 

state seminate su piastre pre-riscaldate. Le piastre sono state poste in 

incubazione in ambiente umido, a 37°C, per 30 minuti per consentire 

al Matrigel di polimerizzare, prima di essere coperto con 500µl di un 

cocktail di fattori di crescita ed essere incubato a 37°C, in ambiente 

umido con CO2 5%. Il mezzo di coltura utilizzato per gli organoidi è 

stato AdDF+++ addizionato con EGF, A83-01, B27, Y27632, N2 e 

Primocin. Il mezzo di coltura è stato rinnovato ogni 3-4 giorni e gli 

organoidi sono stati trasferiti ogni 1-4 settimane. 

 

Analisi Istologica 

I campioni bioptici (peritoneo o omento) di HGSOC sono stati fissati 

in formaldeide al 4% immediatamente dopo il campionamento in sala 

operatoria, e mantenuti a temperatura ambiente per 24 ore, 

successivamente sono stati processati secondo gli standard comuni 

di disidratazione e inclusi in paraffina, sezionati al microtomo, 
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allestiti su vetrini e colorati con ematossilina ed eosina per la 

valutazione microscopica. 

 

Valutazione della citotossicità 

Le cellule di HGSOC sono state seminate per una notte in piastre a 

96 pozzetti, ad una densità di 1.5/3x103 per pozzetto e trattate con 

diversi farmaci, a varie concentrazioni, da soli o in combinazione. 

Dopo l’incubazione 20µL di CellTiter 96® AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA) 

sono stati aggiunti a ogni pozzetto, per 1 ora. La densità ottica (OD) 

di ogni campione è stata rilevata a 490nm attraverso un lettore di 

micropiastre (Biorad). Ogni trattamento è stato realizzato in triplice 

copia.  

Le linee cellulari degli Organoidi Derivati dai pazienti (PDO) sono 

state incubate con Cultrex Organoid Harvesting Solution a 4°C per 

45 minuti per digerire le membrane basali, sono state 

successivamente dissociate meccanicamente per pipettazione e 

risospese in BME Growth medium al 2%. Le cellule così ottenute 

sono state poste in pozzetti da 100µL di volume, in piastre da 96 

pozzetti pre-allestiti con membrane basali. Dopo 24 ore di 

incubazione le cellule sono state trattate con vari farmaci. Dopo 5 

giorni dentro ogni pozzetto è stata aggiunta la stessa quantità di 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) e la 

luminescenza è stata valutata mediante un lettore di micro-piastre 

(Tecan).  
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La citotossicità è stata quantificata in comparazione con i controlli 

(cellule esposte solo al solvente) e i dati analizzati utilizzando 

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Le 

curve dose-risposta sono state costruite utilizzando l’analisi della 

regressione lineare. La concentrazione inibente (IC50) è stata 

determinata dopo la costruzione delle curve. 

Per valutare se la contemporanea esposizione a più farmaci avesse un 

effetto sinergico, le linee cellulari sono state trattate con singoli 

farmaci a diverse concentrazioni e con più farmaci in combinazione 

utilizzando dosi sub-ottimali. Gli effetti combinati dei vari farmaci 

sono stati valutati mediante il valore dell’indice di combinazione (CI) 

calcolato con il Compusyn Software (Biosoft, Ferguson, MO, USA) 

utilizzando la metodologia descritta da Chou TC (16). Un CI > 1 

implica un antagonismo tra i farmaci utilizzati in combinazione, un 

CI = 1 indica un effetto additivo tra i farmaci e un CI < 1 indica un 

effetto sinergico. 
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RISULTATI 

 

L’analisi dei dai provenienti dal PanCancer project of The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) ha messo in evidenza l’elevata frequenza 

delle mutazioni dei geni CDK12 (9%) e CDK13 (2,5%) tra le pazienti 

con HGSOC (n=398; fig. 4A). Le due mutazioni sono risultate quasi 

sempre mutualmente esclusive, solo una paziente ha presentato la 

concomitante mutazione dei due geni CDK12 e CDK13. 

 

Fig. 4 Frequenza delle alterazioni dei geni CDK12 e CDK13 nelle pazienti con 

HGSOC 

 

In circa la metà dei casi, le mutazioni del gene CDK12 sono 

mutazioni missenso, di splicing o troncanti, la rimanente parte è 

rappresentata da delezione o amplificazione del gene. Un andamento 

simile riguarda le mutazioni del gene CDK13, sebbene questo gene 

sia più spesso amplificato che deleto nelle pazienti con HGSOC (fig. 

5). 
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Fig. 5 Frequenza e tipologia delle mutazioni dei geni CDK12 e CDK13 nelle pazienti 

con HGSOC (TCGA, PanCancer Atlas). 

 

Per valutare l’effetto dell’inibizione contemporanea di CDK12 e 

CDK13 abbiamo trattato le linee cellulari OVCAR3 con THZ531, un 

inibitore specifico di CDK12 e CDK13 (17).  THZ531 compromette 

la vitalità cellulare in maniera dose-dipendente, con un effetto 

pressoché completo a 200nM, determinando un arresto del ciclo 

cellulare in fase G2/M ed un accumulo di cellule che esprimono 

H2AXγ, un marker di danno al DNA non riparato (18) (fig. 6). 
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Fig. 6 Risposta delle cellule dalla linea OVCAR3 al trattamento con THZ531 alle dosi 

indicate. 

 

Questi risultati confermano il ruolo chiave svolto da CDK12 e 

CDK13 nel processo mitotico delle cellule di HGSOC e suggeriscono 

il loro potenziale come target terapeutico per questo tipo di cancro.  

Successivamente, abbiamo sviluppato da sei pazienti affette da 

HGSCO candidate a trattamento chirurgico altrettanti PDOs (fig.7). 

Tutti i PDOs sviluppati hanno mantenuto le caratteristiche 

fenotipiche dei tumori di partenza (fig.8).  
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Fig. 7 Caratteristiche cliniche delle pazienti. HGSOC = High Grade Serous Ovarian 

Cancer; WT = wild type; LPS = laparoscopic surgery; PDS = primary debulking 

surgery; PR = partial response; SD = stable disease, * = residual disease unsuccessful 

for radical surgery. 

 

 

Fig. 8 Caratteristiche fenotipiche dei campioni di HGSOC ottenuti dai pazienti e degli 

organoidi da essi derivati. ND = non dterminato, mut = mutato, null = non espresso,  

+ = positivo, - = negativo. 

 

Inoltre, per come accade in vivo, dove la maggiorparte dei HGSOC 

è sensibile ai derivati del platino (1), i PDOs derivati dalle nostre 

pazienti si sono dimostrati platino-sensibili (fig.9) 

Patient number HGSOC-24.3 HGSOC-33.3 HGSOC-36.3 HGSOC-41.3 HGSOC-5.3 HGSOC-29.2

Age 68 64 55 61 52 54

Histology HGSOC HGSOC HGSOC HGSOC HGSOC HGSOC

FIGO stage IIIC IIIC IVB IVB IIIC IVB

BRCA status WT WT WT WT WT WT

Origin of Tissue Peritoneum Peritoneum Peritoneum Peritoneum Peritoneum Omentum

Timing of surgery for PDOs establishment LPS LPS PDS LPS LPS PDS

Neoadjuvant chemotherapy
Carboplatin + 

Paclitaxel

Carboplatin + 

Paclitaxel

Not 

applicable

Carboplatin + 

Paclitaxel + 

Bevacizumab

Carboplatin + 

Paclitaxel

Not 

applicable

Residual Tumor 0 0 0
IDS not 

performed*

IDS not 

performed*
0

Adjuvant Chemotherapy
Carboplatin + 

Paclitaxel

Carboplatin + 

Paclitaxel + 

Bevacizumab

Carboplatin + 

Paclitaxel

Not 

applicable

Not 

applicable

Carboplatin + 

Paclitaxel + 

Bevacizumab

Best response to platinum PR PR PR PR SD PR

Maintenance regimen Niraparib Bevacizumab Niraparib
Rucaparib + 

Bevacizumab
None Bevacizumab

Platinum free interval (PFI) < 6 months < 6 months < 6 months >6 months <6 months <6 months
Alive No No No No No No
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Fig. 9 Risposta degli organoidi al trattamento con dosi differenti di carboplatino. La 

vitalità cellulare è stata valutato mediante CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay, i 

valori IC50 sono stati calcolati con il software GraphPad Prism. 

 

I PDOs sono stati trattati con dosi crescenti di THZ531 e si sono 

dimostrati altamente sensibili all’azione di questo farmaco, con una 

IC50 < 140nM per tutte le colture, confermando il ruolo chiave di 

CDK12 e CDK13 nella sopravvivenza anche delle cellule di HGSOC 

primario (fig. 10).  
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Fig. 10 Risposta degli organoidi al trattamento con THZ531 a varie concentrazioni. 

 

Successivamente abbiamo voluto valutare se l’inibizione di CDK12 

e CDK13 potesse sensibilizzare i PDOs non portatori di mutazioni 

BRCA1/2 all’azione dei PARPi, come precedentemente dimostrato 

per le linee cellulari di HGSOC (12). L’analisi genetica delle biopsie 

ottenute dalle pazienti ha rilevato che 4 pazienti su 6 erano BRCA1/2 

non mutati (HGSOC-24.3, HGSOC-33.3, HGSOC-36.3 and 

HGSOC-41.3). I PDOs hanno mantenuto questa caratteristica ed 

erano, pertanto, insensibili al trattamento con Olaparib. Il trattamento 

combinato, con dosi sub-ottimali di THZ531 (IC30, 30-50nM) e di 

Olaparib (1-10µM), ha dimostrato un’attività sinergica nel ridurre la 

vitalità delle cellule di tutti e 4 gli organoidi testati (fig. 11). 
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Fig. 11 Risposta degli organoidi al trattamento con THZ531, con Olaparib e al 

trattamento combinato con entrambe i farmaci. 

 

Le linee cellulari dei PDOs hanno mostrato un’ampia variabilità nella 

risposta al Paclitaxel, un chemioterapico di prima linea nel 

trattamento del HGSOC che viene somministrato in associazione al 

carboplatino (1) (fig.12).  

 

 

Fig. 12 Risposta degli organoidi al trattamento con Paclitaxel  a varie concentrazioni. 
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Il trattamento con THZ531 ha migliorato sensibilmente la risposta al 

paclitaxel in tutti i PDOs testati: le linee PDO-24.3 e PDO-33.3 

hanno mostrato un più forte effetto sinergico, con un IC50 per il 

paclitaxel inferiore, rispetto a quelle PDO-36.3 e PDO-41.3. Questi 

risultati suggeriscono una possibile differente risposta a questo 

trattamento combinato in base alla sensibilità del singolo paziente al 

paclitaxel (fig. 13). 

 

 

 

Fig. 13 Risposta degli organoidi al trattamento con THZ531, con Paclitxel e al 

trattamento combinato con entrambe i farmaci. 

 

Contrariamente a quanto precedentemente riportato in letteratura 

(12) noi non abbiamo osservato effetti significativi dal trattamento 

combinato con THR531 e carboplatino, il chemioterapico di prima 

linea nel trattamento del HGSOC. Supponendo che questi risultati 

fossero dovuti alla spiccata sensibilità di tutti gli organoidi al solo 

carboplatino, come si osserva per la gran parte degli HGSOC alla 
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diagnosi, abbiamo testato una linea cellulare primaria di HGSOC 

(OV.GEM11) che era platino-resistente (15) (fig. 14).   

 

Fig. 14 Risposta della liea cellulare OV.GEM11 al trattamento con carboplatino. 

Come atteso, in questa linea cellulare il co-trattamento con THR531 

ha significativamente aumentato l’effetto citotossico del 

carboplatino, sopprimendo quasi completamente la vitalità cellulare 

nel campione testato (fig.15). 

 

 

Fig. 15 Risposta della liea cellulare OV.GEM11 al trattamento combinato con 

carboplatino e THR531 
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Questi risultati indicano che la doppia inibizione di CDK12 e CDK13 

potrebbe aiutare a superare i meccanismi di resistenza, innati o 

acquisiti, nei riguardi dei trattamenti chemioterapici standard. 
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DISCUSSIONE 

 

In letteratura è stato precedentemente riportato che CDK12 e CDK13 

potevano rappresentare dei target terapeutici nei cancri umani (5,19) 

ed anche nel HGSOC (12, 20). CDK12 e CDK13 sono delle chinasi 

trascrizionali che promuovono, attraverso l’interazione con RNAP II, 

l’espressione genica, in particolare l’espressione di geni lunghi, come 

i geni che codificano per le proteine impegnate nel meccanismo di 

riparazione dei danni al DNA cellulare (6, 21, 22, 23). 

Nel nostro studio confermiamo l’elevata sensibilità del HGSOC alla 

concomitante inibizione di CDK12 e CDK13.  

Un avanzamento apportato dal nostro studio è rappresentato 

dall’impiego di PDOs, i quali rappresentano un modello clinico 

molto valido per lo studio del HGSOC, neoplasia maligna 

caratterizzata da una spiccata eterogeneità nella risposta ai 

trattamenti standard, anche in scenari clinici apparentemente simili 

(1, 24). Abbiamo sviluppato i PDOs a partire da biopsie ottenute da 

sei pazienti, l’analisi dei biomarcatori del HGSOC ci ha confermato 

che tutti gli organoidi sviluppati hanno mantenuto il fenotipo della 

neoplasia di partenza. Gli organoidi di HGSOC così ottenuti hanno 

mostrato una spiccata sensibilità al trattamento con solo THZ531 e 

un effetto sinergico nel trattamento combinato con THZ531 ed 

Olaparib e con THZ531 e Paclitaxel.  

Quattro organoidi sono risultati BRCA1/2 non mutati e pertanto 

resistenti al trattamento con Olaparib (IC50≥48µM). Tuttavia il 
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trattamento combinato di queste linee cellulari con THZ531 e PARPi 

ha significativamente aumentato l’efficacia del trattamento. Il 

risultato ottenuto sui PDOs indica chiaramente che l’inibizione di 

CDK12 e CDK13 può essere utilizzata per rendere sensibili al 

trattamento con PARPi quei casi di HGSOC BRCA1/2 non mutati, 

normalmente resistenti al trattamento. Nonostante fosse già stato 

ipotizzato il possibile ruolo dell’inibizione di CDK12 nella sensibilità 

del HGSOC alla terapia con Olaparib, i dati riportati in letteratura 

erano discordanti. Studi pubblicati nel 2014 indicavano che 

l’inibizione della funzione di CDK12 conferiva sensibilità al 

trattamento con PARPi (8). Tuttavia un recente studio che utilizza sei 

diverse linee cellulari di cancro ovarico ha mostrato che la delezione 

del gene CDK12 non migliorava la risposta al trattamento con 

Olaparib (25). Questa differenza nei risultati potrebbe essere dovuta 

alle differenti linee cellulari utilizzate ma è anche possibile che 

l’attività di CDK13 possa compensare il difetto di funzione di 

CDK12 e ridurre la sensibilità alla terapia con PARPi. In supporto a 

questa ipotesi, l’analisi massiva del trascrittoma di cellule che 

esprimono analoghi di CDK12 e CDK13 indica che la singola 

inibizione di queste chinasi produce minimi effetti sulla vitalità 

cellulare mentre la loro simultanea inibizione determina la morte 

cellulare e un maggiore sconvolgimento del trascrittoma cellulare 

(23). Inoltre queste due chinasi hanno mostrato un effetto sinergico 

nella promozione dell’oncogenesi del HGSOC (12), suggerendo che 

è necessario una inibizione concomitante delle loro funzioni per 
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bloccare le loro funzioni pro-oncogene nelle cellule di cancro 

ovarico. 

Il nostro studio dimostra che il concomitante trattamento con 

THZ531 migliora la citotossicità del Paclitaxel nelle cellule di 

HGSOC (1, 24). Come nel caso dell’Olaparib, THZ531 ha mostrato 

un effetto sinergico con il Paclitaxel in tutti i quattro organoidi testati 

anche se il suo effetto è stato maggiore negli organoidi 

intrinsecamente più sensibili a questo farmaco. Il Paclitaxel blocca il 

ciclo cellulare in fase G2/M interferendo con la formazione del fuso 

mitotico, promuovendo la formazione di legami stabili tra i 

microtubuli (26). Allo stesso modo il trattamento con THZ531 blocca 

il ciclo cellulare in fase G2/M con accumulo di danni al DNA 

cellulare.  
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