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Abstract 
  

Il cancro rappresenta un ecosistema complesso costituito non solo da cellule neoplastiche, 

ma anche da numerose cellule non tumorali come componenti stromali ed immunitarie che 

definiscono il microambiente tumorale (TME, Tumor Microenvironment). Le interazioni tra 

cellule tumorali, matrice extracellulare (ECM) e cellule non neoplastiche modulano in modo 

cruciale la progressione della malattia, la metastatizzazione e la risposta terapeutica. Tra i 

processi cellulari maggiormente alterati, il reprogramming metabolico e, in particolare il 

metabolismo lipidico, è emerso come un determinante chiave della sopravvivenza e 

dell’adattabilità tumorale. 

L’enzima Stearoyl-CoA Desaturasi 1 (SCD1), coinvolto nella sintesi di acidi grassi 

monoinsaturi (MUFA) a partire da grassi saturi (SFA), gioca un ruolo fondamentale nel 

mantenimento della plasticità metabolica e nella regolazione delle cellule staminali tumorali 

(CSCs). La sua over-espressione è stata associata a proliferazione, invasività e resistenza 

farmacologica in diversi tumori, tra cui melanoma e adenocarcinoma polmonare non a 

piccole cellule (NSCLC). L’inibizione di SCD1, sia farmacologica sia genica, si è dimostrata 

capace di ridurre la vitalità delle CSCs, di indurre apoptosi e di ripristinare la sensibilità ai 

trattamenti convenzionali. 

Parallelamente, il metabolismo lipidico influenza profondamente anche le cellule 

immunitarie e stromali del TME, contribuendo alla formazione di un ambiente 

immunosoppressivo che favorisce la progressione neoplastica e la resistenza ai farmaci. Lo 

studio integrato delle interazioni metaboliche e immunologiche nel TME rappresenta 

quindi una prospettiva promettente per l’identificazione di nuovi biomarcatori predittivi e 

lo sviluppo di strategie terapeutiche innovative. 

In questo contesto, il presente progetto di ricerca si propone di indagare le interazioni tra 

metabolismo lipidico, microambiente tumorale e CSCs nel melanoma e 

nell’adenocarcinoma polmonare, con l’obiettivo di individuare nuovi bersagli molecolari e 

approcci terapeutici personalizzati. A tal fine, sono stati sviluppati e caratterizzati modelli 
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tridimensionali (3D) in vitro, comprendenti organoidi derivati da paziente (PDOs), che 

riproducono fedelmente l’eterogeneità genetica, molecolare e funzionale del tumore 

originario. La generazione e l’impiego di tali modelli sono resi possibili dalla raccolta 

sistematica e dalla conservazione di campioni biologici all’interno di biobanche, che 

rappresentano infrastrutture fondamentali per la medicina di precisione. Le biobanche 

consentono di integrare materiale biologico e dati clinico-molecolari, favorendo la 

stratificazione dei pazienti e la validazione di approcci terapeutici mirati. In questo senso, i 

modelli 3D derivati da pazienti, conservati secondo procedure standard ben definite, tali da 

garantirne la qualità, la coerenza e la tracciabilità, costituiscono potenti strumenti preclinici 

per lo studio dei meccanismi di resistenza farmacologica e per la valutazione della risposta 

ai trattamenti, contribuendo in modo significativo al progresso della medicina 

personalizzata in oncologia. 
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1. Introduzione 

1.1 Le Biobanche: Evoluzione, Funzioni e Classificazione delle Biobanche nel Contesto 

Biomedico Contemporaneo 

 
I biospecimens, quali DNA, RNA, microrganismi, fluidi biologici, cellule e tessuti derivati 

da organismi umani, animali o vegetali, costituiscono elementi infrastrutturali fondamentali 

per la ricerca nelle scienze della vita e per lo sviluppo delle biotecnologie. Il loro valore 

scientifico va oltre l’impiego diagnostico immediato, poiché essi rappresentano una fonte 

potenzialmente inesauribile di informazioni biologiche, genetiche e molecolari utili allo 

studio della fisiopatologia e allo sviluppo di nuove strategie terapeutiche. Fino a pochi 

decenni fa, i campioni biologici umani venivano spesso smaltiti poco dopo il prelievo, 

determinando una perdita significativa di dati utili al progresso della ricerca biomedica. 

L’uso occasionale di tali materiali da parte dei ricercatori era caratterizzato da modalità 

operative frammentarie, prive di standardizzazione e senza un quadro regolatorio 

adeguato. Questa prassi si rivelava penalizzante tanto per i pazienti, privati di controllo e 

trasparenza sull’uso dei propri campioni, quanto per la comunità scientifica, ostacolata 

dall’assenza di risorse condivise e accessibili [1]. 

A partire dagli anni Novanta, la crescente consapevolezza del valore scientifico e clinico dei 

materiali biologici ha determinato un cambiamento paradigmatico. Le prime collezioni 

sistematiche di biospecimens hanno progressivamente assunto la forma di strutture 

organizzate, fino a evolversi nelle attuali biobanche, dotate di criteri di qualità, sistemi di 

tracciabilità e procedure standardizzate [2]. Una biobanca può essere definita come un’unità 

organizzativa dotata di un sistema di gestione della qualità orientato alla raccolta, al 

processamento, alla conservazione, all’archiviazione e alla distribuzione di materiali 

biologici umani, ai quali sono associati dati clinici, anagrafici e procedurali pienamente 

tracciabili. Tale attività deve svolgersi nel rispetto dei diritti dei soggetti coinvolti e 

conformemente alle informazioni e limitazioni espresse nel consenso informato [3]. 
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In quanto infrastrutture di supporto e non centri di ricerca primaria, le biobanche operano 

in una posizione di terzietà: garantiscono la qualità dei campioni, la tutela dei donatori, la 

gestione sicura dei dati e l’accessibilità regolata ai ricercatori, configurandosi come snodi 

cruciali tra pratica clinica e ricerca scientifica [4]. 

L’evoluzione delle biobanche è stata fortemente influenzata dai progressi tecnologici 

maturati a partire dagli anni Novanta. In precedenza, le informazioni sui campioni 

venivano annotate su registri cartacei e conservate insieme ai campioni in pochi congelatori; 

i dati genetici rimanevano confinati nei singoli laboratori. Con l’avvento dell’automazione, 

della digitalizzazione e delle tecnologie informatiche, il biobanking ha intrapreso un 

percorso di profonda trasformazione. Oggi, sistemi informatici dedicati permettono la 

gestione integrata dei campioni e dei dati associati, includendo inventari digitali, 

tracciabilità dei processi, monitoraggio dei costi, gestione dei consensi e archiviazione di 

informazioni cliniche. Le piattaforme online hanno inoltre favorito la nascita di biobanche 

virtuali, che aggregano dati e materiali provenienti da più coorti e istituzioni, migliorando 

la condivisione e l’accessibilità dei dati a livello internazionale [5]. 

Le biobanche contemporanee possono essere classificate in base allo scopo e alla struttura 

di raccolta. In Figura 1 è raffigurata la distribuzione territoriale delle Biobanche italiane. 
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Figura 1: Distribuzione nazionale delle Biobanche [6] 

1.1.1 Biobanche e Medicina di Precisione 

 

Le biobanche ricoprono un ruolo cruciale nello sviluppo della medicina di precisione e di 

nuove terapie geniche, destinate a trattare in modo mirato ogni tipo di malattia. 

Secondo il National Institutes of Health (NIH), la medicina di precisione è “un nuovo 

approccio alla prevenzione e al trattamento delle malattie che tiene conto delle differenze genetiche, 

ambientali e dello stile di vita di ciascun individuo.” Essa segna un cambiamento epocale 

nell’approccio terapeutico: non più un unico trattamento per tutti i pazienti affetti dalla 

stessa patologia, ma terapie personalizzate, rivolte a specifici sottogruppi di pazienti o al 

singolo individuo [7]. Questo nuovo paradigma è reso possibile dal sequenziamento del 

genoma, che ha mostrato come ogni malattia rappresenti l’espressione fenotipica di 

alterazioni genetiche differenti. Le biobanche, raccogliendo e conservando in modo 
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strutturato materiale biologico e dati associati, consentono di collegare tali informazioni al 

singolo paziente, favorendo la definizione di profili prognostici e predittivi. La 

stratificazione dei pazienti, ovvero la loro suddivisione in gruppi omogenei in base alle 

caratteristiche genetiche, è al tempo stesso un obiettivo e un risultato delle attività delle 

biobanche. Essa permette di sviluppare terapie mirate, più efficaci e adattate al profilo 

genetico individuale. Tuttavia, la transizione dal tradizionale modello istologico, basato 

sulla sede e sulla morfologia del tumore, a quello mutazionale, fondato sull’identificazione 

delle alterazioni genetiche, è complessa. Per questo motivo, la nuova governance della 

medicina di precisione richiede la creazione di Molecular Tumor Board (MTB): gruppi 

interdisciplinari che integrano competenze di oncologi, patologi, biologi molecolari, 

bioinformatici, ingegneri, fisici e psicologi. Questi teams hanno il compito di valutare e 

indirizzare il percorso terapeutico del paziente, assicurando equità di accesso e le migliori 

opportunità di cura [8]. 

 

1.1.2 Biobanca oncologica dell’Istituto Tumori Regina Elena  

La Biobanca Oncologica dell’Istituto Tumori Regina Elena (BBIRE) svolge un ruolo 

fondamentale nella ricerca oncologica, occupandosi della raccolta e conservazione 

sistematica di campioni biologici di alta qualità (Figura 2). 

 

Figura 2: La Biobanca Oncologica dell’Istituto Tumori Regina Elena (BBIRE) 

Nasce dalla profonda collaborazione tra il Dipartimento di Patologia Clinica e l’Unità di 

Anatomia Patologica, con il supporto della Direzione Scientifica. L’approccio 

standardizzato della BBIRE garantisce la qualità, la coerenza e la tracciabilità dei campioni. 

In collaborazione con le chirurgie dell’Istituto Regina Elena (IRE), nello specifico (Chirurgia 
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senologica e la Chirurgia toracica), raccoglie campioni tumorali e di tessuto sano 

corrispondente, sangue intero, plasma, siero e PBMCs (cellule mononucleate del sangue 

periferico), nel pieno rispetto delle SOP (Standard Operating Procedures). Tutti i campioni 

biologici vengono processati e crioconservati secondo rigorosi protocolli di qualità, al fine 

di garantirne l’idoneità per la ricerca. La BBIRE è accreditata secondo gli standard ISO e 

opera in conformità alle normative ISO 9001:2015 e CEN/TS. 

1.2 Il microambiente tumorale e la complessità del cancro 

I tumori possono essere considerati ecosistemi biologici complessi, costituiti non solo da 

cellule neoplastiche, ma anche da una varietà di cellule non cancerose immerse in una 

matrice extracellulare (ECM), profondamente rimodellata. Questo insieme eterogeneo, 

definito microambiente tumorale (TME, Tumor Microenvironment), comprende cellule 

immunitarie, fibroblasti associati al cancro (CAFs), cellule endoteliali, periciti e altre 

componenti stromali che interagiscono dinamicamente con le cellule tumorali attraverso 

meccanismi cooperativi e competitivi [9]. In Figura 3 sono illustrate le componenti del 

microambiente tumorale [10]. 

 

              Figura 3: Composizione del TME [11] 

In passato, le cellule non tumorali presenti nel TME erano considerate semplici spettatrici 

del processo di tumorigenesi. Oggi è ampiamente riconosciuto che esse svolgono un ruolo 
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attivo e determinante nella progressione neoplastica, influenzando la crescita, l’invasione, 

la metastatizzazione e la risposta terapeutica del tumore. La composizione e lo stato 

funzionale del TME variano in base all’organo di origine, al profilo genetico e fenotipico 

delle cellule tumorali, allo stadio della malattia e alle caratteristiche del paziente. I suoi 

componenti non cellulari, in particolare l’ECM, non solo forniscono supporto strutturale, 

ma modulano anche l’adesione, la polarità e la segnalazione delle cellule tumorali. L’ECM, 

composta da laminine, collagene, fibronectina e ialuronano, è continuamente rimodellata 

da enzimi come le metalloproteinasi della matrice (MMP) e la lisil-ossidasi (LOX), 

aumentando la rigidità del tessuto e creando barriere fisiche che ostacolano la penetrazione 

dei farmaci. Inoltre, la degradazione della matrice libera fattori solubili che guidano la 

migrazione cellulare e promuovono l’angiogenesi [12]. 

La comunicazione tra cellule tumorali e stromali è regolata da una rete complessa di 

citochine, chemochine e fattori di crescita (TGF-β, VEGF, interleuchine, CXCL12), che 

mantiene uno stato infiammatorio e inibisce la sorveglianza immunitaria. Ad esempio, il 

circuito paracrino tra CXCL12 secreto dai CAF e il recettore CXCR4 delle cellule tumorali 

favorisce la diffusione metastatica e l’esclusione delle cellule immunitarie [13,14]. La 

complessità del TME è accentuata dalla sua eterogeneità spaziale e temporale: aree ipossiche 

e ECM densa coincidono con nicchie immunosoppressive, favorendo l’adattamento 

glicolitico, la neoangiogenesi e l’esclusione dei linfociti T; d’altro canto nicchie perivascolari 

possono ospitare cellule immunitarie e staminali tumorali, generando micro domini con 

diverse caratteristiche fenotipiche e sensibilità ai farmaci [10]. Nonostante i progressi nella 

comprensione del TME, la traduzione clinica resta limitata. I modelli in vitro convenzionali 

e gli animali non riproducono adeguatamente l’eterogeneità cellulare, le forze 

biomeccaniche e la dinamica immunitaria del TME umano, producendo risultati 

difficilmente trasferibili agli studi clinici. La definizione di endpoint robusti e quantificabili, 

come il reprogramming stromale o l’infiltrazione immunitaria, è ancora problematica, così 

come la piena caratterizzazione delle reti di segnalazione molecolare e dei circuiti di 

feedback che regolano le interazioni TME-tumore [15]. Tecnologie innovative come le analisi 

single-cell e spatial omics permettono di mappare l’eterogeneità cellulare, la comunicazione 
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intercellulare e l’anatomia spaziale del TME ad alta risoluzione, rivelando sottopopolazioni 

rare ma funzionalmente rilevanti, come cellule dendritiche immuno-regolatorie o CAF 

resistenti alla terapia. In parallelo, i modelli 3D derivati da paziente,  i PDO, consentono di 

studiare le interazioni tumore-stroma e testare terapie in condizioni fisiologicamente più 

accurate [9]. Il profiling individualizzato del TME, includendo cellule immunitarie, 

marcatori stromali e firme metaboliche, potrebbe guidare approcci di medicina di 

precisione. Strategie terapeutiche che combinano inibitori dei checkpoint immunitari con 

target stromali e metabolici si sono dimostrate promettenti nel superare la resistenza alle 

mono-terapie. In futuro, studi longitudinali sul TME durante la progressione tumorale e la 

terapia saranno fondamentali per prevedere i meccanismi di resistenza e sviluppare schemi 

terapeutici adattativi più sostenibili clinicamente [16]. Il microambiente tumorale partecipa, 

quindi, a tutte le fasi della storia naturale del cancro (dall’iniziazione alla disseminazione 

metastatica) e rappresenta un elemento chiave nella definizione del comportamento 

biologico della neoplasia. Comprendere le interazioni dinamiche tra componenti cellulari, 

segnali micro-ambientali e fattori sistemici è essenziale per lo sviluppo di strategie 

terapeutiche più efficaci e personalizzate. 

1.3 Adenocarcinoma Polmonare  

Il carcinoma polmonare rappresenta tutt’oggi la principale causa di mortalità oncologica a 

livello globale. Nonostante i progressi diagnostici e l’introduzione di nuove strategie 

terapeutiche, il tasso di sopravvivenza a cinque anni rimane estremamente basso, 

generalmente compreso tra il 10% e il 20% per la maggior parte dei pazienti [17,18].  

Dal punto di vista istologico, i tumori polmonari si suddividono in due principali categorie: 

il carcinoma polmonare a piccole cellule (SCLC), che rappresenta circa il 15% dei casi, e il 

carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC), che costituisce l’85% dei casi. Tra le 

forme di NSCLC, l’adenocarcinoma polmonare (ADC) rappresenta il sottotipo più diffuso, 

coprendo circa il 60% dei casi. Il trattamento standard di prima linea per l’ADC polmonare 

rimane la chemioterapia a base di platino. Negli ultimi anni, l’introduzione 

dell’immunoterapia con inibitori dei checkpoint immunitari, in particolare nei pazienti con 
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elevata espressione di PD-L1, ha ampliato le opzioni terapeutiche disponibili. Gli anticorpi 

monoclonali diretti contro PD-1 (Programmed Death-1) e PD-L1 (Programmed Death-

Ligand-1) sono attualmente parte integrante del trattamento di prima e seconda linea, sia in 

monoterapia sia in combinazione con chemioterapia. Tra i principali agenti approvati vi 

sono pembrolizumab e nivolumab (anti-PD-1) e atezolizumab, durvalumab e avelumab 

(anti-PD-L1), mentre ipilimumab rappresenta un inibitore di CTLA-4 spesso utilizzato in 

combinazione con anti-PD-1 per potenziare la risposta immunitaria. 

Le valutazioni cliniche dimostrano che i tassi di risposta obiettiva (Objective Response Rate, 

ORR) all’immunoterapia nel NSCLC variano significativamente in funzione 

dell’espressione di PD-L1. Studi clinici pionieristici con pembrolizumab hanno riportato 

ORR intorno al 19–24% nella popolazione generale di pazienti con NSCLC avanzato, con 

tendenziale incremento nei pazienti con alta espressione di PD-L1. In particolare, nel setting 

di prima linea per tumori con PD-L1 ≥ 50%, pembrolizumab ha mostrato ORR sensibilmente 

superiori rispetto alla sola chemioterapia, con percentuali di risposta che possono 

avvicinarsi o superare il 40% nei sottogruppi selezionati. Nelle analisi di pratica clinica real-

world, le ORR osservate con singoli inhibitori anti-PD-1/PD-L1 si attestano in media attorno 

al 20–21% nei pazienti pretrattati, con una Disease Control Rate più elevata quando si 

considerano anche risposte di stabilità di malattia [67,68].  

 Tuttavia, la prognosi rimane sfavorevole per una quota significativa di pazienti, a causa 

della comparsa di resistenze ai trattamenti e della recidiva di malattia. Tali fenomeni 

suggeriscono che le terapie convenzionali non eliminano completamente le cellule tumorali 

residue [19]. 

 In questo contesto assume un ruolo centrale la teoria delle cellule staminali tumorali: 

secondo questo modello, la progressione e la recidiva tumorale sono sostenute da una 

sottopopolazione di cellule dotate di elevata capacità di auto-rinnovamento e potenziale 

clonogenico, le Cancer Stem Cells (CSCs). Nel carcinoma polmonare, la presenza di CSCs è 

stata correlata a un aumentato rischio di recidiva e a una ridotta sensibilità a diversi farmaci 

antitumorali, tra cui cisplatino, gemcitabina e docetaxel [20]. 
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1.3.1 Mutazioni driver e vie di segnalazione coinvolte 

Negli ultimi anni, l’identificazione di specifiche alterazioni genetiche nei tumori NSCLC ha 

profondamente trasformato l’approccio diagnostico e terapeutico a questa patologia. Tra i 

principali drivers oncogenici rivestono un ruolo centrale EGFR, MET, ALK, ROS1, BRAF e 

KRAS, ciascuno dei quali rappresenta un potenziale bersaglio per terapie a inibizione 

molecolare mirata (Figura 4). 

 

Figura 4: Schematica rappresentazione delle principali mutazioni coinvolte nei tumori NSCLC [21]  

KRAS rappresenta il driver oncogenico più frequente nel carcinoma polmonare, con una 

prevalenza fino al 30% dei casi. Esso codifica per una piccola proteina GTPasica coinvolta 

nella regolazione di diverse vie di segnalazione intracellulari, tra cui MAPK/ERK e 

PI3K/AKT/mTOR. Le mutazioni localizzate nei codoni 12 e 13 compromettono la capacità 

di inattivazione del segnale proliferativo, determinando una condizione di attivazione 

costitutiva della proteina. La mutazione KRAS G12C, presente in circa il 13% dei casi, ha 

assunto particolare rilevanza clinica poiché rappresenta un bersaglio farmacologico diretto. 

Gli inibitori selettivi sotorasib e adagrasib hanno ottenuto risultati incoraggianti, sebbene 

solo una quota di pazienti risponda in modo duraturo, e molti sviluppino resistenze 

mediante l’attivazione di vie alternative (es. PI3K/AKT/mTOR) o la riattivazione di KRAS 

tramite proteine regolatrici quali SHP2 o RTK. In risposta a tali limitazioni, la ricerca sta 

valutando combinazioni terapeutiche tra inibitori di KRAS e altri agenti mirati o 
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immunoterapici. Inoltre, sono in sviluppo nuove molecole: MRTX1133, specifico per la 

mutazione G12D e BI 1701963, attivo indipendentemente dallo specifico tipo di mutazione. 

Promettenti, sebbene ancora in fase preclinica, anche i vaccini a mRNA diretti contro cellule 

tumorali KRAS-mutanti [21]. 

Un altro importante driver oncogenico è il recettore EGFR, appartenente alla famiglia dei 

recettori HER. In condizioni fisiologiche, EGFR si attiva dopo legame con il suo ligando; 

tuttavia, mutazioni come la delezione dell’esone 19 e la mutazione L858R dell’esone 21 ne 

determinano un’attivazione costitutiva, favorendo proliferazione e sopravvivenza cellulare. 

Tali alterazioni sono particolarmente frequenti nelle donne, nei non fumatori e nei pazienti 

di origine asiatica. Gli inibitori tirosin-chinasici (TKi) tra cui gefitinib, erlotinib, afatinib, 

dacomitinib e osimertinib hanno significativamente migliorato la sopravvivenza libera da 

progressione rispetto alla chemioterapia. La resistenza acquisita, spesso dovuta alla 

mutazione secondaria T790M, rappresenta tuttavia una sfida clinica; in questo contesto, 

l’osimertinib si è imposto come terapia di prima linea. Studi in corso stanno esplorando 

l’impiego combinato di TKi e chemioterapia, sebbene tale strategia non sia ancora 

standardizzata [21].  

Tra gli ulteriori bersagli molecolari, i riarrangiamenti del gene ALK determinano proteine 

di fusione in grado di attivare stabilmente diverse vie oncogeniche. Tali riarrangiamenti 

interessano circa il 5% dei NSCLC, in particolare adenocarcinomi di soggetti giovani e non 

fumatori. Crizotinib è stato il primo inibitore efficace in questo setting, ma l’emergere di 

resistenze, soprattutto cerebrali, ha portato allo sviluppo di inibitori di seconda e terza 

generazione, tra cui alectinib, brigatinib, ceritinib e lorlatinib, quest’ultimo caratterizzato da 

significativa efficacia intracranica. Analogamente, il gene ROS1, correlato strutturalmente a 

ALK, può essere soggetto a fusioni con diversi partner (es. CD74, SDC4, SLC34A2), 

determinando un’attivazione costitutiva del recettore tirosin-chinasico. Tali alterazioni, 

presenti nell’1–2% degli adenocarcinomi, rispondono in prima istanza a crizotinib, con tassi 

di risposta superiori al 70% e sopravvivenza mediana oltre i quattro anni. Limiti a livello 

cerebrale hanno portato allo sviluppo di farmaci di nuova generazione, quali lorlatinib, 
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entrectinib e repotrectinib, più efficaci nel controllo delle metastasi intracraniche e nel 

superamento delle resistenze [21]. 

Il gene MET, codificante per il recettore tirosin-chinasico c-Met, può andare incontro ad 

amplificazioni o a mutazioni che comportano lo skipping dell’esone 14, con conseguente 

attivazione prolungata del recettore e delle vie proliferative. Tali alterazioni, presenti in 

meno del 5% dei NSCLC (soprattutto adenocarcinomi), hanno mostrato sensibilità ai 

farmaci capmatinib e tepotinib, caratterizzati da tassi di risposta compresi tra il 45% e il 68% 

e una durata mediana della risposta di circa un anno [21]. 

Un’ulteriore via di segnalazione cruciale è quella mediata da BRAF, una chinasi della 

cascata di segnalazione MAPK/ERK. Le mutazioni di BRAF sono presenti nel 5–8% degli 

adenocarcinomi, in prevalenza nei fumatori. La variante più comune, V600E, determina 

un’attivazione permanente della via proliferativa. La combinazione tra l’inibitore di BRAF 

(dabrafenib) e l’inibitore di MEK (trametinib) ha mostrato un significativo beneficio clinico, 

con una sopravvivenza mediana di circa 25 mesi, ed è attualmente raccomandata come 

terapia di prima linea. L’efficacia dell’immunoterapia in questo sottogruppo resta invece da 

chiarire [21]. 

Nel complesso, la caratterizzazione molecolare del NSCLC ha permesso il passaggio da un 

approccio terapeutico aspecifico a una medicina di precisione, in cui la terapia viene 

selezionata in funzione del profilo genetico del tumore. Sebbene gli inibitori mirati abbiano 

migliorato sostanzialmente la sopravvivenza e la qualità di vita dei pazienti, la comparsa di 

resistenze rappresenta ancora un limite rilevante. La ricerca attuale si concentra pertanto 

sullo sviluppo di nuove generazioni di inibitori, sull’integrazione con terapie 

immunologiche e su strategie innovative, quali vaccini e approcci di terapia genica, con 

l’obiettivo di ottenere un controllo più duraturo della malattia e una gestione sempre più 

personalizzata. 
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1.4 Melanoma Metastatico 

Il melanoma rappresenta una delle neoplasie cutanee più aggressive, con un’incidenza in 

costante aumento a livello mondiale. Secondo le stime del Global Cancer Observatory 

(GLOBOCAN 2024), il melanoma cutaneo costituisce circa il 5% di tutti i tumori maligni, ma 

è responsabile di oltre l’80% dei decessi correlati ai tumori della pelle [22].  L’incidenza è 

maggiore nelle popolazioni di origine caucasica, in particolare in Nord Europa, Nord 

America e Oceania, dove si raggiungono tassi superiori a 20 casi per 100.000 abitanti all’anno 

[23]. Dal punto di vista clinico e biologico, il melanoma è una malattia estremamente 

eterogenea. Origina dai melanociti, cellule derivate dalla cresta neurale e responsabili della 

produzione di melanina, e può svilupparsi su cute apparentemente sana o su nevi 

preesistenti. I principali fattori di rischio includono l’esposizione intermittente e intensa ai 

raggi ultravioletti (UV), la predisposizione genetica, la presenza di numerosi nevi atipici e 

la familiarità. A livello molecolare, il melanoma si distingue per l’elevato carico mutazionale 

(TMB), uno dei più alti fra i tumori solidi, dovuto soprattutto ai danni indotti dalle 

radiazioni UV. Questo comporta un gran numero di neoantigeni e contribuisce a spiegare 

la particolare immunogenicità del melanoma [24]. 

1.4.1 Mutazioni driver e vie di segnalazione coinvolte 

 

La trasformazione maligna dei melanociti è determinata da specifiche mutazioni somatiche 

che alterano i principali pathways intracellulari responsabili della proliferazione, della 

sopravvivenza cellulare e della resistenza ai meccanismi apoptotici. La via maggiormente 

coinvolta è la MAPK/ERK (RAS → RAF → MEK → ERK), fondamentale nel controllo della 

crescita cellulare e frequentemente alterata nel melanoma. Tra le alterazioni molecolari più 

comuni si annoverano le mutazioni del gene BRAF, presenti nel 40–50% dei melanomi 

cutanei (Figura 5) [25].  
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Figura 5: Rappresentazione schematica delle principali mutazioni nel melanoma [25]. 

La variante V600E, caratterizzata dalla sostituzione di una valina con un acido glutammico 

nel codone 600, determina un’attivazione costitutiva della proteina BRAF e, 

conseguentemente, una proliferazione cellulare incontrollata. Varianti meno frequenti 

includono V600K e V600R, generalmente associate a melanomi cutanei intermittentemente 

esposti ai raggi solari e più comuni nei soggetti giovani [26]. Un ulteriore gruppo di 

mutazioni di rilievo è rappresentato da quelle del gene NRAS, presenti nel 20–25% dei casi 

(Figura 5). Tali alterazioni agiscono a monte della via MAPK ed esercitano effetti anche sulla 

cascata PI3K/AKT/mTOR, contribuendo alla sopravvivenza cellulare e alla resistenza 

terapeutica. I melanomi NRAS-mutati presentano spesso un comportamento clinico più 

aggressivo [20]. Circa il 10–15% dei melanomi presenta alterazioni del gene NF1, un 

soppressore tumorale che in condizioni fisiologiche inibisce la segnalazione mediata da RAS 

(Figura 5). La perdita della funzione di NF1 determina una marcata iperattivazione della 

via MAPK. Questi tumori, tipicamente caratterizzati da un elevato carico mutazionale, 

mostrano una risposta particolarmente favorevole ai trattamenti immunoterapici. 

 Ulteriori alterazioni molecolari significative includono le mutazioni del gene KIT, frequenti 

nei melanomi acral-lentigginosi e mucosali, e quelle dei geni GNAQ e GNA11, tipiche dei 

melanomi uveali (Figura 5). Queste ultime causano un’attivazione aberrante delle proteine 

G e delle vie MAPK e YAP/TAZ, favorendo un fenotipo altamente invasivo e una spiccata 
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tendenza alla metastatizzazione epatica [25]. Negli ultimi anni si sono registrati sostanziali 

progressi nel trattamento del melanoma in stadio avanzato. L’introduzione delle terapie 

target e degli inibitori dei checkpoint immunitari ha profondamente modificato la prognosi, 

migliorando significativamente gli outcomes di sopravvivenza. Studi clinici di fase III 

hanno dimostrato che gli inibitori di BRAF, come vemurafenib e dabrafenib, sono in grado 

di colpire efficacemente i melanomi portatori di mutazioni BRAF V600E/K, con tassi di 

risposta obiettiva superiori al 50% [27,28]. Tuttavia, la resistenza al trattamento emerge 

frequentemente, attraverso meccanismi eterogenei che possono essere distinti in intrinseci 

e acquisiti, spesso coesistenti all’interno dello stesso tumore. Tra i meccanismi più frequenti 

vi è la riattivazione della via MAPK, mediata da mutazioni secondarie di NRAS, 

amplificazione di BRAF, splicing alternativo di BRAF o attivazione di MEK ed ERK 

indipendentemente dall’inibizione farmacologica. Inoltre, l’attivazione di vie di 

segnalazione alternative, in particolare la via PI3K/AKT/mTOR, contribuisce alla 

sopravvivenza cellulare e alla resistenza al trattamento. Ulteriori meccanismi includono la 

transizione fenotipica verso uno stato dedifferenziato e invasivo, la plasticità metabolica e 

le alterazioni del microambiente tumorale, che favoriscono un contesto immunosoppressivo 

e protettivo per le cellule tumorali. Per ridurre l’insorgenza delle resistenze, la 

combinazione di inibitori di BRAF e MEK (trametinib, cobimetinib, binimetinib) si è 

dimostrata superiore all’azione della sola monoterapia, determinando una maggiore 

sopravvivenza libera da progressione di malattia e una più duratura risposta clinica.  In 

questo scenario, l’immunoterapia basata sugli inibitori dei checkpoint immunitari 

rappresenta una strategia alternativa alle terapie target. Gli anticorpi monoclonali diretti 

contro CTLA-4 (ipilimumab) e contro PD-1/PD-L1, (nivolumab e pembrolizumab), hanno 

dimostrato di indurre risposte cliniche durature in una frazione significativa di pazienti 

affetti da melanoma avanzato. Tuttavia, anche in questo contesto emergono fenomeni di 

resistenza primaria e secondaria, spesso correlati a difetti nella presentazione dell’antigene, 

esclusione delle cellule immunitarie dal tumore o alterazioni metaboliche del 

microambiente tumorale. La comprensione dei meccanismi di resistenza alle terapie target 

e all’immunoterapia è quindi fondamentale per lo sviluppo di approcci combinatori 
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razionali, capaci di superare la resistenza terapeutica e migliorare l’efficacia clinica nel 

melanoma. Nonostante questi importanti risultati, il melanoma avanzato in molti casi va in 

progressione, riflettendo la complessità dei meccanismi adattativi, la plasticità cellulare e 

l’eterogeneità clonale intratumorale. Come per l’adenocarcinoma polmonare, negli ultimi 

due decenni anche per il melanoma si è fatta strada l’idea che le CSCs veicolino la farmaco-

resistenza. In sintesi, sebbene le terapie target e l’immunoterapia abbiano rivoluzionato la 

prognosi dei pazienti con melanoma, la resistenza adattativa e il ruolo delle CSCs restano 

ancora sfide cruciali [29,30]. 

1.5 Riprogrammazione metabolica e metabolismo lipidico 

Il metabolismo lipidico costituisce un nodo centrale nella progressione dei tumori e 

nell’adattamento delle cellule maligne al TME, modulando in modo decisivo la crescita, 

l’invasività e la disseminazione metastatica. Le cellule tumorali non solo aumentano 

drasticamente la glicolisi e la produzione di lattato rispetto ai melanociti normali, ma 

presentano anche un rimodellamento profondo e complesso della rete metabolica lipidica. 

La lipogenesi de novo, sostenuta da enzimi chiave quali ACLY, ACC1, FASN e SCD, 

fornisce acidi grassi, steroli e lipidi strutturali indispensabili alla proliferazione, alla 

plasticità fenotipica e alla resistenza alle terapie. Parallelamente, i tumori possono sfruttare 

la β-ossidazione mitocondriale per ricavare energia aggiuntiva e mantenere l’omeostasi 

redox, mentre l’assorbimento di lipidi esogeni, mediato da trasportatori come CD36, FATP 

e LDLR, potenzia la flessibilità metabolica e favorisce la sopravvivenza delle cellule 

metastatiche in ambienti ostili. Oltre a sostenere la crescita tumorale, queste vie lipidiche 

interagiscono con i programmi di differenziazione cellulare. Nei melanomi, per esempio, la 

modulazione dell’attività di ACLY, SCD e di altri enzimi lipogenici influenza l’espressione 

di MITF, regolando il passaggio dinamico tra fenotipi proliferativi e invasivi e facilitando la 

disseminazione metastatica. Alterazioni nel metabolismo degli acidi grassi saturi, 

monoinsaturi e polinsaturi contribuiscono inoltre a rimodellare la fluidità e 

l’organizzazione delle membrane, influenzando la trasduzione del segnale e la risposta allo 

stress [31]. Nei tumori polmonari, sia NSCLC sia SCLC, si osserva una riprogrammazione 
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lipidica altrettanto marcata, sebbene con specificità di sottotipo. Le cellule NSCLC 

incrementano la sintesi de novo di acidi grassi e il metabolismo del colesterolo mediante vie 

che coinvolgono ACLY, FASN, SCD1 e HMGCR, sostenendo la biogenesi delle membrane, 

la segnalazione oncogenica e la resistenza ai farmaci. In questi tumori, l’accumulo di 

colesterolo nei “lipid rafts” stabilizza proteine di membrana cruciali come EGFR, favorendo 

resistenze terapeutiche, mentre ossisteroli come il 27-idrossicolesterolo modulano la 

proliferazione e favoriscono metastasi a distanza, incluse quelle ossee. Al contrario, le 

cellule SCLC, pur mostrando un’elevata richiesta di lipidi, appaiono metabolicamente meno 

plastiche, dipendendo rigidamente dalla lipogenesi per sostenere la crescita estremamente 

rapida e preservare il fenotipo neuroendocrino. Le alterazioni lipidiche hanno un forte 

impatto anche sul microambiente immunitario. L’accumulo di acidi grassi e lipidi ossidati 

nelle cellule tumorali e nelle cellule non maligne del TME può favorire l’evasione 

immunitaria, influenzando profondamente la funzione di macrofagi, cellule dendritiche e 

linfociti T. In particolare, l’eccesso di lipidi promuove la polarizzazione dei macrofagi verso 

un fenotipo M2 immunosoppressivo, mentre la β-ossidazione aumenta la fitness metabolica 

di Treg e MDSC, rafforzando la loro capacità di sopprimere le risposte antitumorali. Enzimi 

come ACSL1, LPL e quelli coinvolti nel metabolismo dei PUFA contribuiscono alla 

generazione di mediatori lipidici immunomodulatori (incluse prostaglandine e ossilipine) 

in grado di inibire l’attività citotossica dei linfociti CD8+ [31]. 

Un ruolo centrale nella regolazione del metabolismo lipidico tumorale è svolto dalla 

Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1), enzima responsabile della conversione degli acidi grassi 

saturi (SFA) in acidi grassi monoinsaturi (MUFA). In particolare, SCD1 catalizza la 

desaturazione di stearato e palmitato in oleato e palmitoleato [33,34]. Questa attività è 

cruciale per mantenere la fluidità e l’integrità delle membrane cellulari, per la formazione 

dei lipidi complessi e per diversi processi di segnalazione intracellulare [32]. 
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Figura 6:Effetto dell’inibizione di SCD1 sulla sopravvivenza delle cellule tumorali [32] 

Nel melanoma, SCD1 risulta significativamente over-espresso rispetto ai tessuti non 

tumorali e i suoi livelli aumentano con la progressione della malattia. Diversi studi 

dimostrano una correlazione tra alta espressione di SCD1 e sopravvivenza più breve. Nei 

melanomi con mutazione BRAF, SCD1 è stato associato a fenotipi di stemness e alla 

resistenza agli inibitori della via MAPK. L’inibizione farmacologica di SCD1 riduce 

l’arricchimento delle cellule staminali tumorali (CSC) e ripristina la sensibilità ai trattamenti 

mirati [33]. Solide evidenze scientifiche hanno dimostrato che colture 3D arricchite in CSCs 

di melanomi BRAF-mutati mostrano elevata espressione di SCD1 e maggiore resistenza agli 

inibitori BRAF/MEK rispetto alle colture 2D differenziate.  L’inibizione di BRAF/MEK 

incrementa marcatori di staminalità e l’attività di YAP/TAZ, ma non aumenta ulteriormente 

SCD1; tuttavia, il blocco farmacologico di SCD1, è in grado di down-regolare YAP/TAZ, 

ridurre la popolazione CSCs e ripristinare la sensibilità alle terapie target. Inoltre, SCD1 

contribuisce alla soppressione della ferroptosi, indotta nuovamente nelle CSCs dopo down-

regolazione di SCD1[65]. Nonostante le solide evidenze precliniche, rimangono limitati i dati 

clinici sull’efficacia della combinazione tra inibitori di SCD1 e terapia mirata BRAF/MEK. 

L’ipotesi che SCD1 rappresenti un nodo metabolico critico per la sopravvivenza delle CSCs e 

per la resistenza terapeutica appare però altamente plausibile e merita ulteriori indagini 

traslazionali [33]. 

Nell’adenocarcinoma del polmone, SCD1 è altamente espresso e correlato a stadi avanzati, 

maggiore capacità migrativa/invasiva e prognosi sfavorevole [34]. In modelli preclinici di 

tumore polmonare, l’inibizione di SCD1 blocca la via AKT–GSK3β–NRF2 e favorisce la 

ferroptosi, indicando che SCD1 sostiene la sopravvivenza cellulare in condizioni di stress 

metabolico. SCD1 è inoltre fondamentale per la stemness e la localizzazione nucleare dei 

fattori YAP/TAZ, contribuendo alla plasticità cellulare e alla resistenza terapeutica [32]. 

In ambito clinico, in particolari sottogruppi genetici come gli adenocarcinomi polmonari 

KRAS-mutati con co-mutazioni STK11 e KEAP1, SCD1 risulta significativamente up-
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regolata insieme al trasportatore SLC7A11 e ad altre vie metaboliche lipidiche e redox. In 

questi tumori: 

 un’elevata espressione di SCD1 è associata a prognosi sfavorevole; 

 la sua inibizione induce ferroptosi e riduce la crescita tumorale; 

 SCD1 contribuisce al mantenimento della stemness attraverso la modulazione della 

via YAP/TAZ/β-catenina [35]. 

Per tali ragioni, SCD1 rappresenta un potenziale bersaglio terapeutico di notevole interesse. 

In entrambi i contesti tumorali analizzati, la sua inibizione potrebbe essere razionalmente 

combinata con terapie target al fine di contrastare la progressione tumorale e superare i 

meccanismi di resistenza. 

1.6 Le cellule staminali tumorali e la resistenza terapeutica 

Numerosi studi hanno investigato il ruolo delle cellule staminali nella genesi tumorale e 

nella resistenza ai trattamenti. Negli anni ’90, Dick e colleghi dimostrarono che una 

sottopopolazione di cellule leucemiche CD34+/CD38− era capace di avviare la crescita 

tumorale in topi NOD/SCID. Successivamente, Al-Hajj et al. dimostrarono che poche cellule 

di carcinoma mammario CD44+/CD24−/low erano tumorigeniche, mentre decine di migliaia 

di cellule con altri fenotipi non lo erano [36]. Questi risultati hanno stimolato studi simili in 

altri tumori, come cervello, ovaio, pancreas e colon, melanoma e polmone [37]. Le CSCs 

rappresentano una sottopopolazione in grado di originare nuovi tumori e mantenere 

l’eterogeneità intratumorale. Esse si caratterizzano per capacità tumorigenica, auto-rinnova 

mento e pluripotenza, potendo differenziarsi in diverse linee cellulari e rigenerare la 

complessità del tumore originario [38]. 
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Figura 7: CSCs e genesi tumorale [39] 

Alcuni autori descrivono le CSCs come cellule atavistiche, cioè capaci di ritornare a uno 

stato più primordiale in condizioni di stress. Altri le definiscono “tumor-initiating cells” 

(TICs), ovvero cellule tumorali robuste che esprimono marcatori di staminalità e possiedono 

elevata capacità migratoria e adesiva, caratteristiche che permettono l’avvio della 

tumorigenesi [40,41]. Secondo la teoria dell’organizzazione gerarchica, i tumori sono 

strutturati come una piramide con le CSCs al vertice. Queste cellule si distinguono perché 

sono le uniche dotate della capacità di auto-rinnovarsi e di generare le diverse popolazioni 

cellulari che compongono il tumore, garantendone così la crescita e il mantenimento nel 

tempo. In questo modello, quindi, solo poche cellule possiedono il potenziale per avviare e 

sostenere la proliferazione tumorale, mentre la maggior parte delle cellule risulta più 

differenziata e con capacità proliferative limitate. Un’interpretazione alternativa, nota come 

modello dell’evoluzione clonale, suggerisce invece che i tumori si sviluppino attraverso un 

processo continuo di mutazioni e selezione naturale all’interno del microambiente 

dell’ospite. In questo scenario, le CSCs rappresentano cloni cellulari che hanno acquisito 

mutazioni in grado di conferire proprietà simili a quelle delle cellule staminali, come l’auto-

rinnovamento e una maggiore resistenza ai trattamenti. Questo modello mette in evidenza 

la forte eterogeneità genetica dei tumori, la loro capacità di adattamento e la conseguente 

difficoltà nel colpire in modo efficace le CSCs durante le terapie [38]. 
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Figura 8: Principali caratteristiche delle CSCs [38] 

Le CSCs sono altamente “plastiche” in quanto alternano stati stem-like a stati più 

differenziati. Tale transizione può essere indotta da segnali esterni (infiammazione, danno 

tissutale e senescenza nel microambiente tumorale) o da segnali interni (alterazioni 

genetiche ed epigenetiche). Questo comportamento indica che le CSCs potrebbero 

rappresentare uno stato dinamico e transitorio, più che una popolazione cellulare fissa e 

definita. In altre parole, cellule tumorali inizialmente non staminali possono acquisire 

proprietà di staminalità in risposta a determinati stimoli provenienti dal microambiente, 

favorendo così la progressione del tumore e la comparsa di resistenze ai trattamenti. 

L’eterogeneità tumorale, da sola, non è sufficiente a spiegare pienamente le caratteristiche 

delle CSCs. Infatti, le mutazioni che aumentano la diversità cellulare di solito spingono le 

cellule verso la differenziazione, un comportamento opposto rispetto a quello osservato 

nelle CSCs, che invece mantengono o acquisiscono capacità di auto-rinnovamento e 

plasticità. La “staminalità tumorale” può quindi essere vista come uno stato condizionato e 

reversibile, che le cellule tumorali acquisiscono quando specifiche vie di segnalazione 

vengono alterate da fattori esterni, come lo stress indotto dalle terapie. È stato inoltre 

osservato un processo di conversione bidirezionale tra CSCs e cellule non staminali: in 

condizioni di infiammazione, ad esempio, l’aumento della segnalazione NF-κB e 

l’attivazione della via Wnt possono indurre la dedifferenziazione di cellule non-staminali in 

cellule con caratteristiche di CSCs. Questi meccanismi potenziano la resistenza terapeutica, 

la capacità metastatica e la possibilità di recidiva. In sintesi, le cellule tumorali possono 
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essere indotte in maniera transitoria a uno stato di tipo CSCs, acquisendo proprietà di auto-

rinnovamento, resistenza ai farmaci, elevata proliferazione e potenziale metastatico [42]. 

Diverse vie di segnalazione regolano le proprietà di auto-rinnovamento e resistenza delle 

CSCs [38]: 

 Wnt: la via Wnt canonica regola proliferazione, sopravvivenza e destino cellulare, 

mentre quella non canonica controlla la divisione asimmetrica, la polarità e la 

migrazione. L’attivazione aberrante di Wnt è associata alla regolazione delle CSCs in 

colon, pelle e mammella, dove cellule con alta attività Wnt mostrano marcatori stem-

like come CD44+/CD133+. 

 Notch: coinvolta nella proliferazione, differenziazione e sopravvivenza delle CSCs. 

L’inibizione della via Notch riduce la formazione di tumor-sphere nelle CSCs 

pancreatiche e altera l’auto-rinnovamento nelle CSCs di mammella e glioblastoma. 

 Hedgehog: fondamentale durante lo sviluppo embrionale, regola le CSCs in 

leucemie, mieloma, gliomi, colon, melanoma, mammella, polmone e pancreas. 

L’inibizione di Hedgehog riduce proliferazione, auto-rinnovamento e espressione di 

geni stemness come NANOG, SOX2 e OCT4. 

 PI3K/Akt/mTOR: cruciale per proliferazione, metabolismo e sopravvivenza. 

Mutazioni di PTEN promuovono fenotipi neoplastici e mantengono la stemness in 

cellule staminali neurali e leucemiche. MicroRNA come miR-126 e miR-10b regolano 

la stemness modulando PI3K/Akt. 

 NF-κB: regola funzioni immunitarie e sopravvivenza delle CSCs, promuovendo 

proliferazione e stemness in leucemia e tumori mammari e polmonari. 

 JAK/STAT: fondamentale per auto-rinnovamento e segnalazione da citochine. 

L’attivazione della via IL-6/JAK2/STAT3 sostiene le CSCs in mammella e 

glioblastoma, mentre l’inibizione di JAK2 riduce la crescita delle CSCs leucemiche 

senza colpire le cellule staminali normali [30,42,43]. 

In sintesi, le CSCs sono regolate da un complesso network di vie di segnalazione che 

interagiscono tra loro, controllando proliferazione, auto-rinnovamento, resistenza ai 
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trattamenti e plasticità tumorale. Le CSCs giocano un ruolo cruciale nella resistenza ai 

trattamenti convenzionali e nella recidiva. Pertanto, lo sviluppo di terapie in grado di 

colpire selettivamente queste cellule rappresenta un ambito di ricerca prioritario per 

ottenere risposte più durature e ridurre la probabilità di ricaduta [42]. 

1.7 Modelli Preclinici In Vitro 

Tradizionalmente, la ricerca oncologica preclinica si è basata su modelli di colture cellulari 

bidimensionali (2D), in cui le cellule crescono come monostrati su superfici plastiche trattate 

per favorire l’adesione e la proliferazione. Sebbene tali modelli siano economici, 

riproducibili e facili da manipolare, presentano limitazioni significative: le cellule tendono 

a perdere rapidamente la polarità, l’eterogeneità genetica e fenotipica, oltre alla capacità di 

interagire in modo fisiologico con l’ECM e con altre cellule. Di conseguenza, le colture 2D 

forniscono predizioni limitate sull’efficacia terapeutica e non riescono a ricapitolare la 

complessità strutturale e funzionale del microambiente tumorale. L’introduzione dei 

modelli tridimensionali (3D), come sferoidi e soprattutto PDO, ha rappresentato 

un’evoluzione fondamentale nella modellizzazione dei tumori. I PDO, sono strutture 

tridimensionali auto-organizzate ottenute da cellule staminali, progenitrici o tumorali, 

coltivate in matrici idrogel come il Matrigel. Tali modelli sono capaci di auto-organizzarsi 

attraverso processi di selezione e differenziazione cellulare spazialmente controllata, 

riproducendo fedelmente l’architettura istologica, la composizione cellulare e l’eterogeneità 

intra-tumorale del tumore d’origine [44]. Dal punto di vista molecolare, i PDOs mantengono 

le principali alterazioni genomiche, epigenetiche e trascrittomiche del tessuto neoplastico 

da cui derivano, mostrando un’elevata fedeltà rispetto al profilo genetico del paziente. 

Inoltre, questi modelli riproducono gradienti fisiologici di ossigeno, pH e nutrienti, oltre a 

una polarizzazione cellulare corretta, permettendo di simulare condizioni metaboliche e di 

stress simili a quelle del tumore in vivo [45]. Un vantaggio chiave dei PDOs risiede nella loro 

capacità di predire la risposta terapeutica: diversi studi hanno dimostrato una forte 

correlazione tra la sensibilità ai farmaci osservata nei PDO e la risposta clinica dei pazienti. 

Per questo motivo, rappresentano una piattaforma estremamente utile per screening 



 28 

farmacologici ad alta processività, studi di resistenza acquisita e sviluppo di strategie 

terapeutiche personalizzate. La possibilità di derivare questi modelli direttamente da 

biopsie o campioni chirurgici in tempi relativamente brevi e di conservarli in biobanche 

dedicate ne fa uno strumento strategico per la medicina di precisione e la ricerca 

traslazionale [46,47]. I PDO derivati da tumori metastatici rivestono particolare interesse, in 

quanto ricapitolano le caratteristiche genetiche e funzionali di neoplasie avanzate, spesso 

resistenti ai trattamenti convenzionali. Essi offrono quindi una piattaforma ideale per 

analizzare i meccanismi di resistenza ai farmaci, identificare nuovi target terapeutici e 

valutare approcci combinatori volti a superare la resistenza terapeutica. Inoltre, la 

possibilità di co-colture con cellule stromali, immunitarie o endoteliali o l’integrazione in 

sistemi organ-on-chip consente di esplorare in modo più completo le interazioni cellula-

cellula e cellula-microambiente, avvicinando ulteriormente il modello sperimentale alle 

condizioni fisiologiche del tumore umano. Nonostante tali vantaggi, i PDOs presentano 

ancora alcune limitazioni: la mancanza di vascolarizzazione, la parziale rappresentazione 

del comparto immunitario e la necessità di condizioni di coltura ottimizzate ne limitano in 

parte la complessità biologica. Tuttavia, essi si configurano oggi come un modello 

intermedio ideale tra le colture 2D e i modelli animali, combinando riproducibilità, fedeltà 

biologica e predittività farmacologica, e costituendo una risorsa cruciale per l’avanzamento 

della ricerca oncologica preclinica e lo sviluppo di approcci terapeutici personalizzati [48]. 

 

Figura 9: Workflow isolamento PDOs 
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2. Obiettivi Del Progetto 

Alla luce delle evidenze preliminari ottenute, il progetto di dottorato si propone di 

approfondire il ruolo dell’enzima SCD1 nei meccanismi di plasticità tumorale e resistenza 

terapeutica nel melanoma e nell’adenocarcinoma polmonare, due contesti patologici 

caratterizzati da elevata eterogeneità molecolare e complessità del TME. 

In particolare, il progetto persegue i seguenti obiettivi specifici: 

1. Sviluppare e validare modelli preclinici tridimensionali derivati da pazienti, in grado di 

riprodurre fedelmente l’eterogeneità del tumore e del suo microambiente.  

2. Definire il ruolo funzionale di SCD1 nella regolazione della plasticità fenotipica, nella 

promozione di stati cellulari resistenti e nella modulazione delle vie di segnalazione 

coinvolte nella risposta terapeutica. 

3. Caratterizzare le interazioni tra cellule tumorali e microambiente, con particolare 

attenzione al contributo del metabolismo lipidico nella modulazione delle risposte 

cellulari ai trattamenti farmacologici. 

Per il raggiungimento di tali obiettivi, si è seguito il seguente workflow: 

1. Ottenimento e isolamento di nuove linee cellulari e PDOs di melanoma e di 

adenocarcinoma polmonare da campioni provenienti dalla Biobanca del nostro Istituto, 

con l’obiettivo di ampliare il numero e la diversità dei modelli cellulari disponibili. I 

modelli generati sono stati sottoposti a una caratterizzazione immunofenotipica 

(mediante immunoistochimica) e genotipica (tramite Next Generation Sequencing, 

NGS). I campioni sono stati crioconservati in azoto liquido al fine di costituire una mini-

biobanca dedicata.  

2. Esperimenti di citotossicità in vitro su linee cellulari stabili già disponibili, al fine di 

valutare le condizioni sperimentali ottimali e identificare le combinazioni 

farmacologiche più efficaci, da applicare successivamente ai modelli preclinici generati. 
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3. Valutazione e verifica delle principali vie di segnalazione coinvolte nelle risposte 

cellulari ai trattamenti, attraverso analisi funzionali molecolari mirate, con l’obiettivo di 

identificare i pathways critici che modulano sensibilità o resistenza terapeutica.  

Il melanoma e l’adenocarcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) rappresentano 

due modelli di tumori solidi caratterizzati da elevata eterogeneità molecolare, marcata 

plasticità fenotipica e da un TME altamente complesso. Nonostante i significativi progressi 

terapeutici ottenuti con l’introduzione di terapie target e immunoterapie, la resistenza 

primaria e acquisita rimane una delle principali cause di fallimento clinico. Evidenze 

crescenti indicano che il metabolismo lipidico e l’adattamento metabolico al TME 

contribuiscono in modo rilevante alla resistenza terapeutica e alla modulazione delle 

risposte immunitarie. 

La scelta di questi due modelli consente quindi un approccio comparativo e traslazionale 

allo studio del ruolo di SCD1 nei meccanismi di plasticità metabolica e resistenza 

terapeutica, permettendo di identificare elementi comuni e specificità tumorali. L’utilizzo 

di modelli tridimensionali derivati da paziente rafforza la rilevanza biologica e clinica dello 

studio, ponendo le basi per lo sviluppo di strategie terapeutiche personalizzate nell’ambito 

della medicina di precisione. 

3. Materiali E Metodi  

3.1 Biobanking 

 

3.1.1 Identificazione dei pazienti, consenso informato e riservatezza 

Per questo progetto sono stati reclutati prospetticamente pazienti con melanoma 

metastatico e adenocarcinoma polmonare. Prima della raccolta dei campioni, tutti i 

partecipanti hanno ricevuto informazioni dettagliate sugli obiettivi dello studio, che 

prevedeva la raccolta di tessuti/versamenti pleurici maligni e campioni ematici, nonché di 

dati clinici associati, destinati a future ricerche traslazionali. La BBIRE ha svolto e continua 

a svolgere un ruolo centrale nella raccolta e distribuzione di campioni biologici provenienti 
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da diverse neoplasie. Conforme alla Dichiarazione di Helsinki, da ogni paziente è stato 

ottenuto consenso informato scritto. A ciascun partecipante è stato assegnato un 

identificativo univoco; i campioni e i dati sono stati pseudonimizzati, trattati e conservati 

nel rispetto delle normative vigenti sulla privacy e protezione dei dati, incluso il 

Regolamento Europeo GDPR. L’accesso ai dati re-identificabili è rigorosamente limitato ai 

team autorizzati, e qualsiasi utilizzo successivo dei materiali biobancati richiede una nuova 

approvazione etica e deve essere coerente con il consenso originariamente fornito dai 

pazienti. 

Tipologie di biospecimens raccolte dalla BBIRE-T: 

I campioni tissutali vengono prelevati da materiale chirurgico in eccesso rispetto a quello 

necessario alla diagnosi e comprendono: 

 Tessuti freschi congelati per generazione di Modelli Cellulari 2D/3D 

 Tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE), 

 Tessuti congelati che rappresentano una fonte ideale per lo studio di RNA e DNA 

 Campioni in OCT (Optimal Cutting Temperature compound). 

La gestione dei campioni biologici destinati alla Biobanca segue un percorso strutturato 

che coinvolge diverse figure professionali e garantisce la corretta tracciabilità del 

materiale. Il medico di reparto o di ambulatorio, una volta ottenuto il consenso informato 

specifico per la Biobanca, provvede all’inserimento dell’originale firmato all’interno 

della cartella clinica, trattenendo o inviando una copia alla BBIRE. Al momento 

dell’intervento chirurgico o della procedura bioptica, il chirurgo e lo staff di sala 

operatoria provvedono alla corretta raccolta del campione, inserendolo in contenitori 

idonei per materiale anatomico, contrassegnati con eventuali indicazioni di rischio 

biologico per pazienti portatori di patologie infettive. Il campione viene accompagnato 

dalla richiesta di esame istologico, nella quale devono essere riportati in modo chiaro 

l’orario del prelievo, le informazioni cliniche del paziente e la conferma dell’avvenuta 

firma del consenso. hai fini della tracciabilità. I tessuti freschi vengono sezionati 
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immediatamente dopo l’intervento (entro 30 minuti), il limite di 30 minuti è stato 

stabilito poiché la durata dell’ischemia a freddo incide in modo critico sulle variabili 

preanalitiche che influenzano l’integrità molecolare del campione. Il Patologo descrive 

macroscopicamente il prelievo, secondo le procedure abituali. Seziona il campione su un 

piano di dissezione pulito; identifica per la diagnosi (fissazione e inclusione in paraffina) 

le zone del tessuto rappresentative; se c’è materiale ritenuto in eccesso rispetto la 

diagnosi viene reso disponibile alla BBIRE per i suoi successivi utilizzi. 

3.1.2 Aliquotazione e stoccaggio  

 

I campioni vengono conservati con differenti metodiche, quali: 

 Fissazione in formalina ed inclusione in paraffina (FFPE) formalina tamponata neutra 

al 10% (NBF) a 4 °C per 24 ore, quindi disidratati in serie alcoliche, chiarificati in 

xilene e inclusi in paraffina secondo protocolli istopatologici standard.  I blocchetti 

FFPE sono conservati a temperatura ambiente fino alla sezionatura. Per le analisi 

successive, vengono tagliate sezioni di 4–5 µm con un microtomo rotativo e montate 

su vetrini caricati positivamente. 

 Congelamento del tessuto fresco tramite utilizzo di cryovials e OCT per la successiva 

estrazione di DNA/RNA   

 Crioconservazione del tessuto vitale per genenerazione di Modelli e conservazione 

di cellule derivanti da liquidi biologici e tessuti,  

I campioni vengono conservati in provette con codice bidimensionale (codici Datamatrix) e 

conservate all’interno di CryoBox in congelatori con sistema di monitoraggio continuo alla 

temperatura di -80°C, ubicati nei locali dedicati alla Biobanca. La Biobanca adotta un sistema 

di qualità che include controlli periodici sui materiali. I tessuti raccolti vengono valutati dal 

patologo per caratteristiche istologiche, grado di necrosi e cellularità, con archiviazione 

digitalizzata delle immagini e dei dati associati. La qualità dei tessuti conservati (Tessuto 

vitale, OCT, FFPE) viene monitorata tramite analisi di RNA e DNA estratti da campioni 

selezionati randomicamente. L’integrità dell’RNA viene valutata mediante l’indice 

qualitativo RNA Integrity Number (RIN), calcolato tramite software dedicato (ad esempio, 
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2100 Bioanalyzer di Agilent). Questo indice fornisce una misura standardizzata dello stato 

dell’RNA, fondamentale per garantire l’affidabilità degli esperimenti successivi di 

genomica o trascrittomica. Viene inoltre controllata la corretta associazione tra campioni e 

dati clinici, insieme alla verifica regolare dell’allocazione delle aliquote e del funzionamento 

dei sistemi di crioconservazione. Inoltre, per ogni paziente coinvolto vengono prelevati 

campione di sangue periferico dal personale infermieristico su richiesta del medico tramite 

modulo elettronico. Successivamente, il sangue viene inviato all’Unità di Patologia Clinica, 

dove il team BBIRE si occupa della centrifugazione, aliquotazione e conservazione. 

Ogni campione è associato a dati clinici e patologici dettagliati, garantendo piena 

tracciabilità. L’infrastruttura della BBIRE assicura una gestione di alta qualità dei campioni 

e un accesso regolamentato per i progetti di ricerca approvati come mostra il workflow di 

lavoro in Figura 10. 

 

 

Figura 10 : Flusso di lavoro del processo di arruolamento dei pazienti in BBIRE 
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3.2 Colture cellulari e modelli preclinici in vitro 

Le colture primarie (2D) e i PDO (3D) a partire da campioni di tessuto di melanoma 

metastatico vengono isolati e caratterizzati presso la BBIRE-T. Tutte le linee cellulari/PDO 

vengono isolati da tessuto tumorale in eccesso ottenuto durante procedure di 

linfadenectomia per metastasi da melanoma asportate chirurgicamente. I campioni tumorali 

vengono sottoposti a dissociazione meccanica (forbici/busturi) e enzimatica (collagenasi 

tipo II/kit enzimatici per dissociazione dei tessuti) per ottenere sospensioni cellulari a 

singola cellula. Le colture cellulari primarie ottenute vengono coltivate in RPMI-1640 

integrato con 10% di siero fetale bovino inattivato termicamente (FBS), L-glutamina e 

penicillina-streptomicina, e mantenute in incubatore umidificato a 37 °C con 5% di CO₂. Per 

generare PDO la sospensione cellulare ottenuta viene risospesa in Matrigel/Geltrex, una 

matrice sintetica che ha il compito di mimare l’ECM e piastrata in piastre multiwells da 24 

pozzetti come mostrato in figura 11, in mezzo di coltura Advanced Dmem F-12 addizionato 

con fattori di crescita organo-specifici. 

 

Figura 11: Multiwell da 24 pozzetti che mostra la piastratura della sospensione matrigel-pellet cellulare 

Per quanto riguarda invece le colture primarie (2D) e i PDO (3D) da Adenocarcinoma 

polmonare, vengono isolate da pazienti con versamento pleurico maligno (MPE-Malignant 

pleural effusion) che si sottopongono a toracentesi presso l’istituto Tumori Regina Elena, in 

seguito a diagnosi di ADC. Dopo la toracentesi, i campioni da cui vengono ottenute le 

colture primarie/PDO vengono ricevuti come versamenti pleurici, generalmente entro 

un’ora dalla raccolta, con volumi compresi tra 40 e 1.500 mL. I campioni vengono 

centrifugati per 5 minuti a 1.600 rpm; il surnatante viene rimosso e il sedimento risospeso 



 35 

in 30 mL di soluzione CytoLyte (Cytyc Corp., Massachusetts, USA). Successivamente, i 

campioni vengono ricentrifugati per 10 minuti a 1.600 rpm e il nuovo sedimento risospeso 

in 20 mL di soluzione PreservCyt (Cytyc Corp.) Per ottenere una purificazione parziale delle 

cellule tumorali, i campioni di MPE vengono sottoposti a centrifugazione su gradiente di 

densità a 1800 rpm per 20 minuti [48]. Durante la centrifugazione, le cellule si separano in 

base alla diversa densità: le componenti più dense (eritrociti e alcune popolazioni 

leucocitarie) si depositano nella fase inferiore, mentre le cellule a minore densità, 

comprendenti le cellule tumorali, si concentrano all’interfase. Al termine della 

centrifugazione, le cellule presenti nel gradiente superiore e nel pellet vengono raccolte e 

sottoposte a lavaggio con 1% BSA/2 mM EDTA/PBS. 

Le cellule dell’interfase (fra le quali le tumorali) vengono coltivate in RPMI-1640 integrato 

con 10% di siero fetale bovino inattivato termicamente (FBS), L-glutamina e penicillina-

streptomicina, e mantenute in incubatore umidificato a 37 °C con 5% di CO₂. I PDO, una 

volta processato il versamento pleurico e ottenuta la sospensione cellulare, vengono 

generati e messi in coltura utilizzando la medesima procedura utilizzata per i PDO di 

melanoma, ma con fattori specifici per il polmone.  

La Figura 12 mostra le linee primarie e i rispettivi PDO generati a partire dal tessuto 

(MEL)/versamento pleurico(ADC) corrispettivo di origine.  

 

Figura 12: Immagini rappresentative del processamento di frammenti di tessuto tumorale di melanoma (A) e 

versamento pleurico (B) da adc polmonare per l’ottenimento di colture primarie/PDO tumorali di 

melanoma/polmone 
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I PDO diventano visibili entro 2–3 giorni e sono pronti per il passaggio dopo circa 7 giorni 

di coltura. Per quanto riguarda il congelamento dei modelli preclinici ottenuti, oltre al 

campione tissutale conservato in DMSO/SIERO presso la BBIRE, i PDO ottenuti vengono 

congelati in 1 mL di soluzione di congelamento MACS Freezing Solution secondo le pratiche 

standard di congelamento controllato.  

Tutte le linee cellulari/PDO isolati sono state regolarmente testati per la contaminazione da 

micoplasma mediante un test basato su PCR. La diagnosi clinica e la caratterizzazione 

molecolare del materiale tumorale sono state confermate attraverso valutazione 

istopatologica, immunoistochimica e analisi di sequenziamento mirato (NGS). 

3.3 Caratterizzazione morfologica e immunofenotipica  

Tutte le linee cellulari primarie e gli PDO tumorali derivati da campioni di pazienti vengono 

sottoposti a caratterizzazione morfologica e immuno-fenotipica al fine di verificarne la 

corrispondenza con il tessuto tumorale di origine. Nel caso delle linee cellulari/PDO derivati 

da melanoma, la comparazione è stata effettuata con il campione tissutale tumorale 

primario, mentre per i PDO e le linee cellulari di adenocarcinoma polmonare, ottenuti da 

versamento pleurico, il confronto è stato eseguito con la biopsia pleurica del paziente. Per 

la preparazione dei campioni, le linee cellulari sono state processate mediante citoinclusione 

utilizzando la metodica ThinPrep® e il citoinclusore automatico, al fine di ottenere preparati 

citologici standardizzati e riproducibili. I PDO, per preservare l’integrità delle strutture 

organotipiche tridimensionali, sono stati preventivamente trattati con Cell Recovery 

Solution (Corning®) per la rimozione dell’ECM, quindi risospesi nel ThinPrep® e inclusi con 

la medesima procedura. 

Sezioni di 4 μm ottenute dai blocchi citoinclusi sono state colorate con ematossilina-eosina 

(H&E) per la valutazione morfologica generale. La caratterizzazione immunofenotipica è 

stata eseguita mediante immunoistochimica (IHC), utilizzando anticorpi specifici per i 

principali marker tumorali. Per i modelli di melanoma, sono stati impiegati anticorpi anti- 

SOX10 e MITF, al fine di confermare l’origine melanocitaria e l’eventuale mantenimento del 
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fenotipo differenziato. Nei modelli di adenocarcinoma polmonare, la caratterizzazione è 

stata effettuata utilizzando anticorpi anti-TTF-1 e CK7, marker altamente specifici per le 

neoplasie epiteliali di derivazione polmonare. In Tabella1 sono mostrate le specifiche degli 

anticorpi utilizzati.  

Tabella 1: Anticorpi utilizzati per le analisi di immunoistochimica 

 

Le reazioni immunoistochimiche sono state visualizzate mediante sistema polimerico 

(EnVision™, Dako) e cromogeno DAB, con controcolorazione in ematossilina. L’analisi è 

stata condotta al microscopio ottico (Leica DM2000) valutando la distribuzione, l’intensità e 

la localizzazione subcellulare del segnale per ciascun marcatore. La coerenza del profilo 

immuno-fenotipico con quello del tessuto di origine è stata utilizzata come criterio per 

validare l’identità e la rappresentatività biologica dei modelli cellulari e PDO generati. 

3.4 Caratterizzazione genotipica mediante Next Generation Sequencing (NGS)  

 

La caratterizzazione genotipica delle linee cellulari primarie e dei PDO tumorali è stata 

eseguita in collaborazione con il Laboratorio di Biologia Molecolare dell’Unità Operativa 

dell’Anatomia Patologica, al fine di verificare la conservazione del profilo mutazionale 

rispetto al tessuto o al fluido biologico di origine del paziente. Tale analisi è stata condotta 

mediante Next Generation Sequencing (NGS), impiegando pannelli multigenici target-

specifici per le principali alterazioni oncogeniche correlate al tipo tumorale. Per i modelli 

derivati da melanoma, il sequenziamento mirato è stato condotto utilizzando l’Ion 

AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 (CHPv2) (Thermo Fisher Scientific), che comprende 

207 ampliconi coprendo circa 2.800 mutazioni note del database COSMIC distribuite su 50 

oncogeni e geni oncosoppressori, inclusi BRAF, NRAS, KIT, TP53 e PTEN, frequentemente 

mutati nel melanoma cutaneo [25,49]. Per i modelli di adenocarcinoma polmonare, la 

MARKER MELANOMA Ditta codice CLONE

SOX10 DBA BSB2584 EP268

MITF Leica MITF-L 34CA5

MARKER ADC LUNG Ditta codice CLONE

TTF1 DAKO 8G7G3 M3575

CK-7 LEICA CK7-560-L-CE OVTL12/30
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caratterizzazione è stata effettuata mediante il Oncomine™ Lung OPA (Oncomine Precision 

Assay, Thermo Fisher Scientific), specificamente disegnato per l’identificazione di 

mutazioni puntiformi, amplificazioni geniche e fusioni in geni rilevanti per la patogenesi e 

la terapia del carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC), quali EGFR, KRAS, ALK, 

ROS1, MET e RET [50,51]. 

Il DNA genomico è stato estratto utilizzando il QIAamp DNA FFPE Tissue Kit sulla 

piattaforma automatizzata QIAcube® (Qiagen), seguendo le istruzioni del produttore. La 

quantificazione del DNA è stata effettuata mediante Qubit Fluorometer (Thermo Fisher 

Scientific) utilizzando il Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). La 

preparazione delle librerie è stata eseguita impiegando 10 ng di DNA in ingresso (intervallo 

1–20 ng) con il Ion AmpliSeq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Per valutare i livelli 

di espressione genica dei marker di staminalità e del gene SCD1, nonché i livelli di 

espressione proteica di SCD1sono state eseguite analisi mediante Real-Time PCR e Western 

blot. 

3.5 Real Time PCR Quantitativa (qRT-PCR) 

L’estrazione dell’RNA totale è stata effettuata utilizzando il RNeasy Mini Kit (Qiagen), 

secondo le istruzioni del produttore. La quantificazione e la valutazione della purezza 

dell’RNA sono state eseguite mediante spettrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher 

Scientific), considerando il rapporto di assorbanza 260/280 nm per determinare la qualità 

del campione. A partire da 1 µg di RNA totale, è stata effettuata la retrotrascrizione in cDNA 

mediante un sistema di reverse transcription (Applied Biosystems o equivalente). 

L’espressione degli RNA messaggeri per i geni associati a staminalità e per SCD1 è stata 

analizzata tramite Real-Time Quantitative PCR (qRT-PCR). Le reazioni sono state condotte 

su un sistema termociclatore in tempo reale (Applied Biosystems) con SYBR Green come 

marcatore fluorescente. I campioni sono stati analizzati in duplicato. Sulla stessa piastra, 

oltre al gene target, è stata amplificata anche l’Actina, come gene di riferimento per la 

normalizzazione. Il prodotto della Real-Time PCR è stato quantificato in maniera relativa 

con il metodo 2-∆∆Ct utilizzando come riferimento il cDNA ottenuto da campioni   di 

controllo in bianco. Brevemente, per ciascun campione, il ciclo soglia (Ct) relativo al gene 
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d’interesse è stato normalizzato sottraendo il Ct del gene di riferimento (ACTINA) secondo 

la seguente formula: ∆Ct = Ct (gene target) – Ct (gene di riferimento). Successivamente, 

ciascun campione è stato normalizzato rispetto al controllo (campione bianco), quindi: ∆∆Ct 

= ∆Ct (campione) – ∆Ct (controllo). Infine, la quantità di cDNA target in ciascun campione 

è stata calcolata come 2 -∆∆Ct. In questo modo, la quantità di trascritto amplificato nelle 

cellule è espressa come incremento relativo rispetto alla quantità di mRNA amplificato nelle 

cellule di controllo in bianco. I primers utilizzati sono indicati nella Tabella 2.  

 

 

Tabella 2: Sequenze primers utilizzati per la qRT-PCR 

 

 

 

3.6 Western Blot 

Per l’analisi proteica, le proteine totali sono state estratte utilizzando un tampone RIPA 

(Sigma) arricchito con inibitori di proteasi e fosfatasi. La quantificazione proteica è stata 

effettuata tramite saggio di Bradford (Bio-Rad), utilizzando una curva standard di BSA 

(Bovine Serum Albumin). Le proteine sono state separate mediante elettroforesi su gel pre-

cast SDS-PAGE (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) e successivamente trasferite su 

PRIMER SEQUENZA

Oct4 -Forward 5′- TGGGATATACACAGGCCGATG -3′

-Reverse 5′- TCCTCCACCCACTTCTGCAG -3′

Nanog -Forward 5′- TACCTCAGCCTCCAGCAGATG -3′

-Reverse 5′- CCTTCTGCGTCACACCATTG -3′

SCD-1 -Forward 5′- GCAGG-GGGAACCAGTATGA -3′

-Reverse 5′- TTCTTACACGACCACCACCA -3′

jarid1b -Forward 5′- AGCAGACTGACCGAA GCTCA -3′

-Reverse 5′- AATTCCATCTCGCTT CCCTC -3′

sox2 -Forward 5′- CAC CCC TGG CAT GGC TCT T -3′

-Reverse 5′- GAG CTG GCC TCG GAC TTG A -3′

cd133 -Forward 5′- TGG ATG CAG AAC TTG ACA ACG T -

-Reverse 5′- ATA CCT GCT ACG ACA GTC GTG 

β-actin -Forward 5′- GCCGGGACCTGACTGACT -3′

-Reverse 5′- TGGTGATGACCTGGCCGT -3′
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membrana PVDF mediante trasferimento rapido con sistema iBlot (Invitrogen). Dopo il 

blocco, le membrane sono state incubate con anticorpo primario ed in seguito con anticorpi 

secondari coniugati con perossidasi (HRP) (Tabella 3).  

 

Tabella 3: Anticorpi primari utilizzati per le analisi di Western Blot 

La rilevazione del segnale chemiluminescente è stata eseguita utilizzando il sistema di 

acquisizione Uvitec Cambridge, e le immagini digitali ottenute sono state analizzate 

mediante densitometria con il software ImageJ. L’intensità delle è stata normalizzata 

rispetto al controllo di carico (β-actina, GAPDH, Tubulina). Complessivamente, queste 

analisi hanno permesso di integrare i dati di espressione genica e proteica di SCD1, fornendo 

una valutazione funzionale del suo coinvolgimento nei processi metabolici e nella 

progressione tumorale. 

3.7 Saggi Di Citotossicità 

La valutazione della vitalità cellulare e dell’effetto citotossico dei trattamenti è stata 

effettuata mediante il saggio luminescente CellTiter-Glo® (Promega), che quantifica l’ATP 

intracellulare come indice diretto della vitalità metabolica delle cellule. Le cellule primarie 

di melanoma e di adenocarcinoma polmonare sono state mantenute in coltura in adesione, 

in condizioni standard (37 °C, 5% CO₂) fino a raggiungere una confluenzа di circa 70–80%. 

Per l’allestimento dei saggi di citotossicità, le cellule aderenti sono state staccate utilizzando 

TrypLE™ Express (Thermo Fisher Scientific), raccolte e successivamente contate mediante 

camera di Bürker o contatore automatico di cellule. In base alla curva di crescita preliminare 

ANTICORPI WESTERN BLOT DITTA CODICE

β-Actina Sigma Aldrich A1972

GAPDH Cell Signaling Tec 14C10

Tubulina Sigma Aldrich T9026

SCD1 Abcam EPR21963

PARPcl Cell Signaling Tec 9544

LC3B Cell Signaling Tec 3868

YAP Santa Cruz Biotec sc-101199

TAZ Santa Cruz Biotec sc-213183

FADS2 Abcam EPR27357-82
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determinata per ciascuna linea cellulare, sono state piastrate 2 × 10³ – 3 × 10³ cellule per 

pozzetto in un volume finale di 100 µL di mezzo di coltura all’interno di piastre a 96 

pozzetti. Il numero di cellule piastrate è stato ottimizzato per ogni linea in funzione delle 

specifiche caratteristiche di proliferazione e della morfologia in adesione, al fine di garantire 

una densità uniforme e una crescita logaritmica durante il saggio. L’inoculo è stato eseguito 

utilizzando pipette multicanale per ridurre la variabilità inter-pozzetto e garantire la 

riproducibilità del test. Dopo la semina, le piastre sono state incubate per consentire 

l’adesione e il recupero cellulare prima dell’aggiunta dei trattamenti farmacologici o delle 

condizioni sperimentali previste. Per quanto riguarda invece i PDO da MEL e ADC, la 

sospensione cellula–matrice viene piastrata in piastre da 96 pozzetti utilizzando il sistema 

automatizzato MatriBot® (Thermo Fisher Scientific), che consente il dosaggio preciso di 

microvolumi in condizioni di temperatura controllata. Per ogni pozzetto sono stati 

dispensati 5–10 µL di miscela Matrigel–PDO, posizionati centralmente su piastre 

preraffreddate. Le piastre sono state quindi incubate a 37 °C per 10–15 minuti per consentire 

la polimerizzazione del Matrigel, prima dell’aggiunta di 100 µL di mezzo di coltura 

specifico per PDO tumorali. L’utilizzo del MatriBot ha permesso di ridurre la variabilità 

inter-operatore, garantendo una deposizione uniforme e riproducibile, fondamentale per 

l’esecuzione di saggi di vitalità e screening farmacologici ad alta. Dopo 24 ore di 

stabilizzazione, i campioni sono stati trattati con i farmaci di interesse singolarmente o in 

combinazione per un periodo di 72 ore. Al termine del trattamento, è stato aggiunto un 

volume uguale di reagente CellTiter-Glo® (1:1 v/v) direttamente al mezzo di coltura. Dopo 

10 minuti di incubazione a temperatura ambiente, la luminescenza generata dalla reazione 

luciferina-luciferasi è stata misurata mediante un lettore di luminescenza multimodale 

(GLOMAX). Il segnale luminescente, proporzionale alla quantità di ATP presente, è stato 

utilizzato per calcolare la percentuale di vitalità residua rispetto ai controlli non trattati. Le 

curve dose-risposta e i valori di IC₅₀ sono stati determinati mediante fitting non lineare 

utilizzando il software GraphPad Prism 10.0. 
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3.7.1 Trattamenti Farmacologici Melanoma 

Per i modelli di melanoma, sono stati utilizzati farmaci comunemente impiegati nella target 

therapy dei tumori con mutazione BRAFV600E, da soli o in combinazione con l’inibitore di 

SCD1. 

 Dabrafenib (GSK2118436): inibitore selettivo di BRAF mutato (V600E/K), utilizzato a 

concentrazioni comprese tra 30 nM e 0.11 nM. 

 Trametinib (GSK1120212): inibitore allosterico di MEK1/2, impiegato in 

combinazione con Dabrafenib a concentrazioni di 30 nM e 0.11 nM. 

 A939572: inibitore specifico di SCD1, utilizzato a concentrazioni comprese tra 1 e 10 

µM, in monoterapia o in combinazione con Dabrafenib e/o Trametinib. 

L’associazione farmacologica è stata impiegata per valutare il possibile effetto sinergico tra 

l’inibizione di SCD1 e la terapia mirata anti-BRAF/MEK nel potenziare la risposta citotossica 

e nel contrastare i meccanismi di resistenza. 

3.7.2 Trattamenti Farmacologici Adenocarcinoma polmonare 

Nei modelli di adenocarcinoma polmonare, sono stati impiegati farmaci rappresentativi 

delle terapie mirate e chemioterapiche comunemente utilizzate in clinica. 

 Tipifarnib (R115777): inibitore della farnesiltransferasi, capace di bloccare la 

maturazione e la localizzazione delle proteine Ras, utilizzato a concentrazioni 

comprese tra 0.01 e 5 µM. 

 Cisplatino: chemioterapico a base di platino ad azione alchilante, impiegato a 

concentrazioni comprese tra 0.1 e 30 µM 

 A939572: inibitore specifico di SCD1, utilizzato a concentrazioni comprese tra 1 e 10 

µM, in monoterapia o in combinazione con Tipifarnib/Cisplatino. 
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L’inibizione di SCD1 è stata testata per verificare se potesse potenziare la risposta citotossica 

ai trattamenti standard, riducendo la capacità delle cellule tumorali di adattarsi allo stress 

ossidativo e di evitare l’apoptosi indotta dai farmaci. 

3.8 Analisi E Trattamento Dei Dati 

Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato tecnico e almeno in tre repliche 

biologiche indipendenti. I risultati sono stati espressi come media ± deviazione standard 

(SD). Le differenze tra gruppi sono state analizzate mediante test t di Student o ANOVA a 

una via seguita da post-hoc di Tukey, mediante il software Microsoft Office Excel 2021; 

considerando statisticamente significativi i valori con p < 0,05. L’ analisi statistica dei dati 

per confrontare i gruppi di trattamento è stata effettuata utilizzando la One-way analysis of 

variance (One-way ANOVA) seguita da un test di comparazione multipla, utilizzando il 

software GraphPad 10.0; valori P ≤ 0,05 sono stati considerati significativi. 

4. Risultati 

4.1 Isolamento e Ottenimento Di Nuove Linee Cellulari Primarie Di Melanoma E 

Adenocarcinoma Polmonare 

 

 

Nel corso dell’attività progettuale, tramite la Biobanca IRE (BBIRE-T), sono state raccolte 

28 biopsie operatorie da pazienti affetti da melanoma. A partire da questi campioni è stato 

possibile isolare e ottenere 22 nuove linee cellulari primarie, con una percentuale di 

successo dell’isolamento pari a circa l’80%. Le procedure impiegate per l’isolamento e la 

generazione delle linee cellulari di melanoma sono riassunte in Figura 13. 
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Figura 13: Flusso di lavoro schematizzato di isolamento di cellule tumorali derivanti da pazienti affetti 

da melanoma  

Le analisi di Next Generation Sequencing (NGS), condotte mediante Cancer Hotspot Panel 

di 50 geni, hanno confermato nelle linee isolate lo stato mutazionale identificato nei 

corrispondenti campioni istologici come mostrato nella Tabella 4.  
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PATIENT 

_ID 

AGE AT 

DIAGNOSIS 
GENDER  

MUTATED GENE (site 

of mutations: % of mutation  
SURGERY_LOCATION DIAGNOSIS 

STAGE 

AT DIAGNOSIS 
T  

MEL1 75 F NRAS pQ61R In-transit Metastasis Melanoma IIIB 4b 

MEL2 74 F NRAS pG13D In-transit Metastasis Melanoma IIB 4b 

MEL3 55 F BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IIIC 3b 

MEL4 36 F BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IIIC 3b 

MEL5 48 F BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IA 1a 

MEL6 72 F BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IV 4b(m) 

MEL7 39 M BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IB 2a 

MEL8 54 F BRAF pV600K In-transit Metastasis Melanoma IIIC 4b 

MEL9 60 M NRAS.Q61K In-transit Metastasis Melanoma IB 2a 

MEL10 61 M NRAS.Q61K In-transit Metastasis Melanoma IIC 4b 

MEL11 66 F BRAF V600E In-transit Metastasis Melanoma IIIC 3b 

MEL12 55 M BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IIIA 2a 

MEL13 59 M BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IV x 

MEL14 55 M BRAF V600K  In-transit Metastasis Melanoma IIB 3b 

MEL15 76 F NRAS Q61L In-transit Metastasis Melanoma IIIC 3b 

MEL16 55 M BRAFp. L597S In-transit Metastasis Melanoma IIIB 2b 

MEL17 63 M BRAF V600K  In-transit Metastasis Melanoma IIID 4b 

MEL18 55 M BRAF V600E 6.3% In-transit Metastasis Melanoma IV x 

MEL19 78 M NRAS Q61K 27% In-transit Metastasis Melanoma IIIB 3a 

MEL20 59 M BRAF V600E 34,5% In-transit Metastasis Melanoma IV 4b 

MEL21 56 M BRAF V600E 34% In-transit Metastasis Melanoma IV 3b 

MEL22 85 F NRAS Q61L 43,4% In-transit Metastasis Melanoma IIIC 4a 

MEL23 73 F BRAV V600E 31,7% In-transit Metastasis Melanoma IIID 4b 

MEL24 73 M BRAF V600E 47,2% In-transit Metastasis Melanoma IIC T4b 

MEL25 83 F WT In-transit Metastasis Melanoma IV t4a 

MEL26 86 F BRAF D594N (CLASSE 3) In-transit Metastasis Melanoma non eseguito BLS t3b 

MEL27 79 M NRAS Q61K 27% In-transit Metastasis Melanoma IIIB T3A 

MEL28 79 M BRAF pV600E In-transit Metastasis Melanoma IIIB 3a  

Tabella 4: Caratteriste istologiche e genetiche dei campioni di melanoma collezionati nel progetto 
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Inoltre, le analisi trascrittomiche hanno evidenziato, nella maggior parte dei campioni, la 

presenza delle mutazioni di interesse anche a livello di RNA, corroborando la validità dei 

modelli cellulari ottenuti come mostrato nella Tabella 5. 

 

 

 

 

 

Tabella 5: Profilo mutazionale e genomico delle linee di melanoma 

Le nuove linee primarie sono state successivamente caratterizzate morfologicamente 

secondo i protocolli standardizzati della BBIRE-T. A titolo esemplificativo, la figura mostra 

le analisi immunoistochimiche di una linea NRAS mutata e una BRAF mutata, che 

evidenziano differenze fenotipiche coerenti con il rispettivo profilo genetico (Figura 14). 

PATIENT _ID MUTATION DNA VAF (%) MUTATION RNA VAF (%) 

MEL1 NRAS Q61R 37 NRAS.Q61R 31 

MEL2 NRAS G13D 83 NRAS OTHER 72 

MEL3 BRAF V600E / BRAF V600E 68 

MEL4 BRAF V600E 20 BRAF.V600E 38 

MEL5 BRAF V600E 34 BRAF V600E 30 

MEL6 BRAF V600E 28 BRAF V600E 63 

MEL7 BRAF V600E 62 BRAF V600E 75 

MEL8 BRAF V600K 60 BRAF V600K 43 

MEL9 NRAS Q61K 53 NRAS OTHER / 

MEL10 NRAS Q61K 32 NRAS Q61K / 

MEL11 BRAF V600E 47 BRAF V600E 87 

MEL12 BRAF V600E 72 BRAF V600E 50 

MEL13 BRAF V600E 31 BRAF p600E 46 

MEL14 BRAF V600K  25 BRAF V600K  67 

MEL15 NRAS Q61L / NRAS Q61L / 

MEL16 BRAFp. L597S 16 BRAFp. L597S / 

MEL17 BRAF V600K  42 BRAF V600K  / 

MEL18 BRAF V600E 6.3% 7 BRAF V600E 6.3% / 

MEL19 NRAS Q61K 27% 27 WT / 

MEL20 BRAF V600E 34,5% 34 BRAF V600E 34,5% / 

MEL21 BRAF V600E 34% / BRAF V600E 34% 54 

MEL22 NRAS Q61L 43,4% 43 NRAS OTHER 35 
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Figura 14: Caratterizzazione immuno-fenotipica e genotipica di una linea NRAS-mutata (A) ed una BRAF-

mutata (B). 

Per quanto riguarda l’adenocarcinoma polmonare, sette linee cellulari primarie erano già 

disponibili presso i laboratori di ricerca coinvolti nel progetto e sono state impiegate per la 

messa a punto dei protocolli sperimentali. Queste linee, precedentemente caratterizzate 

morfologicamente e dal punto di vista molecolare, hanno rappresentato il riferimento per 

l’ottimizzazione delle condizioni di coltura e dei trattamenti farmacologici. La raccolta di 

nuovi versamenti pleurici è stata eseguita in collaborazione con la BBIRE-T. Dall’inizio del 

progetto sono state collezionate 47 effusioni pleuriche, di cui 18 confermate, tramite analisi 

istologica, come adenocarcinomi polmonari. Le linee ottenute sono state caratterizzate 

morfologicamente in relazione alle loro capacità replicative e di crescita, secondo un 

protocollo adattato alle loro specificità. La metodica di isolamento è rappresentata 

schematicamente nella Figura 15. 
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Figura 15: Flusso di lavoro eseguito per l ‘isolamento e la caratterizzazione delle linee primarie di 

adenocarcinoma polmonare 

 Da questi campioni sono state isolate 10 nuove linee cellulari primarie, come riportato in 

Tabella 6, con una 56% di percentuale di successo dell’isolamento. 

 

PATIENT _ID AGE at diagnosis GENDER  

MUTATED GENE 

(siteof mutations):% 

of mutation  

Sample material DIAGNOSIS 

ADC LUNG 1 54 M 
TP53 C176Y 66%; 

GNAS R201C 31% 

PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 2 62 F KRAS p.G12V 
PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 3 63 M 
fusion EML4 esone 

13 - ALK  esone 20; 

PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 4 67 F 

EGFR p.G719S; 

EGFR p.E709A ; TP53 

: p.(F270S) ; CTNNB1 

p.(D32Y) 

PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 5 57 F NO MUT 
PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 6 72 F KIT L576P 
PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 7 82 M NO MUT 
PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 8 75 F 
EGFR: INSERZIONE 

ESONE 20 

PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 9 71 F 
NO MUT, ROS1 

RIARR 

PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

ADC LUNG 10 62 M KRAS G12 C 
PLEURAL 

EFFUSION 
ADC LUNG 

Tabella 6: Schema di tutte le caratteriste istologiche e genetiche dei campioni di ADC collezionati nel 

progetto 

. 
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Rispetto alle linee di melanoma, l’isolamento delle linee di adenocarcinoma ha richiesto 

tempi più lunghi e procedure più complesse, in quanto tali cellule necessitano di periodi di 

adattamento più estesi in piastra e mostrano una minore efficienza replicativa. Nonostante 

queste difficoltà, è stato possibile completare con successo le procedure di caratterizzazione 

morfologica e molecolare.  La Figura 16 mostra linee primarie di ADC ed il corrispettivo 

organoide generato caratterizzato a livello morfologico secondo i protocolli standardizzati 

della BBIRE-T. 

 

Figura 16: Caratterizzazione immuno-fenotipica e genotipica di una linea di ADC TP53 Mutata (A) e KRAS 

mutata (B). 

Nel complesso, l’attività di isolamento e caratterizzazione ha portato alla generazione di 

un’ampia collezione di linee cellulari primarie di melanoma e adenocarcinoma polmonare, 

geneticamente e fenotipicamente eterogenee.  

4.2 Analisi della citotossicità farmacologica e ruolo di SCD1  

Per approfondire il coinvolgimento di SCD1 nei meccanismi di resistenza farmacologica, 

sono stati condotti saggi di citotossicità sulle linee cellulari e PDO tumorali di melanoma e 

di NSCLC. L’obiettivo di questa fase sperimentale è stato valutare se l’inibizione dell’attività 

di SCD1 potesse modulare la sensibilità delle cellule tumorali ai trattamenti comunemente 

impiegati in terapia, sia target sia chemioterapici, somministrati singolarmente o in 

combinazione con un inibitore di SCD1. È stato dapprima valutato il livello di espressione 
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di SCD1, livello di RNA messaggero, nelle linee primarie e nei corrispettivi PDO, come 

mostrato in Figura 17. 

 

Figura 17: confronto dei livelli di trascritto di SCD1 tra linee e corrispettivi PDO effettuata su due campioni di 

melanoma (A) e due adenocarcinoma polmonare (B) 

 Contestualmente, è stata analizzata l’espressione di diversi marcatori di staminalità. I 

risultati ottenuti indicano che il passaggio da una crescita in condizioni di coltura primaria, 

in condizioni di adesione, ad una organizzazione più complessa come quella del PDO 

induce un incremento dell’espressione dei marker stem-like, suggerendo una maggiore 

plasticità fenotipica e una correlazione con lo stato di differenziazione cellulare (Figura 18). 

 

Figura 18. confronto dei livelli di trascritto di alcuni markers di staminalità tra linee e corrispettivi PDO 

effettuata su un campione di melanoma (A) e uno di adenocarcinoma polmonare (B) 
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4.3 Ruolo dell’inibizione di SCD1 nella modulazione della resistenza farmacologica in 

modelli cellulari e PDO di melanoma e adenocarcinoma polmonare 

Per indagare il ruolo di SCD1 nei meccanismi di resistenza ai trattamenti antitumorali, sono 

stati eseguiti saggi di citotossicità su modelli cellulari bidimensionali e PDO derivati da 

melanoma e adenocarcinoma polmonare. L’obiettivo principale era valutare l’impatto 

dell’inibizione farmacologica di SCD1 sulla sensibilità delle cellule tumorali a diverse classi 

di farmaci, comprendenti sia inibitori target-specifici sia chemioterapici convenzionali. I 

modelli sono stati trattati con farmaci selezionati in base al profilo mutazionale: inibitori 

BRAF/MEK per i melanomi, inibitori KRAS per gli adenocarcinomi polmonari; nei casi privi 

di alterazioni driver, sono stati invece impiegati chemioterapici standard quali cisplatino. 

Ogni trattamento è stato somministrato sia in monoterapia sia in combinazione con inibitori 

specifici di SCD1 (CAY10566 o A939572), allo scopo di valutare se la modulazione del 

metabolismo lipidico potesse influenzare la risposta ai farmaci. I risultati descritti nei sotto-

paragrafi seguenti mostrano che l’inibizione di SCD1 aumenta significativamente la 

sensibilità delle cellule tumorali ai trattamenti, con un effetto antitumorale più marcato negli 

PDO rispetto alle colture in monostrato. Tale differenza è attribuibile alla capacità dei PDO 

di mantenere una maggiore eterogeneità cellulare e una struttura architettonica complessa, 

che riproduce in modo più fedele le condizioni fisiologiche e il microambiente tumorale in 

vivo, rendendoli modelli più predittivi della risposta clinica [53]. 

Questi risultati sono coerenti con la letteratura che identifica SCD1 come un regolatore 

chiave del rimodellamento metabolico tumorale. L’enzima catalizza infatti la conversione 

degli acidi grassi saturi in monoinsaturi, principalmente acido palmitoleico e oleico, 

fondamentali per la biosintesi delle membrane, la segnalazione cellulare e la regolazione 

della morte programmata [58]. Un aumento dell’attività di SCD1 è stato associato a una 

maggiore plasticità metabolica e a una riduzione della sensibilità ai farmaci che inducono 

stress ossidativo o apoptosi [54]. Diversi studi riportano che l’inibizione di SCD1 è in grado 

di ripristinare la risposta ai trattamenti antitumorali interferendo con le principali vie di 

segnalazione oncogenica, tra cui PI3K/AKT/mTOR ed ERK/MAPK, e determinando un 

riassetto lipidico che limita la proliferazione e aumenta la vulnerabilità allo stress 
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farmacologico [55]. In particolare, studi recenti, come quello di Sen et al. su adenocarcinoma 

polmonare con co-mutazioni STK11/KEAP1, hanno dimostrato che l’inibizione di SCD1 non 

solo riduce la sopravvivenza cellulare, ma induce anche ferroptosi, una forma di morte 

cellulare dipendente dal metabolismo lipidico ossidativo [59]. Analogamente, in modelli di 

carcinoma ovarico, l’inibizione di SCD1 ha attivato simultaneamente apoptosi e ferroptosi, 

sottolineando il ruolo centrale della d0esaturazione degli acidi grassi nella risposta ai 

trattamenti antitumorali [53].  

Per l’ottimizzazione del protocollo di citotossicità, le condizioni sperimentali, inclusi tempi 

di esposizione e concentrazioni farmacologiche, sono state inizialmente definite utilizzando 

linee di melanoma BRAF mutate già disponibili nei laboratori di ricerca. In particolare, sono 

state impiegate le linee A375 e SKMEL24, entrambe caratterizzate per l’espressione di SCD1 

e dei principali marcatori di staminalità. Dopo vari esperimenti di settaggio, le 

concentrazioni ottimali dei farmaci per entrambe le linee stabili sono risultate le seguenti: 

Dabrafenib/Trametinib (inibitori BRAF/MEK): da 0,10 nM a 30 nM 

Inibitori di SCD1: da 0.04 μM a 10 μM 

4.3.1 Linee stabili di melanoma (A375 e SKMEL24) 

 

La linea A375 (BRAFV600E) è stata utilizzata come controllo positivo del sistema 

sperimentale. Le cellule sono state trattate per 72 ore con gli inibitori di BRAF e MEK 

(Dabrafenib e Trametinib) e con l’inibitore di SCD1, in condizioni di crescita 2D e 3D.  

I risultati, in Figura 19, hanno mostrato che la combinazione tra terapia target e inibitore di 

SCD1 produce un effetto sinergico più marcato rispetto ai singoli trattamenti, ma solo nelle 

condizioni di crescita 3D, infatti la half-maximal inhibitory concentration (IC50) è risultata 

notevolmente ridotta, 0.4 nM quando le cellule sono state sottoposte al trattamento 

combinato. 
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Figura 19: Esperimenti di citotossicità sulla linea stabile di melanoma A375, rispettivamente in condizioni di 

aderenza 2D e in condizioni 3D  

Esperimenti analoghi condotti sulla linea SKMEL24 (BRAF mutata), mostrati in Figura 20 

hanno evidenziato un comportamento simile ma meno efficace, sebbene questa linea si sia 

dimostrata intrinsecamente più resistente alle terapie a bersaglio molecolare. Anche in 

questo caso, tuttavia, la combinazione con l’inibitore di SCD1 ha determinato una maggiore 

riduzione della proliferazione cellulare, soprattutto in condizioni di crescita 3D. 

 

Figura 20. Esperimenti di citotossicità sulla linea stabile di melanoma SKMEL24, rispettivamente in 

condizioni di aderenza 2D e in condizioni 3D 
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4.3.2 Linee primarie di melanoma (MEL 15-MEL5) 

Per confermare la riproducibilità dei risultati ottenuti nelle linee cellulari stabili, gli 

esperimenti sono stati estesi anche alla linea primaria MEL15 (NRAS Q61L) e al 

corrispondente organoide (PDO), derivato da una metastasi linfonodale da melanoma a 

prevalente morfologia epitelioide. Dopo una completa caratterizzazione morfologica e 

genetica mediante analisi NGS, sia la linea primaria sia il PDO sono stati trattati con il 

Trametinib, considerata l’assenza di una terapia a bersaglio specifica per i melanomi NRAS-

mutati, e con l’inibitore di SCD1, sia singolarmente sia in combinazione. Anche in questo 

modello è emerso che la combinazione dei due farmaci induce un effetto sinergico, risultato 

particolarmente più evidente nel PDO (IC50 0.9 nM) rispetto alla corrispondente linea 

primaria, suggerendo che il sistema tridimensionale possa riflettere in maniera più fedele la 

risposta terapeutica (Figura 21). 

 

Figura 21. Esperimenti di citotossicità sulla linea primaria di melanoma MEL15 e sul corrispettivo PDO 

Successivamente, la citotossicità in vitro è stata valutata anche in un set aggiuntivo di nuove 

linee primarie di melanoma generate durante la progettualità. Tra queste sono state 

selezionate le linee caratterizzate da una crescita più robusta e da un’elevata espressione 

basale di SCD1. In particolare, la linea primaria MEL5 (BRAF V600E), metastasi da 
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melanoma nodulare, è stata trattata con la combinazione Dabrafenib/Trametinib + inibitore 

di SCD1. In questo caso, la linea isolata e trattata appare complessivamente più resistente 

rispetto a quella precedentemente analizzata in Figura 21, come sottolineato dal valore 

dell’IC50 di 25nM. Tale differenza di risposta potrebbe essere attribuita alla maggiore 

eterogeneità intrinseca delle cellule primarie rispetto alle linee stabilizzate: includono infatti 

sottopopolazioni cellulari diverse, sia differenziate sia indifferenziate, che possono 

influenzare la sensibilità ai trattamenti. Nonostante ciò, sebbene in forma più attenuata, 

anche per la linea MEL5 si osserva un effetto sinergico maggiore nel PDO rispetto alla linea 

primaria. Questo risultato indica una rilevante sensibilità della linea alla combinazione 

farmacologica nei sistemi tridimensionali e rafforza l’ipotesi che l’inibizione di SCD1 possa 

potenziare l’efficacia delle terapie mirate anti-BRAF/MEK. 

 

Figura 22. Esperimenti di citotossicità sulla linea primaria di melanoma MEL5 e sul corrispettivo PDO 

4.3.3 Linea stabile di Adenocarcinoma polmonare (NCI-H358) 

Analogamente a quanto condotto per il melanoma, gli esperimenti di citotossicità in vitro 

sull’adenocarcinoma polmonare sono stati inizialmente eseguiti su linee di riferimento 

stabili già disponibili nei laboratori. Nello specifico proponiamo l’esempio della linea stabile 

NCI-H358, caratterizzata dalla mutazione KRAS G12C e trattata con AMG510 (inibitore 

specifico KRAS G12C) e con l’inibitore di SCD1, in singolo e in combinazione. 
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Le concentrazioni ottimali dei farmaci per la suddetta linea, dopo vari esperimenti di 

settaggio sono risultate le seguenti: 

Inibitore di KRAS G12C: da 0.04 a 10 μM 

Inibitore di SCD1 : da 0.04 a 10 μM 

I risultati non hanno evidenziato una sinergia significativa tra i trattamenti in condizione 

2D e la medesima in condizione 3D. Sembrerebbe che il solo inibitore di SCD1 abbia un 

effetto maggiore rispetto alla terapia con l’AMG510 in singolo, come mostrato in Figura 23. 

 

Figura 23. Esperimenti di citotossicità sulla linea stabile di adc H358 rispettivamente in condizioni di aderenza 

2D e in condizioni 3D  

4.3.4. Linee primarie di Adenocarcinoma polmonare  (ADC LUNG 1-2) 

La linea ADC LUNG 1, portatrice di una mutazione inattivante di TP53, è stata trattata con 

cisplatino (CDDP), con l’inibitore di SCD1 e con la loro combinazione (CDDP + SCD1i). 

Anche in questo contesto terapeutico, non basato su farmaci a bersaglio molecolare, la 

combinazione ha mostrato una maggiore efficacia citotossica (IC50 di circa 2uM) rispetto al 

cisplatino somministrato in monoterapia, come mostra la Figura 24. Questo risultato 

suggerisce che l’inibizione di SCD1 possa rappresentare una strategia utile per incrementare 
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la sensibilità delle cellule tumorali ai trattamenti chemioterapici tradizionali, probabilmente 

interferendo con meccanismi metabolici e di plasticità cellulare che contribuiscono alla 

resistenza. 

 

Figura 24. Esperimenti di citotossicità sulla linea primaria di adc ADC LUNG1 e sul corrispettivo PDO 

La linea ADC LUNG 2 (KRAS G12V) è stata invece utilizzata per valutare il ruolo di SCD1 

in associazione a un approccio farmacologico differente. Le cellule sono state trattate con 

Tipifarnib, un inibitore selettivo della farnesil-transferasi, enzima responsabile della 

farnesilazione necessaria all’ancoraggio di diverse proteine, tra cui HRAS, alla membrana 

cellulare. La linea è stata inoltre trattata con l’inibitore di SCD1 e con la relativa 

combinazione farmacologica. Per tale linea, sia i trattamenti singoli sia la combinazione 

hanno prodotto effetti citotossici limitati, indicando una scarsa sensibilità della linea 

primaria. Tuttavia, il quadro cambia significativamente per il corrispettivo PDO, come 

mostra la Figura 25. In questo modello più fisiologicamente rappresentativo 

dell’architettura tumorale, la combinazione Tipifarnib ed inibitore di SCD1 ha mostrato un 

effetto molto più marcato, soprattutto alle concentrazioni più basse della curva dove si 

osserva che la risposta alla combinazione risulta migliore evidenziando un potenziamento 

della risposta terapeutica. 
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Figura 25. Esperimenti di citotossicità sulla linea primaria di adc ADC LUNG 2 e sul corrispettivo PDO  

Nel loro insieme, questi risultati indicano che il contesto tridimensionale rappresenta un 

elemento cruciale per mettere in evidenza vulnerabilità metaboliche e dipendenze 

farmacologiche non rilevabili nei saggi bidimensionali. Inoltre, suggeriscono che 

l’inibizione di SCD1 possa potenziare l’efficacia non solo dei trattamenti target, ma anche di 

farmaci chemioterapici e di agenti diretti contro vie di segnalazione oncogeniche, come 

Tipifarnib. I dati ottenuti mostrano che, pur mantenendo un andamento complessivamente 

simile nelle due condizioni di crescita, il PDO risulta più sensibile alla combinazione 

farmacologica, con una più marcata riduzione della vitalità cellulare, in particolare alle 

basse concentrazioni. 

4.4 Analisi genomiche, trascrittomiche e dei meccanismi molecolari di risposta ai 

trattamenti 

Tutte le linee cellulari isolate, sia di melanoma sia di adenocarcinoma polmonare, sono state 

sottoposte a un approfondito processo di caratterizzazione genomica e trascrittomica, con 

l’obiettivo di confermare la presenza o l’assenza di mutazioni driver e di confrontarne il 

profilo molecolare con quello del tessuto tumorale di origine. Sulla base di tali analisi, sono 

stati inoltre esplorati i principali percorsi molecolari potenzialmente coinvolti nella risposta 

o nella mancata risposta ai trattamenti farmacologici, con particolare attenzione al ruolo 
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svolto da SCD1. Le informazioni raccolte hanno consentito di identificare e correlare 

specifiche vie di segnalazione che potrebbero contribuire ai meccanismi di sensibilità o 

resistenza terapeutica, fornendo un quadro più dettagliato dell’impatto di SCD1 nella 

biologia tumorale e nella risposta ai farmaci. Un esempio rilevante emerso da tali analisi 

riguarda la via di segnalazione YAP/TAZ, nota per la sua implicazione nei meccanismi di 

resistenza alle terapie standard. Per investigare il legame funzionale tra SCD1 e il complesso 

YAP/TAZ, sono state condotte analisi di Western Blot sulla linea SKMEL-24, dopo 72 ore di 

trattamento con le diverse combinazioni farmacologiche (Figura 26). 

 

Figura 26. La linea stabile di melanoma SKMEL-24 è stata trattata con Target therapy ed inibitori di SCD1 in 

singolo ed in combinazione per 72h. I lisati cellulari sono stati analizzati mediante western blotting ed è stata 

analizzata espressione delle seguenti proteine (SCD1, YAP/TAZ, PARPcl, LC3B, ACTINA) 

I risultati ottenuti mostrati hanno evidenziato che l’espressione di YAP e TAZ risulta 

strettamente correlata ai livelli di SCD1: un’aumentata espressione dell’enzima si associa a 

una maggiore attivazione del complesso YAP/TAZ, suggerendo una connessione diretta tra 

metabolismo lipidico e resistenza terapeutica. Parallelamente, è stato analizzato in che 

modo i trattamenti influenzino la modalità di morte cellulare. Il trattamento con il solo 

inibitore di SCD1 ha determinato un aumento dei livelli di LC3B, indicativo dell’attivazione 

del processo autofagico. Come noto, l’autofagia rappresenta un meccanismo di 

sopravvivenza temporaneo, attraverso il quale le cellule inibiscono la proliferazione per 

eliminare o riparare componenti danneggiati. Di contro, la terapia a bersaglio molecolare 
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(Dabrafenib/Trametinib) ha indotto un incremento dei livelli di PARP clivato, segno di 

attivazione dell’apoptosi. 

L’aspetto più rilevante è stato osservato nel trattamento combinato tra target therapy e 

inibitore di SCD1, dove si è registrato un aumento significativo dei livelli di PARP clivato 

rispetto ai trattamenti singoli (Figura 26). Questo risultato suggerisce che la sinergia 

farmacologica tra i due inibitori favorisce il processo apoptotico, anche in cellule 

precedentemente resistenti o bloccate in uno stato autofagico, determinando una maggior 

efficacia complessiva nella riduzione della crescita tumorale. Un comportamento analogo è 

stato osservato anche nei modelli di adenocarcinoma polmonare, confermando la 

trasferibilità e la generalizzabilità del fenomeno. Come riportato in Figura 27, anche in 

questo caso si evidenzia un incremento dei livelli di PARP clivato in seguito al trattamento 

combinato, superiore rispetto a quanto osservato con i singoli farmaci. Tale aumento 

potrebbe suggerire che la sinergia tra i due composti abbia facilitato l’attivazione del 

processo apoptotico, anche nelle cellule più resistenti o bloccate in autofagia, determinando 

così una risposta più marcata in termini di inibizione della crescita cellulare. 

 

Figura 27. La linea ADC Lung 2 è stata trattata con Target therapy ed inibitori di SCD1 in singolo ed in 

combinazione per 72h. I lisati cellulari sono stati processati mediante western blotting ed è stata analizzata 

espressione delle seguenti proteine (SCD1, YAP/TAZ, PARPcl, LC3B, ACTINA)  

 



 61 

4.5 Attivazione di vie metaboliche alternative 

Per comprendere i possibili meccanismi di resistenza che si instaurano in seguito 

all’inibizione di SCD1, è stata inoltre valutata l’attivazione di percorsi metabolici 

compensatori. In particolare, è stato analizzato il ruolo dell’enzima Fatty Acid Desaturase 2 

(FADS2), anch’esso coinvolto nel metabolismo lipidico e noto per aumentare la propria 

espressione quando SCD1 viene down-regolato. L’evidenza sperimentale suggerisce che 

FADS2 possa contribuire alla non risposta ai trattamenti in determinati contesti tumorali. 

A supporto di questa ipotesi, i risultati ottenuti mostrano una correlazione inversa tra i 

livelli di espressione di SCD1 e FADS2 in due linee primarie di melanoma (Figura 28): 

 la MEL15, sensibile alla combinazione farmacologica sia in condizioni 2D che nel 

PDO, presenta alti livelli di SCD1 e bassi di FADS2, dalle analisi di Western Blot 

condotte sul lisato proteico della linea primaria; 

 al contrario, la MEL5, non rispondente alla combinazione terapeutica in condizioni 

2D, mostra una up-regolazione di FADS2 associata a una riduzione di SCD1, dalle 

analisi di Western Blot condotte sul lisato proteico della linea primaria;  

 

Figura 28. Livelli di espressione basale di SCD1, FADS2 e TUBULINA in due linee primarie di melanoma 

Questi dati suggeriscono che l’attivazione di FADS2 possa rappresentare un meccanismo 

adattativo di resistenza metabolica alternativo all’inibizione di SCD1, potenzialmente in 

grado di sostenere la crescita e la sopravvivenza cellulare in condizioni di stress terapeutico 



 62 

5. Discussione 

Nel presente lavoro di ricerca è stato indagato il ruolo di SCD1 come modulatore chiave 

della resistenza farmacologica in modelli cellulari e tridimensionali di melanoma e NSCLC. 

L’inibizione di SCD1 è risultata capace di potenziare la risposta ai trattamenti standard, sia 

di tipo target (BRAF, MEK, KRAS) sia chemioterapico, suggerendo che il metabolismo 

lipidico svolga un ruolo determinante nella plasticità e nella sopravvivenza delle cellule 

tumorali sottoposte a stress terapeutico. L’attività di SCD1 è fondamentale per la 

desaturazione degli acidi grassi saturi in monoinsaturi (principalmente acido palmitoleico 

e oleico), molecole che rappresentano precursori essenziali per la sintesi di membrane 

cellulari e per la regolazione dei processi di segnalazione intracellulare [56,57]. Nei tumori 

solidi, l’over-espressione di SCD1 è frequentemente correlata a una maggiore aggressività 

fenotipica, resistenza a farmaci antitumorali e ridotta sopravvivenza dei pazienti. I risultati 

ottenuti in questo studio confermano che SCD1 è fortemente espresso nei modelli 

tridimensionali (PDO) rispetto alle colture 2D, evidenziando una stretta connessione tra 

l’organizzazione architettonica del tumore e la regolazione del metabolismo lipidico. Tale 

incremento di espressione nei modelli 3D riflette una condizione più fisiologicamente 

rilevante, in cui le cellule tumorali cooperano con componenti del microambiente, come 

CAF, cellule immunitarie e stromali, per sostenere la crescita e l’adattamento metabolico. 

Questa osservazione è coerente con evidenze recenti che indicano come la desaturazione 

degli acidi grassi rappresenti un meccanismo adattativo essenziale alla sopravvivenza in 

condizioni di ipossia, stress ossidativo e pressione farmacologica. Inibire SCD1 interrompe 

questo equilibrio, promuovendo l’accumulo di acidi grassi saturi e l’induzione di 

lipotossicità, con conseguente attivazione dell’apoptosi. 

Nel melanoma, la combinazione dell’inibitore di SCD1 con la terapia target (Dabrafenib/ 

Trametinib) ha evidenziato un effetto sinergico in termini di inibizione della crescita, 

particolarmente marcato nei modelli 3D. Questo effetto è coerente con studi precedenti che 

hanno mostrato come l’attività di SCD1 aumenti in seguito all’esposizione a inibitori di 

BRAF e MEK, favorendo un fenotipo adattativo di tipo stem-like. La correlazione tra 
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l’espressione di SCD1 e l’attivazione del complesso YAP/TAZ, osservata nel presente 

lavoro, fornisce un’importante chiave interpretativa. YAP e TAZ sono effettori della via 

Hippo, notoriamente coinvolta nella regolazione della proliferazione, della meccano-

sensibilità e della resistenza terapeutica [34,57]. Diversi studi recenti hanno mostrato che 

l’attività di SCD1 può modulare indirettamente YAP/TAZ attraverso la rimodulazione della 

fluidità di membrana e la segnalazione lipidica. In tal senso, un’elevata attività di SCD1 non 

solo conferisce una maggiore flessibilità metabolica, ma promuove anche adattamenti 

trascrizionali che sostengono la sopravvivenza in presenza di inibitori molecolari [60]. 

L’analisi funzionale dei meccanismi di morte cellulare ha ulteriormente rafforzato questa 

ipotesi. Nei modelli di melanoma BRAF mutato, l’inibizione combinata di SCD1 e della via 

MAPK ha determinato un aumento significativo della clivazione di PARP, indicativa di 

apoptosi e una riduzione dei marcatori di autofagia (LC3B), suggerendo una transizione da 

un meccanismo di sopravvivenza adattativa a uno di morte programmata. Tali risultati sono 

coerenti con la letteratura che identifica SCD1 come un fattore anti-apoptotico attraverso il 

mantenimento della fluidità di membrana e la soppressione della risposta allo stress del 

reticolo endoplasmatico. L’effetto sinergico osservato nella linea NRAS mutata trattata con 

inibitori di MEK e inibitori di SCD1, rappresenta un risultato di particolare rilievo. I 

melanomi NRAS mutati, privi di target therapy approvate, mostrano infatti una forte 

dipendenza da meccanismi di adattamento metabolico per sopravvivere alla pressione 

farmacologica. In questo contesto, la modulazione di SCD1 sembra potenziare l’efficacia 

degli inibitori di MEK interferendo con la riorganizzazione lipidica e la stabilità delle 

membrane cellulari, compromettendo la trasduzione dei segnali proliferativi mediati da 

ERK e AKT. Ciò suggerisce che l’inibizione del metabolismo lipidico possa costituire una 

strategia terapeutica complementare nei melanomi non targettabili [61]. Nel contesto 

dell’adenocarcinoma polmonare, i dati hanno mostrato una risposta eterogenea alla 

combinazione tra l’inibitore di SCD1 e le terapie mirate KRAS o chemioterapiche. Le linee 

KRAS non targhettabili (G12D, G12V) e quelle mutate per p53 hanno mostrato un 

miglioramento della risposta alla combinazione con l’inibitore di SCD1. 

Questo risultato è coerente con studi recenti che dimostrano come la dipendenza dal 
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metabolismo lipidico sia particolarmente accentuata nei tumori con mutazioni di KRAS e 

p53, i quali sfruttano SCD1 per mantenere la biosintesi lipidica e la resistenza allo stress 

ossidativo. Inoltre, l’inibizione combinata di SCD1 e dei percorsi RAS/RAF o PI3K/AKT 

potrebbe interferire con la comunicazione metabolica tra cellule tumorali e microambiente, 

riducendo la secrezione di fattori pro-tumorali e l’adattamento al microambiente ipossico 

[21,62,63]. Un aspetto di particolare interesse emerso da questa ricerca è la possibilità che 

l’inibizione di SCD1 attivi vie metaboliche alternative come quella mediata da FADS2. La 

correlazione inversa tra i livelli di SCD1 e FADS2 osservata nelle linee primarie di melanoma 

suggerisce l’esistenza di un meccanismo di compensazione metabolica, volto a mantenere 

l’omeostasi lipidica in condizioni di stress farmacologico. Tali dati sono coerenti con quanto 

riportato da Vriens et al., secondo i quali l’up-regolazione di FADS2 può sostenere la 

biosintesi di acidi grassi insaturi e favorire la sopravvivenza cellulare in risposta 

all’inibizione di SCD1. Questo fenomeno rappresenta una potenziale via di resistenza 

secondaria, che potrebbe essere affrontata attraverso approcci combinatori mirati al blocco 

simultaneo di più nodi metabolici [64]. L’utilizzo di PDO tumorali ha rappresentato un 

valore aggiunto cruciale in questa ricerca. I modelli 3D hanno mostrato una maggiore 

capacità di replicare la eterogeneità cellulare, la dinamica del microambiente e le interazioni 

cellula-cellula rispetto alle colture 2D. Questa complessità strutturale si è tradotta in una 

maggiore predittività della risposta farmacologica, confermando la validità dei modelli 

tridimensionali come piattaforma preclinica [65]. 

In sintesi, questa ricerca: 

 conferma il ruolo di SCD1 come regolatore metabolico chiave della resistenza ai 

trattamenti antitumorali; 

 dimostra che la sua inibizione amplifica l’efficacia delle target therapy e della 

chemioterapia, promuovendo l’apoptosi e riducendo l’autofagia; 

 evidenzia la possibile attivazione di vie compensatorie (FADS2) che potrebbero 

rappresentare nuovi bersagli terapeutici; 
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 sottolinea il valore dei modelli 3D come strumenti sperimentali avanzati per lo studio 

della farmacoresistenza e della biologia tumorale. 

L’insieme di questi risultati apre prospettive per nuove strategie combinatorie basate sulla 

modulazione del metabolismo lipidico, con potenziali ricadute traslazionali nel trattamento 

personalizzato dei tumori solidi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 66 

6. Conclusioni 

I modelli tridimensionali derivati da pazienti rappresentano oggi un avanzamento 

significativo nel campo della biologia tumorale e nella predizione della risposta 

farmacologica. Grazie alla loro capacità di mantenere la complessa architettura tissutale, le 

interazioni cellula-cellula e cellula-matrice tipiche dei tessuti d’origine, i PDO offrono una 

piattaforma sperimentale dotata di maggiore fedeltà rispetto alle tradizionali colture 

bidimensionali. Inoltre, i PDO consentono di conservare la varietà genetica e fenotipica del 

tumore primario, inclusa l’eterogeneità intra-ed inter-paziente, rendendoli strumenti 

estremamente utili per la medicina di precisione e per l’identificazione di nuove 

vulnerabilità terapeutiche. Dal punto di vista applicativo, questi modelli permettono di 

realizzare strategie di screening farmacologico più realistiche, di valutare la tossicità su 

tessuti umani di riferimento e di studiare la risposta individuale alle terapie in un contesto 

personalizzato. Nonostante questi indubbi vantaggi, presentano ancora limiti rilevanti che 

ne riducono la piena traslazionalità clinica. In primo luogo, rimane la mancanza di 

vascolarizzazione funzionale, un elemento cruciale per il trasporto di nutrienti, 

l’eliminazione dei cataboliti, la distribuzione dei farmaci e la creazione di gradienti 

fisiologici di ossigeno, pH e metaboliti, tutti fattori che nel microambiente tumorale in vivo 

giocano un ruolo determinante. L’assenza di un sistema vascolare limita dunque la capacità 

del modello di riprodurre fedelmente la fisiologia tumorale. In secondo luogo, la scarsa 

rappresentazione della componente stromale e immunitaria impedisce una ricostruzione 

completa del TME: le interazioni tra cellule tumorali, cellule stromali (CAF, cellule 

endoteliali) e cellule immunitarie sono fondamentali per la plasticità, la resistenza ai farmaci 

e la progressione metastatica, e la loro mancata integrazione può semplificare 

eccessivamente la biologia del tumore. essere soggetti a deriva clonale e selezione cellulare 

nel corso dei passaggi in coltura, alterando la rappresentatività del modello rispetto al 

tessuto originario. Altri limiti includono l’assenza di stimoli meccanici e di flusso dinamico 

che in vivo influenzano morfologia, polarità e metabolismo cellulare; la variabilità tra 

protocolli di generazione e mantenimento (che ostacola la riproducibilità); e l’elevato costo 

e la complessità tecnica che limitano l’applicazione su larga scala. Guardando al futuro, sono 
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già delineate prospettive concrete per superare queste barriere e rendere gli organoidi 

strumenti sempre più efficaci nella ricerca traslazionale. Un primo obiettivo è 

l’ottimizzazione della standardizzazione e della riproducibilità dei protocolli di 

generazione, coltura e analisi dei PDO, al fine di minimizzare la variabilità inter-laboratorio 

e permettere un confronto diretto tra studi. In secondo luogo, lo sviluppo di co-colture con 

PBMCs (cellule mononucleate del sangue periferico) autologhe e con cellule endoteliali 

dello stesso paziente appare una strategia promettente per integrare rispettivamente le 

componenti immunitarie e vascolari del microambiente tumorale, rendendo il modello più 

rappresentativo delle condizioni fisiopatologiche reali. Un ulteriore punto chiave riguarda 

la scalabilità: la capacità di produrli in grandi quantità e con qualità costante è fondamentale 

per estendere l’applicazione al drug-screening ad high-throughput e all’implementazione 

clinica della medicina personalizzata. In questo contesto, l’integrazione con approcci multi-

omici, monitoraggio real-time, e piattaforme automatizzate contribuirà a accelerare la 

traslazione del modello dalla piastra alla clinica. In conclusione, sebbene gli organoidi non 

possano ancora sostituire completamente i modelli in vivo, essi rappresentano attualmente 

la piattaforma sperimentale più avanzata e fisiologicamente rilevante per lo studio della 

biologia tumorale e per la valutazione dell’efficacia di nuovi approcci terapeutici. In 

particolare, il loro impiego si è rivelato estremamente utile per l’analisi della risposta agli 

inibitori metabolici, come quelli diretti contro SCD1, e per l’identificazione di biomarcatori 

predittivi di sensibilità o resistenza ai trattamenti. Grazie alla loro capacità di riprodurre 

fedelmente la complessità strutturale e funzionale del tumore d’origine, costituiscono 

dunque un ponte fondamentale tra la ricerca di base e la pratica clinica, favorendo lo 

sviluppo di terapie più efficaci, sicure e personalizzate. Nel complesso, i dati ottenuti nel 

presente lavoro supportano un modello in cui SCD1 agisce come regolatore metabolico 

chiave e trasduttore di segnali pro-survival, influenzando la risposta terapeutica attraverso 

la modulazione del metabolismo lipidico e delle vie di segnalazione correlate. L’inibizione 

di SCD1 si configura quindi come una strategia promettente per superare la resistenza ai 

trattamenti target e chemioterapici, in particolare nei tumori solidi caratterizzati da elevata 

plasticità e adattabilità metabolica. Le prospettive future di questa linea di ricerca includono 
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l’integrazione dei PDO con sistemi immunocompetenti, l’utilizzo di tecnologie avanzate 

come i tumor-on-chip e l’applicazione di analisi multi-omiche per una caratterizzazione più 

approfondita delle interazioni tra metabolismo, segnalazione e risposta farmacologica. Tali 

approcci integrati potranno consentire una comprensione più completa dei meccanismi alla 

base della resistenza terapeutica e aprire la strada a nuove strategie combinatorie, 

contribuendo alla realizzazione di una medicina oncologica sempre più personalizzata e 

traslazionale. In definitiva, mentre la ricerca continua a svelare le molteplici strategie con 

cui i tumori eludono le terapie e rimodellano il proprio metabolismo, diventa sempre più 

chiaro che identificare bersagli terapeutici specifici e realmente vulnerabili non è solo una 

sfida scientifica, ma una priorità imprescindibile della medicina moderna. In un contesto in 

cui l’incidenza tumorale cresce e la resistenza rappresenta ancora uno dei principali fattori 

di fallimento clinico, comprendere con precisione i meccanismi molecolari che sostengono 

la sopravvivenza delle cellule tumorali assume un significato profondo, quello di 

trasformare la complessità biologica in opportunità terapeutiche, restituendo alla ricerca il 

suo ruolo più essenziale. Modelli avanzati come gli organoidi, integrati con tecnologie 

emergenti e approcci multi-omici, non solo ampliano la nostra capacità di leggere il tumore 

nella sua autenticità, ma offrono anche la possibilità concreta di progettare interventi più 

selettivi, più efficaci e soprattutto più umani. 
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