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Giochiamo! 

Quanti puntini blu riesci a vedere? 
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Giochiamo! 

5 PUNTINI 

Humans ~3 sec 

Computers ~1 sec 

PERFORMANCE: 

(using the standard Watershed segmentation algorithm) 

Quanti puntini blu riesci a vedere? 
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Giochiamo! 

15 PUNTINI 

Humans ~6 sec 

Computers ~1 sec 

PERFORMANCE: 

(using the standard Watershed segmentation algorithm) 

Quanti puntini blu riesci a vedere? 
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Giochiamo! 

Quanti puntini blu riesci a vedere? 

©
 C

O
P

Y
R

IG
H

T
 

F
IL

IP
P

O
 P

IC
C

IN
IN

I 



Giochiamo! 

99 PUNTINI 

Humans   :-( 

Computers ~1 sec 

PERFORMANCE: 

(using the standard Watershed segmentation algorithm) 

Quanti puntini blu riesci a vedere? 
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Per essere competitivi abbiamo bisogno di software! 

Cell counting applications FISH analysis 
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Giochiamo! 

Leggendo alcune lettere sparse sarai in 

grado di comprendere una frase interaé 
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Giochiamo! 

Leggendo alcune lettere sparse sarai in 

grado di comprendere una frase interaé 

La ruota della fortuna, condotto dal 1989 al 2003 da Mike Bongiorno 

©
 C

O
P

Y
R

IG
H

T
 

F
IL

IP
P

O
 P

IC
C

IN
IN

I 



Giochiamo! 

RIPETI DOPO AVER LETTO 
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Giochiamo! 

COME TI CHIAMI? 

RIPETI DOPO AVER LETTO 
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Giochiamo! 

OGGI   Eô   UNA   BELLA   

GIORNATA! 

RIPETI DOPO AVER LETTO 
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Giochiamo! 

LA    DOMENICA    Eô   IL    

PIUô   BEL   GIORNO   DELLA 

SETTIMANA. 

RIPETI DOPO AVER LETTO 
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Giochiamo! 

SE   LA   SMETTI   CON   

QUESTO   STUPIDO   GIOCO    

SARAô   UN   GIORNO   

MIGLIORE!!! 

RIPETI DOPO AVER LETTO 
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Giochiamo! 

Dalla presentazione del Prof. Giovanni Emanuele Corazza (Università di Bologna), durante il seminario: 
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Giochiamo! 

Con questo video vedremo come le 

immagini possono essere usate per 

produrre informazioneé 

©
 C

O
P

Y
R

IG
H

T
 

F
IL

IP
P

O
 P

IC
C

IN
IN

I 



Giochiamo! 

UNA RANA AFFAMATA 

http://www.youtube.com/watch?v=WCOqLdDlbwE 
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Software tools 

CellTracker, for tracking cells cultured in vitro 

http://celltracker.website/ 

Advanced Cell Classifier, for classifying cells in high-content screening images 

http://www.cellclassifier.org/ 

MicroMos, for building a panorama, starting from a set of overlapping images 

http://www.filippopiccinini.it/Mosaicing/index.html 

AnaSP, software suite to segment brightfield images of multicellular spheroids 

http://sourceforge.net/p/anasp/ 

ReViSP, for cancer spheroids Reconstruction and Visualization using a Single Projection 

http://sourceforge.net/p/revisp/ 

CIDRE, for correcting the illumination field of microscopy images 

http://www.nature.com/nmeth/journal/v12/n5/full/nmeth.3323.html 

ééééé. 

F-Tracker3D, for tracking fluorescent cells/particles in 3D 

http://sourceforge.net/p/f-tracker3d/ 

ReViMS, for cancer spheroids Reconstruction and Visualization using Multiple Sections 

http://sourceforge.net/p/revims/ 
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How to share scientific data? 

Open Data ï Open Research 

Upload files up to 5GB. We accept any 

file format and aim to preview all of them in 

the browser 

Manage your research data. Easily 

access your items, sort them, add tags and 

other details, privately 

Privately share your work. Share large 

files with colleagues and control access to 

your private data 

Make it publicly available and citable. 

Get a DOI and gain more citations for the 

outputs of your academic research 

FIGSHARE 
a free website application to: 

www.figshare.com 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

https://www.limav.org/italia/ricerca-biomedica-e-tossicologica-sperimentazione-animale-sviluppo-farmacologico-e-gravi-reazioni-avverse-ai-farmaci-volete-saperne-di-piu/ 

ñUn nuovo farmaco, dispositivo o altro intervento, pu¸ richiedere circa 14 anni ed 1 

miliardo di dollari o anche più per il suo sviluppo, con un tasso di fallimento superiore al 

95%.ò 

ñIl fatto che i candidati farmaci falliscono nei trials clinici a causa di una significativa 

tossicità illustra che il vecchio paradigma tossicologico sperimentale, nella fattispecie 

incentrato prevalentemente sullôutilizzo di animali da laboratorio per prevedere la 

sicurezza del farmaco per gli esseri umani, non ¯ adeguato.ò 

ñIn media, sono tra 5.000 e 10.000 le sostanze che devono essere sottoposte a screening 

per scoprire una nuova molecola organica, che possa essere usata per trattare o curare 

una malattia.ò 

ñPiccole differenze nei modelli potrebbero portare a vaste differenze nei risultati.ò 

     étempo e soldi 

     égrandi numeri, big data 

     éanimali vs uomo 

     éil modello scelto fa la differenza 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

Studi in vivo 

Studi in vitro 

ANALISI PRE-CLINICHE 

Fase 1 

Fase 2 

Fase 3 

TRIAL CLINICI 

Fase 4 

©
 C

O
P

Y
R

IG
H

T
 

F
IL

IP
P

O
 P

IC
C

IN
IN

I 



Processo per lôapprovazione di un farmaco 

L'Agenzia Italiana del FArmaco (AIFA) opera in autonomia, trasparenza ed 

economicità, sotto la direzione e la vigilanza del Ministero della salute e 

del Ministero dell'economia e delle finanze. AIFA è un ente di diritto pubblico, 

competente per l'attività regolatoria dei farmaci in Italia. 

LA SPERIMENTAZIONE PRECLINICA 

Questa fase della sperimentazione è utile per osservare come si comporta e qual è il livello di tossicità della molecola su un 

organismo vivente complesso: qual è la via di somministrazione, come viene assorbita e successivamente eliminata. Inizialmente 

sono eseguiti gli studi ñin vitroò al fine di comprendere le caratteristiche della sostanza da cui si ritiene di poter ricavare un farmaco. 

La sostanza viene messa in provetta insieme a colture cellulari o a microrganismi e sottoposta a una serie di test, eseguiti in 

laboratori altamente specializzati. Soltanto quando si è appurato in laboratorio che la molecola possiede potenziali effetti 

terapeutici si può passare alla sperimentazione sugli animali. Gli studi ñin vivoò hanno lo scopo di verificare se lôefficacia della 

sostanza attiva dimostrata in vitro viene confermata in specifici modelli animali di malattie umane. Tali studi hanno anche lo scopo 

di fornire dati preliminari sul comportamento della molecola sperimentale una volta presente nellôorganismo in termini di 

assorbimento, distribuzione allôinterno dei tessuti, metabolismo ed escrezione (farmacocinetica) e di dimostrare lôeffettiva sicurezza 

prima di iniziare la sperimentazione nellôuomo (tossicologia). 

FASE 1 

Con lo studio di Fase 1 ha inizio la sperimentazione del principio attivo sullôuomo che ha lo scopo di fornire una prima valutazione 

della sicurezza e tollerabilità del medicinale. Questi studi sono condotti in pochi centri selezionati su un numero limitato di volontari 

sani per i quali è documentata lôassenza la non predisposizione a malattie. L'obiettivo principale è la valutazione dei potenziali 

effetti collaterali che possono essere attesi, in base ai risultati delle precedenti sperimentazioni sugli animali e la valutazione della 

modalità di azione e distribuzione del farmaco nellôorganismo. I volontari vengono divisi in più gruppi, ciascuno dei quali riceve una 

diversa dose di farmaco, per valutare gli eventuali effetti indesiderati della sostanza in relazione alla quantità somministrata. Se 

lôoggetto della sperimentazione sono gravi patologie, questi studi possono essere condotti direttamente su pazienti che ne sono 

affetti e per i quali il farmaco è stato pensato. Se il farmaco dimostra di avere un livello di tossicità accettabile rispetto al beneficio 

previsto (il cosiddetto profilo beneficio/rischio), può passare alle successive fasi della sperimentazione. 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

FASE 2 

Nello studio di Fase 2 inizia a essere indagata lôattivit¨ terapeutica del potenziale farmaco, cioè la sua capacità di produrre 

sullôorganismo umano gli effetti curativi desiderati. Questa fase serve inoltre a comprendere quale sarà la dose migliore da 

sperimentare nelle fasi successive, e determinare lôeffetto del farmaco in relazione ad alcuni parametri (come, ad esempio, la 

pressione sanguigna) considerati indicatori della salute del paziente. Negli studi di Fase 2 la sostanza è somministrata a soggetti 

volontari affetti dalla patologia per cui il farmaco è stato pensato. I soggetti ñarruolatiò per lo studio vengono generalmente divisi in 

più gruppi, a ciascuno dei quali è somministrata una dose differente del farmaco e, quando eticamente possibile, un placebo (una 

sostanza priva di efficacia terapeutica). Per evitare che la somministrazione del placebo influenzi le aspettative dei partecipanti, le 

valutazioni dei parametri di attività e sicurezza sono condotte senza che paziente (studio in cieco singolo), o medico e paziente 

(studio in doppio cieco), conoscano il tipo di trattamento ricevuto o somministrato. Questa fase dura circa un paio d'anni ed è utile 

a dimostrare la non tossicità e lôattivit¨ del nuovo principio attivo sperimentale. 

FASE 3 

Lo studio di Fase 3 serve a determinare quanto è efficace il farmaco, se ha qualche beneficio in più rispetto a farmaci simili già in 

commercio e qual è il rapporto tra rischio e beneficio. In questo caso i pazienti ñarruolatiò sono centinaia o migliaia. Lôefficacia del 

farmaco sui sintomi, sulla qualità della vita o sulla sopravvivenza è confrontata con un placebo, con altri farmaci già in uso o con 

nessun trattamento. La tipologia di studio di riferimento in questa fase è lo studio clinico controllato randomizzato. Si tratta di un 

tipo di studio in cui ai pazienti viene assegnato casualmente (random) il nuovo principio attivo o un farmaco di controllo (in genere il 

trattamento standard usato per la patologia oggetto della ricerca) ed è molto affidabile nel definire lôefficacia di un medicinale. 

Infatti, lôattribuzione casuale del nuovo farmaco o del farmaco di controllo garantisce che i due gruppi siano simili per tutte le 

caratteristiche salvo che per il medicinale assunto. Dunque, alla fine della sperimentazione, sarà possibile attribuire ogni differenza 

nella salute dei partecipanti esclusivamente al trattamento e non a errori o al caso. Durante questa fase vengono controllate con 

molta attenzione l'insorgenza, la frequenza e gravità degli effetti indesiderati. La durata della somministrazione del farmaco è 

variabile a seconda degli obiettivi che la sperimentazione si pone, ma in genere dura mesi. Il periodo di monitoraggio degli effetti 

del farmaco è invece spesso più lungo, arrivando in qualche caso a 3-5 anni. 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

FASE 4 

È la fase della sperimentazione clinica che include gli studi condotti dopo lôapprovazione del farmaco nellôambito delle indicazioni 

approvate e in piena osservanza di quanto contenuto nel Riassunto delle Caratteristiche del Prodotto (RCP); è detta della 

ñsorveglianza post marketingò perché viene attuata dopo lôimmissione in commercio. In questa fase, che può durare qualche anno, 

si acquisiscono ulteriori e nuove informazioni e vengono valutate le reazioni avverse più rare, quelle che negli studi clinici non 

potevano emergere, ma che con lôuso di massa del nuovo farmaco possono diventare rilevabili. 

http://alessandrocecconi17.blogspot.com/2015/12/come-nasce-un-nuovo-farmaco.html 
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SFEROIDE 

 

Aggregato multicellulare 3D costruito 

in vitro e utilizzato come modello per 

testare farmaci e trattamenti di 

radioterapia 

Nel 1970 il Prof. Sutherland propose aggregati multicellulari di forma "sferica", 

chiamati sferoidi, come modello di tumore 3D, affidabile e creato in vitro. Questi 

aggregati multicellulari assomigliano morfologicamente ai noduli osservati nei 

carcinomi animali e umani, e questa è la ragione dietro il nome sferoide 
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Nomenclatura 

per colture cellulari 3D 

[é] possono essere considerate le colture cellulari 3D più 

semplici, poiché sono caratterizzate da un'aggregazione 

cellula-cellula 3D priva di un obbligo strutturale definito 

AGGREGATI 

MULTICELLULARI 

[é] Il termine sferoide, comunemente usato, dovrebbe essere 

riferito a quegli aggregati multicellulari di forma sferica 
SFEROIDI 

[é] Infine, gli aggregati multicellulari con cellule differenti 

organizzate in mini-organi sono chiamati organoidi 
ORGANOIDI 

[é] Quando gli sferoidi comprendono più di un tipo di cellule 

che insieme svolgono una funzione specifica, è più 

appropriato riferirsi ad essi come microtessuti 
MICROTESSUTI 

[é] Se l'aggregato multicellulare è composto da più di un tipo 

di cellula ma che assieme non svolgono comunque una 

funzione specifica, può essere meglio identificato come 

aggregato di co-coltura 

CO-COLTURA 

F. Piccinini, et al. Advances in cancer modeling: fluidic systems for increasing representativeness of large 3D multicellular spheroids. BioTechniques, 65(6):312-314, 2018 
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Colture cellulari: 3D VS 2D 

3D CELL CULTURE 2D CELL CULTURE 

Contatto fisiologico cellula-cellula 

Contatto cellula-cellula solo sui bordi 

della cellula, e cellule principalmente a 

contatto con la plastica 

Le cellule iteragiscono con la matrice attorno 

Le cellule sono in contatto con la 

matrice extracellulare principalmente su 

una sola superficie 

Gradienti di farmaci, gas, nuctrienti e scarti Non ci sono gradienti 

Lôunione di pi½ cellule diverse consente di 

mimare alcune funzioni degli organi 

Co-colture incapaci di stabilire un vero 

microambiente 
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Colture cellulari: 3D VS 2D 

3D CELL CULTURE 2D CELL CULTURE 

Contatto fisiologico cellula-cellula 

Contatto cellula-cellula solo sui bordi 

della cellula, e cellule principalmente a 

contatto con la plastica 

Le cellule iteragiscono con la matrice attorno 

Le cellule sono in contatto con la 

matrice extracellulare principalmente su 

una sola superficie 

Gradienti di farmaci, gas, nuctrienti e scarti Non ci sono gradienti 

Lôunione di pi½ cellule diverse consente di 

mimare alcune funzioni degli organi 

Co-colture incapaci di stabilire un vero 

microambiente 

PIUô SIMILI AI TUMORI 

IN VIVO 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

Studi in vivo 

Studi 2D in vitro 

ANALISI PRE-CLINICHE 

Fase 1 

Fase 2 

Fase 3 

TRIAL CLINICI 

Fase 4 
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Processo per lôapprovazione di un farmaco 

Studi in vivo 

Studi 2D in vitro 

ANALISI PRE-CLINICHE 

Fase 1 

Fase 2 

Fase 3 

TRIAL CLINICI 

Fase 4 

Studi 3D in vitro 
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M. Zanoni, F. Piccinini, C. Arienti, A. Zamagni, S. Santi, R. Polico, A. Bevilacqua, A. Tesei, 3D tumor spheroid models for in 

vitro therapeutic screening: a systematic approach to enhance the biological relevance of data obtained. Scientific Reports, 6: 

19103, 2016 
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Courtesy by 3DBiomatrix Courtesy by Synthecon Inc. 

Sistemi per ottenere aggregati multicellulari 

Antigravity bioreactor Hanging drop plates 

Courtesy by Hamilton 

Magnetic levitator 
Pellet culture method 
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OPEN PROBLEM 

Un modello utilizzato per testare farmaci e trattamenti di radioterapia, deve essere 

omogeneo tra i suoi replicati e stabile nel tempo. Altrimenti, i dati ottenuti non sono 

affidabili e dipendono dallo stato originale delle celle. 

COME GENERARE SFEROIDI 

OMOGENEI E STABILI? 

DAY07, spherical shape DAY07, irregular shape 
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Spherical VS non-spherical 
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Correlation between viability and shape 

We hypothesized that the 3D shape 

reflects a different general viability of 

the spheroids. To better investigate 

this correlation, we selected 30 

spheroids of similar volumes (0.112 Ñ 

0.013 mm3) but belonging to the 

spherical (n = 15; sphericity Ó 0.90) or 

non-spherical subtypes (n = 15; 

sphericity < 0.90) to analyze how 

different shapes influence the 

metabolic state of spheroids. The data 

obtained from the luminescence 

metabolic assay performed after one 

week of culture showed a significantly 

reduced viability of spherical spheroids 

with respect to the irregular-shaped 

group (P = 0.045). This was probably 

due to a reduced distance between 

each cell and the culture medium 

interface in the non-spherical subset, 

leading to a wider zone of active cell 

proliferation 

200 µm = maximum distance from 

border of the proliferating cells 

Spherical shape 

Ellipsoidal shape 
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C. Bellotti, S. Duchi, A. Bevilacqua, E. Lucarelli, F. Piccinini, Long term morphological characterization of Mesenchymal 

Stromal Cells 3D spheroids built with a rapid method based on entry-level equipment. Cytotechnology, 68(6):2479ï2490, 2016 
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Pellet culture method 

Cost-effective and extremely rapid method to generate MSC spheroids proposed by 

Johnstone et al. (In vitro chondrogenesis of bone marrow-derived mesenchymal 

progenitor cells. Exp Cell Res, 1998). 

It only requires a benchtop centrifuge and sterile polypropylene conical tubes  

The efficiency of the generation is particularly high (one spheroid per tube) and the size 

of the spheroids can be tuned by controlling the number of cells seeded in the tubes. 

Spheroid homogeneity 

Cost of the system 

Production efficiency 

Tunable spheroid size 
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Pellet culture method 

SPHEROIDS PRODUCTION 

2.5Ĭ105 cells suspended in 0.5 ml DMEM-HG supplemented with 10% FBS and 

placed in a 1.5 mL polypropylene conical tube with a screw cap. 

Aliquots were spun in a benchtop centrifuge at 500 g for 5 min. 

Tubes incubated in humidified atmosphere at 37 ÁC with 5% CO2, with loosened caps 

to ensure adequate gas exchange. 

After 72 h the pellets become compact spherical aggregates. 

0.5 mm 
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Volume, Sphericity, and Jagging Degree 

Plate 

preparation 

Image 

acquisition 

Original Corrected (*) 

(using CIDRE, K. Smith, Y. Li, F. Piccinini, G. Csucs, C. Balazs, A. 

Bevilacqua, P. Horvath, CIDRE: an illumination-correction method 

for optical microscopy. Nature Methods, 12(5):404-406, May 2015) 

Illumination

correction 
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Volume, Sphericity, and Jagging Degree 

25 MSC SPHEROIDS ANALYSED  

FOR A TWO-MONTH PERIOD 

The intervals within the bounds represent µ Ñ 2ů  
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Analisi della architettura esterna ed interna 

Cryostat Leica CM 1900 

HISTOLOGICAL ANALYSIS CONFOCAL ANALYSIS 

Nikon Eclipse Ti microscope equipped with an A1R confocal laser 
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Analisi della architettura esterna ed interna 

HISTOLOGICAL ANALYSIS (H&E staining) 

CONFOCAL ANALYSIS (Live&Dead assay) 
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Analisi della architettura interna 

LIGHT SHEET MICROSCOPE 

Zeiss Light Sheet v2.1 

PERFECTA3D and PROMEGA assays 
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Outline 

Approvazione di un farmaco 

Colture cellulari 3D 

Software per analisi in 3D 

3D High-Content Screening 

Introduzione 

Conclusioni 
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Software tools 

CellTracker, for tracking cells cultured in vitro 

http://celltracker.website/ 

Advanced Cell Classifier, for classifying cells in high-content screening images 

http://www.cellclassifier.org/ 

MicroMos, for building a panorama, starting from a set of overlapping images 

http://www.filippopiccinini.it/Mosaicing/index.html 

AnaSP, software suite to segment brightfield images of multicellular spheroids 

http://sourceforge.net/p/anasp/ 

ReViSP, for cancer spheroids Reconstruction and Visualization using a Single Projection 

http://sourceforge.net/p/revisp/ 

CIDRE, for correcting the illumination field of microscopy images 

http://www.nature.com/nmeth/journal/v12/n5/full/nmeth.3323.html 

ééééé. 

F-Tracker3D, for tracking fluorescent cells/particles in 3D 

http://sourceforge.net/p/f-tracker3d/ 

ReViMS, for cancer spheroids Reconstruction and Visualization using Multiple Sections 

http://sourceforge.net/p/revims/ 
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ReViSP: per stimare il volume da una proiezione 

Reconstruction and Visualization  

from a Single Projection (ReViSP) 

Widefield microscope 
GUI of ReViSP 3D mesh of the spheroid 

ReViSP non richiede alcuna informazione tranne la 

maschera binaria dello sferoide da ricostruire 
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F. Piccinini, A. Tesei, C. Arienti, A. Bevilacqua, Cancer multicellular spheroids: Volume assessment from a single 2D projection. 

Computer Methods and Programs in Biomedicine, 118(2):95ï106, February 2015 
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