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RIASSUNTO  

 

Il melanoma metastatico, caratterizzato dalla mutazione BRAF V600E, è 

una tra le neoplasie più letali a causa della sua spiccata aggressività. 

L’identificazione di tale mutazione ha portato allo sviluppo della Target 

Therapy, di cui il vemurafenib (PLX4032) è tra i capostipiti. Sebbene i 

pazienti traggano inizialmente beneficio da tale trattamento, entro pochi 

mesi dall’inizio della terapia, sviluppano chemioresistenza, un processo 

multifattoriale in cui la riprogrammazione metabolica gioca un ruolo 

cruciale. A tale riguardo, studi precedentemente condotti dal gruppo di 

ricerca presso cui ho svolto la tesi hanno dimostrato che il metabolismo 

ossidativo svolge un ruolo importante nell'insorgenza della resistenza 

del melanoma al PLX4032. Pertanto, modulatori del metabolismo 

ossidativo, come la metformina, farmaco utilizzato nel trattamento del 

diabete di tipo II, potrebbero essere di ausilio nella terapia. 

Sulla base di tali premesse, scopo del lavoro di tale tesi è stato quello di 

valutare se la modulazione metabolica indotta dalla metformina possa 

essere efficace nel contrastare la chemioresistenza al vemurafenib. Il 

modello cellulare utilizzato era costituito da cellule di melanoma 

metastatico resistenti al vemurafenib (MeOV-PLX-R) precedentemente 

selezionate presso il laboratorio in cui è stato condotto tale lavoro di tesi. 



   

I risultati ottenuti hanno dimostrato che il trattamento combinato con 

PLX4032 e metformina riduce marcatamente la vitalità e la clonogenicità 

delle cellule MeOV-PLX-R, confermando l’importanza di un efficiente 

metabolismo ossidativo nel mantenimento della chemioresistenza. 

Inoltre, è stato osservato che l'attività sinergica di PLX4032 + metformina 

è potenzialmente correlata a meccanismi mediati dall’ossidoriduzione, 

come dimostrato dall’incremento della perossidazione lipidica.  

Nel complesso, i dati ottenuti evidenziano come la riprogrammazione 

metabolica rappresenti un target terapeutico promettente e suggeriscono 

che la metformina possa essere un valido ausilio per superare la 

chemioresistenza al vemurafenib. Pertanto, sebbene in vitro, tali risultati 

suggeriscono che l’associazione di metformina con inibitori di BRAF 

potrebbe rappresentare un campo di indagine per future ricerche 

cliniche. Inoltre, essendo entrambi farmaci già utilizzati nella clinica, 

l’eventuale nuovo impiego in studi clinici combinati potrebbe essere 

facilitato rispetto alla sperimentazione di molecole totalmente nuove.  
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1. INTRODUZIONE  

1. IL MELANOMA  

Il melanoma è una neoplasia altamente aggressiva che origina 

dalla trasformazione dei melanociti (Newcomer K et al., 2022) e la cui 

incidenza è in costante aumento in tutto il mondo (Switzer B et al., 2022).  

I melanociti sono cellule specializzate nella sintesi di melanina e sono 

principalmente localizzate nella pelle, ma anche negli occhi, nelle 

orecchie, nelle leptomeningi, nel tratto gastrointestinale e nelle mucose 

orali, genitali e sinusali; pertanto il melanoma può insorgere in ognuno 

di questi distretti anatomici (Long GV et al., 2023).  

La pericolosità della patologia risiede nella spiccata propensione alla 

metastatizzazione (fig. 1); infatti, a differenza della maggior parte dei 

tumori solidi, anche un melanoma primario T1 di dimensioni 

submillimetriche può già possedere un potenziale metastatico (Tímár J 

et al., 2022).  

Pertanto, mentre una lesione localizzata e diagnosticata in fase precoce è 

spesso risolvibile tramite escissione chirurgica, una crescita verticale di 

pochi millimetri è sufficiente ad incrementarne drasticamente la letalità 

della malattia (Newcomer K et al., 2022; fig. 1).  
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i. Proliferazione dei melanociti 

strutturalmente normali che porta alla 

formazione del nevo benigno; 

istologicamente, si osserva un numero 

aumentato di melanociti annidati lungo lo 

strato basale (frecce). 
 

ii. Sviluppo di una crescita aberrante che può 

verificarsi all’interno di un nevo 

preesistente o in una nuova sede; 

istologicamente, le lesioni presentano 

atipie citologiche casuali e discontinue 

(frecce).  
 

iii. Crescita radiale per cui le cellule 

acquisiscono la capacità di proliferare a 

livello intraepidermico; le lesioni sono 

clinicamente rilevate e mostrano un cancro 

citomorfologico esteso all’intera lesione.  

 

iv. Le lesioni progrediscono verso la fase di 

crescita verticale e acquisiscono la capacità 

di invadere il derma formando un nodulo 

espansivo.  

 

v. Diffusione delle cellule in altre aree della 

pelle ed in altri organi dove possono 

proliferare e creare un focolaio metastatico. 

 

Figura 1. Progressione del melanoma.  

I melanociti progrediscono attraverso una serie di fasi verso la 

trasformazione maligna. La frequenza con cui si instaura la progressione 

dei nevi verso la malignità o la regressione dei nevi è difficile da 

determinare (Miller AJ et al., 2006).  

 

 



   3 

1.1. Epidemiologia  

Il melanoma cutaneo (MSC) rappresenta la maggior parte delle 

diagnosi di melanoma (>90%) e si distingue dagli altri tumori cutanei 

“non melanoma” (NMSC). Le forme di melanoma di origine mucosale e 

uveale si verificano più raramente con un’incidenza inferiore <1-5% 

(Long GV et al., 2023; Ciążyńska M et al., 2021). L’incidenza del 

melanoma cutaneo è in costante aumento sin dagli anni '50 nelle 

popolazioni caucasiche (Switzer B et al., 2022), fenomeno strettamente 

correlato ai cambiamenti negli stili di vita ed alla conseguente maggiore 

esposizione ai raggi UV sia di origine solare naturale sia artificiale (Cust 

AE et al., 2011; Chang C et al., 2014).  

Le statistiche di sopravvivenza riflettono l'importanza della diagnosi 

precoce; infatti, una diagnosi tempestiva è associata ad una 

sopravvivenza globale a 5 anni pari al 92% (Newcomer K et al., 2022). 

Tuttavia, nonostante i recenti miglioramenti nella chemioterapia e 

nell’immunoterapia, la malattia avanzata rimane mortale e la 

sopravvivenza globale dei pazienti a 5 anni corrisponde al 19% (Miller 

KD et al., 2019).  

Negli ultimi 10 anni sono stati fatti importanti progressi nei trattamenti 

sistemici, in particolare grazie allo sviluppo di terapie mirate e 

immunoterapiche per la malattia metastatica (Newcomer K et al., 2022). 

La disponibilità di terapie sistemiche efficaci ha portato a rapidi 
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miglioramenti della sopravvivenza e ad una significativa evoluzione 

degli approcci tradizionali alla gestione di questa patologia (Newcomer 

K et al., 2022).  

 

1.1.1. Fattori demografici e sedi di insorgenza  

A differenza di altri tumori solidi, il melanoma colpisce 

principalmente persone giovani o di mezza età. Al momento della 

diagnosi, l'età media è di 57 anni e l'incidenza aumenta linearmente dopo 

i 25 anni fino ai 50 anni, per poi rallentare soprattutto nelle donne 

(Rastrelli M et al., 2014).  

Il rapporto tra incidenza e genere biologico è complesso ed è strettamente 

correlato all’età: fino ai 40 anni il tasso di incidenza del melanoma è 

maggiore nelle donne, mentre intorno ai 75 anni, risulta quasi 3 volte 

superiore negli uomini rispetto alle donne (Rigel DS et al., 2010; MacKie 

RM et al., 2009).  

Anche la sede anatomica di insorgenza dipende dal sesso: negli uomini 

il melanoma si localizza principalmente a livello della schiena, mentre 

nelle donne insorge più comunemente a livello delle braccia e delle 

gambe (Markovic SN et al., 2007).  

Il tasso di incidenza del MSC varia ampiamente anche in relazione 

all’etnia. La popolazione caucasica, infatti, ha un rischio circa 10 volte 
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maggiore di sviluppare la malattia rispetto alle popolazioni di colore, 

asiatiche o ispaniche (Lasithiotakis K et al., 2006).  

 

1.1.2. Sottotipi istologici  

In base alle caratteristiche cliniche e istopatologiche, il melanoma 

viene classificato in diversi sottotipi principali (Rastrelli M et al., 2014):  

• Melanoma a diffusione superficiale (SSM): è la variante più comune e 

rappresenta circa il 70% dei casi totali. È correlato all'esposizione 

solare intermittente e si localizza più spesso sulla parte posteriore 

degli arti inferiori nelle donne e sul dorso negli uomini (Markovic 

SN et al., 2007);  

• Melanoma nodulare (NMM): rappresenta il 5% dei melanomi e si 

manifesta più spesso sul tronco e sugli arti dei pazienti tra i 50 e i 

60 anni, con una prevalenza maschile. La crescita è soltanto 

verticale e questo spiega l’alto tasso di metastasi e la frequente 

ulcerazione (Markovic SN et al., 2007);  

• Melanoma lentigo maligna (LMM): costituisce il 4%-15% dei 

melanomi cutanei ed è correlato all'esposizione solare a lungo 

termine e all’età avanzata (Markovic SN et al., 2007). Si sviluppa 

quasi esclusivamente sulle aree foto-esposte, in particolare testa e 

collo (Duncan LM, 2009);  
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• Melanoma lentiginoso acrale (ALM): rappresenta il 5% dei melanomi 

nella popolazione caucasica ed è il sottotipo più frequente nelle 

popolazioni asiatiche, ispaniche e africane. Colpisce 

prevalentemente le estremità, in particolare la cute glabra dei palmi 

delle mani, delle piante dei piedi e il letto ungueale. È tipico dei 

pazienti anziani, con una lieve prevalenza nel sesso femminile 

(Markovic SN et al., 2007);  

• Melanoma desmoplastico (DM): insorge solitamente tra i 60 e i 70 anni 

ed interessa soprattutto testa e collo (Markovic SN et al., 2007).  

 

1.2. Eziologia e fattori di rischio  

Il melanoma può originare de novo oppure evolvere da nevi 

preesistenti, sebbene il tasso di trasformazione maligna di questi ultimi 

sia statisticamente basso (Tímár J et al., 2022).  

I fattori di rischio che predispongono allo sviluppo del melanoma sono 

numerosi. Tra quelli di maggior rilievo si annoverano: l’aumento 

dell’esposizione ai raggi UV, il contatto con determinate sostanze 

chimiche, il fumo di sigaretta (Gordon R, 2013), le infezioni cutanee 

sostenute da batteri opportunisti (Nazir S et al., 2021) e fattori fenotipici 

individuali (Newcomer K et al., 2022).  
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1.2.1. Esposizione a raggi UV  

Il principale fattore di rischio ambientale è rappresentato 

dall'esposizione intensa e intermittente ai raggi UV (Newcomer K et al., 

2022). La radiazione UV responsabile del danno cutaneo proviene 

principalmente dalle radiazioni UVA (315-400 nm) e UVB (280-315 nm). 

La radiazione UVA rappresenta circa il 95% della radiazione UV solare e 

rappresenta la principale fonte di radiazione nei lettini abbronzanti. Gli 

UVA, interagendo con il DNA, inducono la formazione di dimeri di 

timina e possono anche causare danno ossidativo indiretto al DNA 

(Douki T et al., 2003). La mutazione puntiforme caratteristica del danno 

da radiazioni UV è la transizione C —> T (Brash DE et al., 1991). La 

radiazione UVB, che è invece assorbita direttamente dalle 

macromolecole del DNA, causa principalmente danni attraverso la ciclo-

dimerizzazione della pirimidina, che spesso colpisce i residui di timina 

adiacenti (Shah P et al., 2015).  

È ormai accertato che qualsiasi esposizione a sorgenti artificiali di 

radiazioni UV, come i lettini abbronzanti, comporti un aumento 

misurabile del rischio di sviluppare melanoma, contrariamente a quanto 

ipotizzato in passato (Int J Cancer, 2007).  

Inoltre, è stato anche dimostrato che l'esposizione agli UV è in grado di 

indurre alterazioni epigenetiche che contribuiscono ai processi di 

trasformazione neoplastica (Sabit H et al., 2020).  



   8 

1.2.2. Fattori fenotipici  

I fattori fenotipici più importanti associati allo sviluppo del 

melanoma includono la pigmentazione cutanea, determinata dalla 

sintesi di eumelanina o feomelanina, e la presenza o assenza di nevi 

melanocitici (Newcomer K et al., 2022).  

Un fenotipo caratterizzato da pigmentazione a predominanza di 

feomelanina (carnagione più chiara, occhi azzurri e capelli rossi) è 

associato ad una maggiore incidenza di scottature solari, accompagnate 

dalla formazione di vesciche, che correla con un aumentato rischio di 

melanoma (Newcomer K et al., 2022).  

Inoltre, il rischio di sviluppare un melanoma è correlato ad anamnesi 

personale positiva per neoplasie cutanee o extra-cutanee (Newcomer K 

et al., 2022).  

 

1.2.3. Comorbidità  

I pazienti sopravvissuti ad un tumore in età pediatrica che 

sviluppano un melanoma presentano una maggiore probabilità di morte 

rispetto ai pazienti con melanoma primario (Brown AL et al., 2019). Oltre 

ai tumori pediatrici, anche alcune neoplasie ematologiche dell'adulto, 

come la leucemia linfatica cronica (Olsen CM et al., 2016) o il linfoma 

non-Hodgkin (Lam CJ et al., 2015), sono associate ad un aumentato 

rischio di sviluppo di melanoma, probabilmente a causa dell'alterazione 
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della normale funzione immunitaria (Newcomer K. et al., 2022). Infatti il 

melanoma è un tumore immunogenico, pertanto, condizioni 

caratterizzate da alterazioni del sistema immunitario sono associate ad 

incremento del rischio di malattia (Newcomer K et al., 2022). In 

particolare è stato osservato un rischio aumentato nei soggetti sottoposti 

a trapianto di organi solidi (Robbins HA et al., 2015; D'Arcy ME et al., 

2019) e a trapianto di cellule staminali emopoietiche (Omland SH et al., 

2016).  

 

1.3. Patogenesi: alterazioni genetiche  

Tra le neoplasie umane il melanoma presenta uno dei carichi 

mutazionali più elevati, caratteristica che riflette la sua stretta 

correlazione con il danno a carico del DNA indotto da fattori ambientali, 

in particolare dalle radiazioni UV (Lawrence MS et al., 2013). Il 

complesso panorama mutazionale rende necessaria la distinzione tra 

mutazioni driver, funzionalmente rilevanti per l’oncogenesi e mutazioni 

bystander, prive di un ruolo causale diretto nella progressione tumorale 

(Newcomer K et al., 2022).  

Dal punto di vista molecolare, la patogenesi del melanoma è 

riconducibile a tre principali categorie di alterazioni genetiche: i) 

mutazioni driver a carico dei geni che codificano proteine coinvolte nelle 

vie di trasduzione del segnale coinvolte nella crescita e sopravvivenza 
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cellulare; ii) alterazioni dei meccanismi di regolazione del ciclo cellulare; 

iii) mutazioni a carico dei geni coinvolti nella pigmentazione.  

 

1.3.1. Vie di trasduzione del segnale coinvolte nella crescita cellulare  

La patogenesi molecolare del melanoma è dominata 

dall'iperattivazione di due vie di segnalazione intracellulare: la via della 

proteina chinasi attivata da mitogeni (MAPK) e la via della 

fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K)/AKT. In condizioni fisiologiche la 

maggior parte dei fattori di crescita esterni attiva queste cascate 

legandosi ai recettori tirosin-chinasi (RTK) presenti sulla membrana 

cellulare. Nel melanoma, tuttavia, mutazioni specifiche permettono 

l’attivazione costitutiva di queste vie indipendentemente dalla presenza 

o assenza di stimoli recettoriali (Newcomer K et al., 2022; Reddy BY et 

al., 2017).  

 

BRAF  

I melanomi cutanei caratterizzati dalla mutazione di BRAF sono 

strettamente associati a un'esposizione solare intermittente e intensa, 

soprattutto in giovane età, e ad una maggiore presenza di nevi 

melanocitici (Maldonado JL et al., 2003). Il gene BRAF è il più 

frequentemente mutato nei melanomi (50%). La mutazione tipica è la 

V600E (esone 15/codone 600), in cui la Valina in posizione 600 è sostituita 
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da acido glutammico, che determina l’attivazione costitutiva della via 

MAPK indipendentemente dai segnali recettoriali (Davies H et al., 2002; 

fig. 2). Altre mutazioni a carico di BRAF che comportano una transizione 

C —> T riconducibile ai raggi UVB sono V600K, V600R e L597S (Hodis E 

et al., 2012). 

Grazie al suo ruolo centrale nelle vie di trasduzione del segnale coinvolte 

nella proliferazione cellulare, BRAFV600E è un importante bersaglio 

terapeutico per il trattamento del melanoma (Zhang T et al., 2016).  

 

NRAS  

È un oncogene che risulta essere mutato in circa il 20% dei 

melanomi, prevalentemente nell'esone 3/codone 61 e le mutazioni più 

frequenti sono Q61L e Q61R (Hodis E et al., 2012). Tale proteina agisce a 

monte di BRAF e attiva contemporaneamente sia la via MAPK-

dipendente che la via PI3K/AKT, contribuendo a promuovere la 

proliferazione e sopravvivenza cellulare (Newcomer K et al., 2022; Doma 

V et al., 2020; fig. 2).  

 

KIT  

Nei melanociti e quindi anche nel melanoma, il recettore KIT 

attiva una via di trasduzione del segnale che coinvolge NRAS e BRAF, 

responsabile, a sua volta, dell'attivazione di MITF (Microphthalmia-
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associated Transcription Factor), fattore di trascrizione specifico dei 

melanociti (Tímár J et al., 2022). Mutazioni a carico di KIT, 

prevalentemente la V559A, sono presenti in meno del 15% dei melanomi 

cutanei totali ma sono particolarmente comuni nei sottotipi acrali e 

mucosi, dove BRAF e NRAS sono solitamente wild-type (Hodis E et al., 

2012; Tímár J et al., 2022; Carvajal RD et al., 2011; Doma V et al., 2020).  

 

PTEN  

Le mutazioni inattivanti dell'oncosoppressore PTEN portano 

all'iperattivazione della via AKT-dipendente a causa dell'accumulo di 

PIP3 (fig. 2). L'attivazione di AKT, coordinata con il complesso mTOR, 

promuove fortemente la sopravvivenza e la crescita cellulare, rendendo 

queste vie iperattive nella quasi totalità dei melanomi (Newcomer K et 

al., 2022).  
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Figura 2. Oncoproteine che promuovono la crescita cellulare del 

melanoma.  

In verde è evidenziata la via di trasduzione del segnale MAPK-

dipendente ed in giallo quella AKT-dipendente. Varianti di BRAF e 

NRAS sono in grado di funzionare anche in assenza di stimoli esterni ed 

attivare la via di segnalazione di MAPK. L’inattivazione di PTEN causa 

l’accumulo di PIP3 che attraverso il reclutamento di AKT promuove la 

crescita cellulare (Newcomer K et al., 2022).  

 

1.3.2. Regolazione del ciclo cellulare  

La progressione neoplastica dipende anche dall'alterazione delle 

vie molecolari coinvolte nella progressione e nell’arresto del ciclo 

cellulare, come si osserva in circa il 90%-100% dei melanomi (Bartkova J 

et al., 1996; Bennett DC, 2008).  
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Locus CDKN2A 

La mutazione a carico del locus CDKN2A è tra le più frequenti ed 

implica, nella maggior parte dei casi, la delezione del gene (Karimkhani 

C et al., 2017) con conseguente perdita della funzione oncosoppressiva e 

la successiva espansione clonale (Shitara D et al., 2015; Lozada JR et al., 

2019). Tale gene codifica per 2 oncosoppressori che regolano la crescita 

cellulare: p16INK4a che inibisce CDK4/6 controllando la transizione G1-

S e p14ARF che protegge p53 dalla degradazione (Newcomer K et al., 

2022).  

 

TP53, MDM2/4, p14ARF  

Mutazioni a carico di TP53, MDM2/4 e p14ARF, proteine coinvolte 

nell’arresto del ciclo cellulare, determinano una progressione 

incontrollata nel ciclo cellulare (Newcomer K et al., 2022). La maggior 

parte dei melanomi mostra l’iperespressione di MDM2/4 che è il 

principale regolatore negativo di p53. Infatti, fisiologicamente, MDM2/4 

si lega a p53 e ne promuove la degradazione proteasomica ubiquitina-

dipendente (Lee B et al., 2015). Nelle cellule tumorali, l’eccesso di 

MDM2/4 porta all’inattivazione di p53.  

Per ciò che riguarda TP53, la maggior parte delle mutazioni sono 

missenso e determinano l'espressione di isoforme mutanti della proteina 

p53, che possono acquisire proprietà pro-oncogeniche (Yamamoto S et 



   15 

al., 2018). Tra queste, la mutazione più comune è la E258K, caratterizzata 

dalla transizione C —> T, tipica del danno indotto da raggi UV (Torrens-

Mas M et al., 2020 - Hodis E et al., 2012). Questa mutazione colpisce p53 

a livello del dominio legante il DNA impedendone il legame con le 

sequenze promotrici dei geni bersaglio responsabili dell’apoptosi.  

La perdita di funzione di p53 può essere un evento relativamente tardivo 

nella progressione tumorale e contribuisce ulteriormente alla perdita del 

controllo proliferativo (Newcomer K et al., 2022).  

 

Cicline  

La Ciclina D regola strettamente la transizione dalla fase G1 alla 

fase S del ciclo cellulare (Newcomer K et al., 2022). Alterazioni del 

numero di copie, come l'amplificazione di CCND1 (Ciclina D1), 

accelerano ulteriormente la divisione cellulare (Karimkhani C et al., 

2017).  

 

1.3.3. Mutazioni dei geni coinvolti nella pigmentazione  

MC1R  

Il gene MC1R codifica il recettore della melanocortina presente sui 

melanociti ed è responsabile della variabilità fenotipica della 

pigmentazione cutanea tra gli individui. Varianti di MC1R sono state 

associate al rischio di melanoma (Reddy BY et al., 2017).  
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Oltre ad avere un ruolo nella sintesi della melanina, l’attivazione di 

MC1R promuove l’integrità genomica del melanocita; pertanto, 

mutazioni non funzionali del recettore favoriscono l’oncogenesi 

indipendentemente dalla variabilità fenotipica della pigmentazione 

cutanea (Raimondi S et al., 2008). Le mutazioni più frequenti sono R151C, 

R160W, D294H e D84E e sono maggiormente associate a fenotipi con 

capelli rossi, pelle chiara e ad un significativo aumento del rischio di 

incidenza del melanoma (Tagliabue E et al., 2018).  

 

MITF  

È un fattore di trascrizione necessario per lo sviluppo dei 

melanociti che può fungere da "oncogene di sopravvivenza del 

lignaggio" nel melanoma, promuovendo la crescita attraverso 

l'espressione di proteine importanti per il differenziamento cellulare 

(Garraway LA et al., 2005). La dipendenza da meccanismi di 

sopravvivenza specifici del lignaggio è stata descritta nel melanoma e 

può conferire sensibilità a determinate terapie (Tsoi J et al., 2018).  

Nel 2005, è stato dimostrato che una variante germinale MITF E318K è 

presente in circa l'1% degli individui di origine europea ed è associata a 

un rischio di melanoma da 3 a 5 volte superiore rispetto alla popolazione 

normale (Berwick M et al., 2014; Garraway LA et al., 2005; Yokoyama S 

et al., 2011). 
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MITF E318K è una variante con guadagno di funzione che causa una 

sumoilazione alterata della proteina e, di conseguenza, una regolazione 

alterata delle vie di trasduzione a valle di MITF (Yokoyama S et al., 2011).  

 

1.3.4. Classificazione molecolare  

In base alla mutazione principale "driver", il melanoma può essere 

classificato in quattro categorie molecolari (Cancer Genome Atlas 

Network, 2015):  

• Melanoma mutante BRAF: caratterizzato dalla perdita di 

CDKN2A/p16 e dall’amplificazione di MITF e PD-L1; le mutazioni 

di TP53 risultano invece essere rare (Chin L et al., 2006);  

• Melanoma mutante RAS: contraddistinto da una mutazione 

frequente di TP53 e dall’assenza di amplificazione di MITF o PD-L1 

(Chin L et al., 2006);  

• Melanoma mutante NF1: sottotipo di melanoma a perdita di funzione 

di un gene oncosoppressore; oltre a NF1, risultano essere 

frequentemente mutati anche i geni CDKN2A, RB1 e TP53 (Chin L 

et al., 2006);  

• Melanoma triplo wild-type: privo di mutazioni in BRAF, NRAS e NF1; 

può presentare amplificazioni di MDM2 e CCND1, mentre TP53 è 

generalmente wild-type (Chin L et al., 2006).  
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Tutti e quattro i sottotipi sono accomunati dalla mutazione in IDH1 

(isocitrato deidrogenasi 1) gene coinvolto nella regolazione epigenetica. 

Il gene PPP6C, che codifica per un inibitore di AURKA risulta essere 

mutato esclusivamente nelle classi BRAF- e RAS-mutanti. Il gene ARID2, 

coinvolto nel rimodellamento della cromatina, è wild-type nel sottotipo 

triplo wild-type mentre è mutato nelle altre sottoclassi (Tímár J et al., 

2022).  

 

1.3.5. Correlazione istologia-mutazioni  

Esiste una stretta correlazione tra variante istologica e frequenza 

delle mutazioni degli oncogeni. Nei melanomi a diffusione superficiale 

(SSM) e nodulari (NM), l'ordine di frequenza delle mutazioni driver è 

BRAF > NRAS > KIT, mentre nelle forme acral-lentiginose, l'ordine risulta 

essere KIT > BRAF > NRAS.  

Tra le principali varianti istologiche si annoverano: 

 Melanoma lentigginoso acrale (ALM): caratterizzato da instabilità 

cromosomica e da un carico mutazionale globale relativamente 

basso rispetto ad altri sottotipi cutanei (Tímár J et al., 2022);  

 Melanoma desmoplastico: variante istologica rara, caratterizzata da 

un elevato carico mutazionale (TMB) e frequentemente associata 

a mutazioni del promotore di NFKBIE (Rabbie R et al., 2019). 

Inoltre, tale tipologia di melanoma può presentare mutazioni di 
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NF1 con una frequenza maggiore rispetto agli altri sottotipi di 

melanoma (Newcomer K et al., 2022);  

 Melanoma uveale: si distingue nettamente dal melanoma cutaneo 

per la presenza di mutazioni nei geni GNAQ e GNA11, che 

codificano proteine coinvolte nelle vie di trasduzione del segnale 

a valle dei recettori accoppiati a proteine G, inclusi quelli correlati 

alla melanocortina-1 (Tímár J et al., 2016);  

 Melanoma ereditario: caratterizzato dalla delezione di CDKN2A e a 

mutazioni germinali di CDK4 (chinasi ciclina-dipendente 4), 

MITF e BAP1 (BRCA1 Associated Protein-1; Law MH et al., 2012).  

 

1.4. Diagnosi  

La diagnosi di melanoma inizia con il sospetto clinico, solitamente 

posto in seguito alla osservazione di una lesione cutanea anomala 

rilevata dal paziente o identificata dal medico durante l’esame obiettivo 

(Newcomer K et al., 2022).  

Sono stati sviluppati diversi metodi per identificare precocemente le 

lesioni pigmentate sospette, tra cui la regola dell’ABCDE (Asimmetria, 

Bordi irregolari, Colore disomogeneo, Diametro, Evoluzione; fig. 3). Le 

caratteristiche di ciascuna lesione devono essere interpretate nel contesto 

del profilo di rischio individuale, includendo fattori ambientali e genetici 
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(American Academy of Dermatology Ad Hoc Task Force for the ABCDEs 

of Melanoma, 2015).  

 

 

Figura 3. Criteri ABCDE dell'American Academy of Dermatology 

(Newcomer K et al., 2022).  

 

I criteri clinici utilizzati per la diagnosi hanno il vantaggio di poter essere 

applicati non solo dai dermatologi, ma anche da altri medici e dalla 

popolazione in generale, contribuendo così alla diagnosi precoce della 

malattia (Carli P et al., 2004; Barnhill RL et al., 1992).  

La valutazione iniziale del paziente con nuova diagnosi di melanoma 

primario comprende un’anamnesi accurata, un esame obiettivo completo 

e l’ispezione dell’intera superficie cutanea, con particolare attenzione ai 



   21 

bacini linfonodali loco-regionali. Eventuali reperti anomali richiedono 

ulteriori accertamenti diagnostici mirati. Nei casi di melanoma di origine 

primaria sconosciuta, sono essenziali un esame anogenitale/pelvico e un 

esame oftalmologico dettagliato (Newcomer K et al., 2022).  

La biopsia escissionale rappresenta il gold standard diagnostico per le 

lesioni pigmentate sospette, in quanto consente la valutazione completa 

dei principali parametri prognostici (Swetter SM et al., 2019).  

Per la stadiazione istopatologica del melanoma, i parametri fondamentali 

sono lo spessore di Breslow e la presenza o assenza di ulcerazione 

(Eigentler TK et al., 2004). Ulteriori caratteristiche istologiche, quali lo 

stato dei margini di resezione, crescita verticale, microsatellitosi, 

invasione angiolinfatica, neurotropismo, regressione e presenza di 

linfociti infiltranti il tumore (TIL), possono fornire un valore prognostico 

aggiuntivo (Clemente CG et al., 1996; Straume O et al., 1996; fig. 4).  

I progressi nella genetica molecolare del melanoma hanno portato allo 

sviluppo di test genetici e immunoistochimici utili per identificare i 

pazienti che potrebbero beneficiare di terapie mirate o immunoterapiche 

(Newcomer K et al., 2022). I principali target molecolari includono i geni 

BRAF, NRAS, KIT e l’espressione di PD-L1 (Newcomer K et al., 2022; fig. 

4).  

La mutazione missenso del proto-oncogene BRAF al codone 600 (V600) 

è l’alterazione più frequente nel melanoma e conferisce sensibilità agli 
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inibitori di BRAF come vemurafenib e dabrafenib (Flaherty KT et al., 

2010).  

Le mutazioni di KIT, rilevabili mediante test molecolari, sono rare nel 

melanoma cutaneo, ma sono più frequenti nei melanomi mucosi e acrali 

lentigginosi, nei quali possono rappresentare un potenziale bersaglio 

terapeutico (Carvajal RD et al., 2011).  

Un’espressione di PD-L1 superiore all’1%, valutata mediante 

immunoistochimica, è stata correlata ad una maggiore probabilità di 

risposta ai trattamenti immunoterapici; tuttavia, la bassa specificità del 

biomarcatore ne riduce l’utilità clinica (Morrison C et al., 2018). 

Dopo ampia escissione locale, è raccomandata la stadiazione 

istopatologica ed il sistema adottato è quello AJCC, 8ª edizione (2017), 

basato sulla classificazione TNM (Gershenwald JE et al., 2017).  

La categoria T descrive le caratteristiche del tumore primitivo e 

comprende tumori con un bacino linfatico negativo e nessuna metastasi 

a distanza (stadi da IA a IIC; fig. 4), con stratificazione basata sullo 

spessore secondo Breslow e sulla presenza o assenza di ulcerazione. La 

presenza di metastasi linfonodali regionali colloca il paziente nello stadio 

III (IIIA-IIID; fig. 4) indipendentemente dalla categoria T.  

Lo stadio IV è invece riservato alla malattia metastatica; le sottocategorie 

M comportano tutte la designazione di stadio IV, e sono suddivise in 

base alla sede anatomica della metastasi (Newcomer K et al., 2022; fig. 4).  
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Figura 4. Cambiamenti molecolari nella progressione del melanoma.  

Nello stadio di nevo benigno si verificano mutazioni di BRAF e la 

conseguente attivazione della via di segnalazione della MAPK. L’atipia 

citologica dei nevi displastici riflette lesioni nelle vie inibitorie associate 

a CDKN2A e PTEN. L’ulteriore progressione del melanoma è associata 

alla perdita di differenziamento cellulare ed alla ridotta espressione dei 

marcatori del melanoma regolati da MITF. La fase di crescita verticale ed 

il melanoma metastatico sono degni di nota per i notevoli cambiamenti 

nel controllo dell’adesione cellulare (Miller AJ et al., 2006).  

 

1.5. Terapia  

1.5.1. Terapia chirurgica e valutazione linfonodale  

L’escissione chirurgica del tumore primario rappresenta lo 

standard di cura nel melanoma cutaneo localizzato. L’obiettivo 

dell’intervento è la rimozione completa della lesione con margini 

chirurgici adeguati, definiti in funzione dello spessore tumorale secondo 
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Breslow e della presenza di ulcerazione (Newcomer K et al., 2022). Nei 

pazienti con malattia ad alto rischio, la chirurgia è frequentemente 

seguita da terapia sistemica adiuvante, costituita da immunoterapia o da 

inibitori combinati di BRAF/MEK nei casi con mutazione BRAF 

(Newcomer K et al., 2022).  

La chirurgia può anche avere un ruolo nella rimozione di lesioni 

metastatiche oligofocali refrattarie, quando vi è evidenza di risposta 

sistemica in altre parti del corpo.  

In caso di malattia regionale “in transito” non resecabile o recidivante, 

viene applicato un approccio sistemico neoadiuvante (Newcomer K et 

al., 2022). Esistono dati che suggeriscono che la combinazione di terapia 

regionale seguita da immunoterapia con blocco dei checkpoint garantisca 

un migliore controllo locoregionale e sistemico della malattia rispetto alla 

sola chemioterapia regionale (Ariyan CE et al., 2018; Jiang BS et al., 2014).  

Un elemento fondamentale nella gestione chirurgica del melanoma è 

rappresentato dalla valutazione linfonodale.  

La dissezione elettiva dei linfonodi regionali (ELND), precedentemente 

utilizzata nei pazienti clinicamente N0, non ha dimostrato alcun 

beneficio in termini di sopravvivenza (Gonzalez A, 2018; Veronesi U et 

al., 1982). L’introduzione della biopsia del linfonodo sentinella (SLNB) 

nei melanomi in stadio I-II ha migliorato l’accuratezza della stadiazione 

(Newcomer K et al., 2022). Le linee guida internazionali ne 
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raccomandano l'utilizzo nei melanomi a spessore intermedio e nei 

melanomi spessi (Coit DG et al., 2019; Wong SL et al., 2018), mentre nei 

melanomi sottili (≤1 mm) il beneficio rimane controverso (Newcomer K 

et al., 2022).  

In passato, la positività del linfonodo sentinella comportava la dissezione 

linfonodale completa (CLND) con l’obiettivo di migliorare il controllo 

locoregionale. Tuttavia, l’assenza di beneficio in guadagno della 

sopravvivenza e l’aumento significativo del rischio di linfedema hanno 

modificato l’approccio. Attualmente, nei pazienti a basso rischio con 

SLNB positiva, l’osservazione con ecografia linfonodale seriata 

rappresenta un’opzione sicura; mentre la CLND è invece indicata nei 

pazienti ad alto rischio (Newcomer K et al., 2022).  

 

1.5.2. Terapia neoadiuvante 

Nei pazienti con malattia resecabile, il trattamento standard 

prevede la resezione chirurgica seguita, se indicato, da terapia adiuvante 

con immunoterapia e/o inibitori delle chinasi nei pazienti BRAF-mutati 

(Coit DG et al., 2016).  

Tuttavia, negli ultimi anni, sta emergendo il ruolo della terapia 

neoadiuvante con immunoterapia e/o terapie mirate. I vantaggi di questo 

approccio sono la riduzione del carico tumorale, la minore morbilità 
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chirurgica e la possibilità di valutare la risposta patologica alla terapia, 

correlata al rischio di recidiva.  

L’immunoterapia neoadiuvante (pembrolizumab, nivolumab e 

ipilimumab, in monoterapia o in combinazione) ha dimostrato efficacia 

nel melanoma in stadio III (Blank CU et al., 2018; Najjar Y et al., 2019). 

Parallelamente, sono stati ottenuti risultati promettenti anche con la 

terapia mirata neoadiuvante (dabrafenib e trametinib) nei pazienti con 

melanoma BRAF-mutato (Newcomer K et al., 2022).  

Attualmente, l’approccio neoadiuvante rappresenta una strategia 

terapeutica in evoluzione, con risultati promettenti soprattutto nei 

pazienti con malattia resecabile ad alto rischio (Newcomer K et al., 2022).  

 

1.5.3. Terapia della malattia “in transito” non resecabile  

La malattia “in transito”, è caratterizzata dalla presenza di 

metastasi cutanee o sottocutanee che si sviluppano tra il sito primitivo e 

i linfonodi regionali; essa interessa il 3-10% dei casi di melanoma 

(Grünhagen DJ et al., 2006) e si manifesta prevalentemente a livello degli 

arti ma può coinvolgere anche tronco e distretto testa-collo 

(Gershenwald JE et al., 2017; Pawlik TM et al., 2005). Esistono diverse 

opzioni per il trattamento della malattia in transito, tra cui l’escissione 

chirurgica, i trattamenti loco-regionali invasivi e diverse terapie 

sistemiche. Molti orientamenti clinici suggeriscono di prendere in 



   27 

considerazione la terapia non chirurgica in presenza di tre o più lesioni 

o qualora la resezione impedisca una chiusura cutanea diretta 

(Newcomer K et al., 2022).  

Negli ultimi anni i trattamenti regionali sono stati ampiamente sostituiti 

da immunoterapia sistemica e terapie intralesionali (iniezione del 

trattamento direttamente nel melanoma), considerati oggi come prima 

linea di intervento. Le terapie intralesionali sono impiegate come 

complemento alla terapia sistemica ed hanno l’obiettivo di garantire il 

controllo locoregionale e di potenziare l’immunocitossicità sistemica. 

Sono terapie utilizzate per la malattia non localizzata ad un arto e per i 

pazienti che non sono idonei alla resezione chirurgica (Newcomer K et 

al., 2022).  

La perfusione (ILP) e l’infusione (ILI) dell’arto, un tempo considerate 

terapie d’elezione, sono attualmente riservate alla terapia di salvataggio 

o ai pazienti senza altre opzioni terapeutiche. Tali metodiche permettono 

la somministrazione di alte dosi di agenti alchilanti, quali Melfalan, 

minimizzando l’esposizione sistemica (Newcomer K et al., 2022).  

 

1.5.4. Terapia adiuvante  

Dopo la resezione chirurgica, lo standard di cura per il melanoma 

in stadio IIIA o superiore prevede l’immunoterapia e terapie mirate nei 

casi BRAF-mutati (Newcomer K et al., 2022).  
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I. Immunoterapia  

L’immunoterapia sistemica comprende l’utilizzo di citochine (IL-

2 ed IFN-γ) che attivano una risposta immunitaria e di inibitori dei 

checkpoint immunitari (anti-CTLA-4 e anti-PD-1), anticorpi monoclonali 

che riducono la capacità delle cellule tumorali di eludere 

l'immunosorveglianza promuovendo l'attivazione delle cellule T (Sood S 

et al., 2021).  

 

I.I. Citochine  

L’attuale panorama terapeutico basato sulle citochine comprende i 

seguenti agenti:  

• Aldesleukin: interleuchina-2 ricombinante ad alto dosaggio 

somministrata per attivare monociti e cellule T citotossiche; 

aumenta anche l’espressione dell'interferone-gamma (IFNγ) 

inducendo un’iperespressione delle molecole MHC sulle cellule 

APC, con conseguente maggiore capacità delle cellule T di 

riconoscere i tumori (Weiss GR et al., 2011). A causa del potenziale 

tossico non può essere considerata una terapia di prima linea per il 

melanoma metastatico che viene preferibilmente trattato con 

inibitori dei checkpoint e terapie mirate più tollerabili (Amaria RN et 

al., 2015);  
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• Interferone alfa-2b e interferone alfa-2b pegilato: attivano le cellule 

T CD4+ e CD8+ insieme alle Natural killer ed aumentano 

l’espressione delle molecole MHC di classe I favorendo la 

migrazione delle cellule T verso le cellule tumorali (Davar D et al., 

2018). Anche in questo caso, il potenziale tossico non ne permette 

l’utilizzo come terapia di prima linea (Ascierto PA et al., 1999; 

Herndon TM et al., 2012);  

• Vaccini e viroterapia oncolitica: forma precoce di immunoterapia 

contro il cancro (Ozao-Choy J et al., 2014). Si basa sulla risposta 

immunitaria adattativa: l’attivazione di cellule T CD8+, cellule T 

CD4+ o cellule B, impedisce alle cellule tumorali di sfuggire al 

riconoscimento immunitario (Ozao-Choy J et al., 2014); 

• Talimogene laherparepvec (T-VEC): vaccino contenente il virus 

herpes simplex di tipo 1 modificato che agisce come virus oncolitico 

contro il melanoma (Harrington KJ et al., 2015). Può contribuire a 

esporre gli antigeni associati al tumore innescando così la risposta 

immunitaria antitumorale (Ribas A et al., 2017). In tale ambito, 

diversi studi condotti esaminando la combinazione di T-VEC con 

ipilimumab e pembrolizumab hanno mostrato tassi di risposta 

oggettiva (ORR) molto promettenti (Chesney J et al., 2018; Long GV 

et al., 2019).  
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I.II. Inibitori dei checkpoint immunitari  

L’attuale approccio terapeutico prevede l’utilizzo di diversi 

anticorpi monoclonali diretti contro specifici bersagli molecolari, tra cui:  

• Ipilimumab: anticorpo monoclonale anti-CTLA-4 che impedisce 

alle cellule tumorali di sfuggire alla risposta immunitaria (Hodi FS 

et al., 2010). È stato il primo ad essere approvato dalla FDA per l’uso 

nel melanoma in stadio III resecato (Newcomer K et al., 2022). Il suo 

impiego ha dimostrato un miglioramento significativo della 

sopravvivenza libera da recidiva (RFS) e della sopravvivenza 

globale (OS) a 5 anni rispetto al placebo (Eggermont AM et al., 2016);  

• Nivolumab e Pembrolizumab: anticorpi anti-PD-1 approvati per 

l’uso in terapia adiuvante nel melanoma in stadio III e IV. Tali 

anticorpi si sono dimostrati superiori all’ipilimumab in termini di 

tassi di risposta e tossicità (Robert C et al., 2015);  

• Ipilimumab + Nivolumab: combinazione approvata dallo studio 

CheckMate 067 per l’uso nella malattia non resecabile o metastatica 

(Newcomer K et al., 2022).   

La terapia di combinazione con blocco dei checkpoint migliora la 

sopravvivenza determinando però un maggior numero di eventi avversi 

(Newcomer K et al., 2022).  
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II. Targeted therapies  

L’inibizione combinata BRAF/MEK rappresenta il gold standard 

nei pazienti con mutazione BRAF V600 (Inamdar GS et al., 2010; fig. 5).  

 

II.I. Inibitori di BRAF  

Il gene BRAF è il più comunemente mutato (42-66% dei casi), con 

una prevalenza della variante V600E, seguita dalla V600K (Davies H et 

al., 2002; Curtin JA et al., 2005; Rubinstein JC et al., 2010). I pazienti 

portatori di entrambe le mutazioni sono candidati al trattamento con 

terapia con inibitori di BRAF, i quali interrompono la segnalazione lungo 

la via MAPK bloccando la replicazione delle cellule maligne.  

I principali farmaci inibitori di BRAF sono: 

• Vemurafenib: primo farmaco della categoria, disponibile dal 2011; 

ha mostrato una riduzione relativa del 73% del rischio di 

progressione della malattia o di morte rispetto alla dacarbazina 

(Chapman PB et al., 2011); 

• Dabrafenib: approvato come monoterapia per il melanoma 

metastatico con mutazione BRAF nel 2013 (Ballantyne AD et al., 

2013) e recentemente approvato anche in combinazione con 

Trametinib nel 2018 (US Food and Drug Administration, 2018);  
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• Encorafenib: ha dimostrato avere maggiori effetti on-target ed 

un’emivita più lunga rispetto a dabrafenib e vemurafenib, il che ha 

contribuito alla sua maggiore efficacia (Sun J et al., 2018); ne è stata 

approvata la combinazione con binimetinib (Shirley M, 2018). 

 

II.II. Inibitori di MEK  

A completamento della terapia mirata contro la via di trasduzione 

del segnale, gli inibitori di MEK attualmente approvati per l’uso clinico 

sono:  

• Trametinib: sebbene meno efficace in monoterapia rispetto agli 

inibitori di BRAF (Lugowska I et al., 2015), ha dimostrato un valore 

sinergico in combinazione con dabrafenib (US Food and Drug 

Administration, 2018);  

• Cobimetinib: approvato nel 2015 per l’uso nel melanoma 

metastatico con mutazione BRAF in combinazione con 

vemurafenib (National Cancer Institute, 2015);  

• Binimetinib: utilizzato nel melanoma metastatico con mutazione 

BRAF e NRAS; la FDA ha approvato la combinazione di 

encorafenib e binimetinib per il trattamento del melanoma 

metastatico con mutazione BRAF (Shirley M, 2018).  
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L’efficacia della monoterapia con inibitori di BFAF è spesso limitata 

nel tempo a causa dell’insorgenza di resistenze (Tanda ET et al., 2020). 

Inoltre, la monoterapia con inibitori di BFAF è stata associata alla 

comparsa di neoplasie cutanee secondarie (carcinomi squamocellulari e 

cheratoacantomi), che venivano prevenute con l'aggiunta di inibitori di 

MEK (McArthur GA et al., 2014).  

La combinazione di inibitori di BRAF con inibitori di MEK è in grado di 

potenziare l’inibizione della MAPK ritardando le resistenze e riducendo 

l’incidenza di tossicità cutanee secondarie.  

Attualmente, le tre combinazioni approvate per il trattamento adiuvante 

(vemurafenib/cobimetinib, dabrafenib/trametinib ed 

encorafenib/binimetinib) rappresentano lo standard terapeutico.  

Lo studio COMBI-AD ha evidenziato una sopravvivenza libera da 

recidiva a 3 anni del 58% nei pazienti trattati con dabrafenib più 

trametinib (rispetto al 39% del placebo) (Long GV et al., 2017); i benefici 

sono mantenuti indipendentemente dallo stadio, infiltrazione 

linfonodale e ulcerazione tumorale (Hauschild A et al., 2018).  
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Figura 5. Vie molecolari coinvolte nello sviluppo del melanoma e 

ruolo degli inibitori di BRAF e MEK (Nigam S et al., 2025).  

 

1.5.5. Radioterapia  

Per i pazienti ad alto rischio di recidiva locoregionale, può essere 

impiegata la radioterapia, ma non è stato dimostrato che abbia un effetto 

sulla sopravvivenza complessiva a lungo termine (Burmeister BH et al., 

2012). Inoltre, la radioterapia è utile per quei pazienti che non sono buoni 

candidati chirurgici e nei quali il trattamento è finalizzato al sollievo dei 

sintomi (Shitara D et al., 2015).  
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1.5.6. Chemioterapia tradizionale 

Nonostante l’avvento dell’immunoterapia e delle terapie mirate, 

la chemioterapia rimane una importante risorsa nel tentativo di eradicare 

il melanoma, ma il suo successo a lungo termine è limitato da un’alta 

incidenza di recidive dovute alla resistenza acquisita (Sood S et al., 2021).  

 

I. Agenti Alchilanti  

Sono la classe di chemioterapici più comunemente impiegata nel 

trattamento del melanoma (PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2024; 

Wichtowski M et al., 2018). I principali agenti alchilanti sono: 

• Dacarbazina (DTIC): approvata negli anni ’70, agisce come agente 

alchilante del DNA metilando le basi puriniche. Studi clinici di fase 

III hanno mostrato un successo limitato con tassi di risposta dal 10% 

al 20% (Jiang G et al., 2014). Inoltre, a causa della sua citotossicità 

aspecifica, è stata associata a significativi effetti collaterali come la 

soppressione dell’emopoiesi e la conseguente anemia (Jiang G et al., 

2014);  

• Temozolomide: agente alchilante analogo della Dacarbazina, 

possiede il vantaggio di attraversare la barriera emato-encefalica, 

risultando utile nel trattamento delle metastasi cerebrali (Sood S et 

al., 2021);  
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• Fotemustina: agente alchilante appartenente al gruppo delle 

nitrosouree, agisce aggiungendo gruppi cloroetilici alle basi 

guaniniche (Guida M et al., 2018).  

 

II. Agenti che interferiscono con i microtubuli  

I principali composti utilizzati in questo ambito sono:  

• Paclitaxel: chemioterapico comunemente utilizzato. Promuove la 

polimerizzazione della tubulina portando all'inibizione del ciclo 

cellulare nella fase G2/M e quindi all'innesco dell’apoptosi (Legha 

SS et al., 1990);  

• Vinblastina e vincristina: alcaloidi della vinca, inducono l’apoptosi 

inibendo la polimerizzazione della tubulina (Florian S et al., 2016).  

 

III. Composti del Platino  

Tra gli analoghi del platino più impiegati si trovano cisplatino e 

carboplatino; ampiamente utilizzati nel trattamento dei tumori 

metastatici sono agenti alchilanti del DNA che si legano ai residui 

purinici (Johnstone TC et al., 2014).  
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IV. Antracicline  

L’agente chemioterapico appartenente a questa categoria più 

utilizzato nel trattamento del melanoma è la doxorubicina che agisce 

bloccando l’enzima topoisomerasi II utilizzato nella replicazione del 

DNA, portando all’attivazione dell’apoptosi (Sood S et al., 2021) e alla 

generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Thorn CF et al., 2011). 

 

1.5.7. Terapia della malattia metastatica (stadio IV)  

Il melanoma cutaneo è considerato metastatico quando si diffonde 

oltre i linfonodi regionali (American Joint Committee on Cancer, 2009).  

Un fattore prognostico significativo nei pazienti con malattia metastatica 

è il livello di lattato deidrogenasi (LDH) (Bedikian AY et al., 2008). I livelli 

di LDH sono integrati nel sistema di stadiazione AJCC per classificare la 

malattia metastatica a distanza (Gershenwald JE et al., 2017). I tassi di 

sopravvivenza globale a 1 e 2 anni nei pazienti con livelli di LDH normali 

sono il doppio di quelli dei pazienti con LDH elevata (Balch CM et al., 

2009).  

Al termine di una valutazione approfondita, che comprende anche test 

genetici per individuare possibili mutazioni (BRAF V600E, V600K, KIT), 

il paziente con melanoma metastatico può iniziare diversi percorsi 

terapeutici a seconda dell'entità e della localizzazione delle metastasi 
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(Newcomer K et al., 2022). I pazienti con malattia non suscettibile di 

resezione chirurgica dovrebbero iniziare una terapia sistemica.  

L'ultimo decennio ha segnato una rivoluzione nel trattamento del 

melanoma in stadio IV: prima del 2011 tali pazienti erano trattati con 

Dacarbazina, dopo il 2011, nel trattamento dello stadio IV è subentrata 

l’immunoterapia combinata e la targeted therapy (Newcomer K et al., 

2022). 

Per quanto concerne l’immunoterapia combinata, viene utilizzata 

l’associazione nivolumab + ipilimumab, che garantisce il blocco 

simultaneo di PD-1 e CTLA-4. Tale associazione ha portato la 

sopravvivenza a 5 anni oltre il 50%, sebbene con un tasso di eventi 

avversi di grado III-IV vicino al 60% (Larkin J et al., 2015; Larkin J et al., 

2019).  

Una caratteristica unica del profilo farmacodinamico di ipilimumab è 

una risposta tumorale relativamente ritardata. Inoltre, la massa tumorale 

potrebbe inizialmente progredire, a causa di un arrivo di cellule 

infiammatorie reclutate nell'area, per poi ridursi successivamente. 

Questo fenomeno farmacodinamico caratteristico è la 

pseudoprogressione (Kirkwood JM et al., 2008).  

Nei pazienti con mutazione BRAF V600, viene utilizzata la targeted 

therapy combinata (es. dabrafenib/trametinib) (Robert C et al., 2019; 

Newcomer K et al., 2022). Tuttavia, lo sviluppo di resistenza, osservato 
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in circa la metà dei pazienti dopo meno di un anno di terapia, rimane 

però una sfida importante (Tanda ET et al., 2020). In sintesi, nonostante 

il calo della mortalità registrato dal 2011 (Berk-Krauss J et al., 2020), la 

gestione della malattia metastatica sintomatica e la gestione delle 

resistenze farmacologiche richiedono la ricerca di nuove strategie 

metaboliche e immunomodulatorie. 

 

1.6. Chemioresistenza  

Nonostante la presenza di vari farmaci per il trattamento dei 

melanomi, la resistenza alle terapie rappresenta una sfida clinica 

importante. Le cellule del melanoma possono infatti sviluppare 

meccanismi per eludere la terapia e questo spesso si verifica a causa di 

mutazioni che attivano vie di segnalazione alternative (Nigam S et al., 

2025).  

La chemioresistenza può essere sia intrinseca (primaria), se 

costitutivamente presente nel tumore, o estrinseca (secondaria), se 

insorge a seguito del trattamento farmacologico.  

Circa il 15-20% dei ceppi di melanoma manifesta una forma di resistenza 

primaria alle terapie utilizzate; la resistenza secondaria però nel tempo 

risulta statisticamente più frequente rispetto a quella intrinseca 

(Czarnecka AM et al., 2020).  
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La resistenza tumorale si osserva in particolare con gli inibitori di BRAF 

(BRAFi) e gli inibitori dei checkpoint immunitari (Sood S et al., 2021; 

Keller HR et al., 2017). Pertanto, comprendere i meccanismi molecolari 

alla base della chemioresistenza è fondamentale per sviluppare nuove 

strategie terapeutiche in grado di contrastarla (Nigam S et al., 2025).  

 

1.6.1. Resistenza intrinseca  

Il 5% dei melanomi che sviluppano resistenza intrinseca presenta 

mutazioni attivanti di MEK che li rende resistenti a inibitori di MEK e 

BRAF (Tangella LP et al., 2021). Ciò consente alla via MAPK/MEK di 

essere costitutivamente attivata anche in presenza di questi farmaci.  

Un altro meccanismo è rappresentato dall’iperespressione o 

amplificazione della ciclina D1, codificata dal gene CCND1 (Dulgar O et 

al., 2021), riscontrata nell’11% dei melanomi (Tangella LP et al., 2021). 

Inoltre è stato osservato che l’aumento della ciclina D1 aumenta la 

resistenza agli inibitori di BRAF, in particolare al dabrafenib (Tangella 

LP et al., 2021).  

 

1.6.2. Resistenza estrinseca  

Questo tipo di resistenza è causata da meccanismi adattativi che 

coinvolgono sia le cellule tumorali sia il microambiente (Nigam S et al., 

2025).  
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Un fattore di rilevante importanza in questo ambito è l’HGF (hepatocyte 

growth factor) proveniente dal microambiente tumorale. L’HGF attivato 

lega il recettore MET, promuovendo migrazione e proliferazione e 

consentendo la riattivazione della via MAPK nonostante l’inibizione 

farmacologica, contribuendo così alla resistenza agli inibitori di MEK 

(Tangella LP et al., 2021). 

Un’altra modalità di resistenza estrinseca è la perdita di SOX10, fattore 

di trascrizione coinvolto nello sviluppo dei melanociti, nella 

proliferazione cellulare e nella funzione mitocondriale (Capparelli C et 

al., 2022). La sua riduzione è associata alla resistenza al vemurafenib 

attraverso l’attivazione della via mediata da TGF-β e la successiva iper-

regolazione di EGFR e PDGFRβ (Guo W et al., 2021). Tuttavia, altri studi 

hanno dimostrato che una diminuzione di SOX10 può aumentare la 

sensibilità agli inibitori delle MAPK in melanomi BRAF-mutati (Guo W 

et al., 2021). L’effetto controverso di SOX10 dimostra che i meccanismi 

della resistenza correlati a questo fattore di trascrizione non sono stati 

ancora completamente identificati (Nigam S et al., 2025).  

Esistono quattro varianti di splicing di BRAF V600E (p41, p48, p55 e p61) 

(Clark ME et al., 2020) presenti nel 13-30% dei melanomi (Tangella LP et 

al. 2021). La presenza di queste isoforme può conferire resistenza 

specifica agli inibitori di BRAF, anche se assunti in combinazione con 

inibitori di MEK.  
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Le varianti menzionate sono caratterizzate dalla perdita del dominio di 

legame per Ras, alterazione strutturale che ne permette la 

dimerizzazione costitutiva eludendo l’inibizione farmacologica (Nigam 

S et al., 2025).  

Oltre ai meccanismi MAPK-dipendenti, esistono anche modalità di 

resistenza MAPK-indipendenti che coinvolgono la via fosfoinositide 3-

chinasi (PI3K)/proteina chinasi B (AKT). L’attivazione compensatoria di 

AKT consente il mantenimento dei segnali proliferativi e di 

sopravvivenza, aggirando il blocco farmacologico di BRAF e MEK 

(Zhong J et al., 2022).  

 

1.6.3. Meccanismi di chemioresistenza   

I. Evasione dall’apoptosi  

La riduzione della suscettibilità all’apoptosi contribuisce in modo 

significativo alla tumorigenesi ed alla progressione del melanoma 

(Nigam S et al., 2025). Le cellule di melanoma presentano resistenza 

intrinseca all’apoptosi, dovuta all’alterazione delle vie apoptotiche e 

garantita dalla riprogrammazione delle vie di proliferazione e 

sopravvivenza cellulare (Soengas MS et al., 2003; fig. 6).  

I meccanismi alla base di questa alterazione sono dovuti a: i) attivazione 

di fattori antiapoptotici ed inattivazione di effettori proapoptotici; ii) 

rafforzamento dei segnali di sopravvivenza che coinvolgono un’alterata 
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espressione di proteine inibitrici dell’apoptosi; iii) inattivazione del 

pathway p53 dipendente; iv) resistenza ai ligandi di morte; v) attivazione 

delle vie di sopravvivenza come PI3K/AKT/ PTEN e delle vie NF-κB e 

Raf/MAPK che regolano l'espressione di geni pro-apoptotici e anti-

apoptotici (Soengas MS et al., 2003; Eberle J et al., 2007).  

 

 

Figura 6. Resistenza delle cellule di melanoma all’apoptosi. 

A sinistra è riportato uno schema della sequenza di eventi che portano 

alla morte apoptotica. A destra sono invece riportati i principali 

meccanismi che contribuiscono a rendere il melanoma resistente agli 

stimoli apoptotici (Nigam S et al., 2025).  

 

II. Alterazioni delle vie di trasduzione del segnale  

Mutazioni, principalmente attivanti, a carico di MEK, RAF o di 

altre componenti delle vie di trasduzione del segnale possono riattivare 
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la via MAPK (Nigam S et al., 2025) nonostante il blocco farmacologico 

garantito dagli inibitori di BRAF e MEK (Al Hmada Y et al., 2024; Kozar 

I et al., 2019; fig. 7). Oltre alla segnalazione delle MAPK, nei melanomi 

chemioresistenti è comunemente osservata l’iperattivazione della via 

PI3K-mTOR. Tale fenomeno può essere conseguente ad una mutazione 

o alla delezione del gene PTEN (inibitore della via PI3K-mTOR) 

riscontrata in circa il 10% dei melanomi, con conseguente perdita del 

controllo negativo sulla via PI3K/AKT/mTOR (Zuo Q et al., 2018; fig. 7).  

 

 

Figura 7. Alterazioni dei principali pathway di segnalazione e relativi 

bersagli molecolari coinvolti nel trattamento del melanoma con 

mutazione BRAFV600E e BRAFV600K (Nigam S et al., 2025).  
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III. Epigenetica  

Le alterazioni epigenetiche rappresentano un importante 

meccanismo di chemioresistenza nel melanoma (fig. 8). In particolare, la 

metilazione aberrante del DNA a carico dei geni oncosoppressori è un 

importante meccanismo di inattivazione funzionale frequentemente 

riscontrato nelle cellule chemioresistenti (Nigam S et al., 2025). Queste 

alterazioni sono spesso sostenute dall’iperattivazione di vie di 

trasduzione del segnale coinvolte nella proliferazione, in particolare 

PI3K/AKT e MAPK (Giunta EF et al., 2021; Lee JJ et al., 2014).  

Oltre alla metilazione del DNA, anche modificazioni post-traduzionali 

degli istoni (metilazione, deacetilazione e demetilazione) contribuiscono 

alla resistenza agli inibitori della via MAPK-dipendente (Rubanov A et 

al., 2022). Poiché queste alterazioni epigenetiche sono reversibili, 

possono rappresentare bersagli promettenti per superare la 

chemioresistenza.  

Inibitori della DNA-metiltransferasi (DNMTi) e dell’istone-deacetilasi 

(HDACi) possono ripristinare la sensibilità apoptotica e migliorare la 

risposta ai trattamenti. Inoltre, gli oligonucleotidi antisenso possono 

essere utilizzati per modulare l’espressione di regolatori epigenetici 

specifici (Strub T et al., 2020; Wang N et al., 2023).  
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Figura 8. Modificazioni epigenetiche e switching fenotipico che 

contribuiscono alla chemioresistenza nel melanoma (Nigam S et al., 

2025).  

 

IV. Switching fenotipico  

Il melanoma è un tumore eterogeneo, caratterizzato da una 

popolazione cellulare capace di transizioni dinamiche tra diversi stati 

trascrizionale e fenotipici (Nigam S et al., 2025). Lo switching fenotipico 

comporta passaggio tra stati quiescenti e proliferativi del ciclo cellulare, 

modifiche nell’invasività, rimodulazione delle vie di segnalazione ed 

alterazioni dell’espressione genica. Tale plasticità contribuisce alla 

chemioresistenza e rappresenta uno dei principali determinanti 

dell’aggressività del melanoma e della sua capacità di metastatizzare ai 



   47 

linfonodi e agli organi secondari (Hossain SM et al., 2023; Bailey CM et 

al., 2012).  

Il mediatore molecolare più studiato in questo contesto è il fattore di 

trascrizione MITF, che è stato citato precedentemente. Infatti, è stato 

osservato che melanomi non invasivi presentano livelli elevati di MITF, 

associati ad un fenotipo differenziato; al contrario i melanomi invasivi 

presentano bassi livelli MITF (Hoek KS et al., 2008).  

Questa plasticità fenotipica delle cellule del melanoma contribuisce alla 

resistenza crociata sia alla terapia mirata sia alla terapia con inibitori dei 

checkpoint immunitari (Diazzi S et al., 2023).  

 

V. Alterazione metabolica  

Le cellule di melanoma mostrano una grande flessibilità 

metabolica grazie alla quale riescono ad adattarsi a microambienti 

tumorali ipossici o poveri di nutrienti. Questo adattamento si realizza 

attraverso l’aumento della sintesi lipidica e l’utilizzo dei lipidi come 

fonte di energia alternativa (Nigam S et al., 2025). Inoltre, un fattore 

associato alla maggiore invasività tumorale è l’elevata sintesi di acidi 

grassi, in particolare sfingolipidi, glicerofosfolipidi, steroli ed eicosanoidi 

(Pellerin L et al., 2020).  

La riprogrammazione metabolica, con passaggio da glicolisi a 

metabolismo lipidico contribuisce alla resistenza alle terapie mirate. Tale 
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evento è dovuto al fatto che i lipidi regolano processi cellulari 

fondamentali per la sopravvivenza cellulare quali la funzione della 

glicoproteina P di membrana, il traffico di membrana, le vie apoptotiche, 

il trasporto dei farmaci e l’endocitosi (Nigam S et al., 2025).  

 

VI. Microambiente tumorale  

Il microambiente tumorale (TME) è un sistema complesso 

costituito oltre che dalle cellule tumorali anche da cellule stromali, cellule 

immunitarie e matrice extracellulare (Nigam S et al., 2025).  

Le cellule stromali svolgono un ruolo cruciale nello sviluppo del cancro. 

In particolare i fibroblasti associati al cancro (CAF) costituiscono la 

maggior parte dello stroma tumorale e promuovono l’iniziazione del 

cancro, l’angiogenesi, l’invasione e la metastasi (Mao Y et al., 2013). I CAF 

contribuiscono alla chemioresistenza attraverso diversi meccanismi, tra 

cui l'espressione di vari sottotipi di CAF, la secrezione di citochine ed il 

rilascio di esosomi (Nigam S et al., 2025).  

Le cellule stromali possono secernere fattori di crescita che determinano 

l’attivazione delle vie di MAPK e PI3K-AKT, conferendo resistenza agli 

inibitori di BRAF (Straussman R et al., 2012). 

Infine, il TME può promuovere la proliferazione delle cellule di 

melanoma attraverso una maggiore produzione di proteine della matrice 
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extracellulare come il collagene che, fornendo un ambiente più rigido, 

garantisce la proliferazione tumorale (Kozar I et al., 2019).  
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2. SCOPO DELLA RICERCA  

Il melanoma metastatico è uno dei tumori più letali a causa 

dell’inefficacia delle terapie attuali. Negli ultimi 15 anni sono state 

sviluppate terapie mirate contro BRAF e MEK (Jaune E et al., 2018). 

Sebbene i risultati iniziali sembrassero promettenti, con un aumento 

della sopravvivenza globale ed una riduzione delle dimensioni del 

tumore primario, la maggior parte dei pazienti sviluppava resistenza 

entro pochi mesi, con conseguente progressione metastatica e la 

formazione di recidive (Aplin AE et al., 2011; Flaherty KT et al., 2012). 

L’identificazione di nuovi composti antineoplastici in grado di superare 

tali meccanismi di adattamento rappresenta quindi una priorità clinica e 

scientifica. 

In tale contesto, studi precedentemente condotti presso il 

laboratorio dove ho svolto la tesi, hanno dimostrato che l’acquisizione 

della resistenza al vemurafenib è associata al mantenimento di un 

efficace metabolismo ossidativo nelle cellule di melanoma (Garbarino O 

et al., 2023). Tale evidenza suggerisce che la riprogrammazione 

metabolica rappresenti un elemento chiave nella sopravvivenza delle 

cellule resistenti e possa costituire un potenziale bersaglio terapeutico. In 

tale contesto, si è ipotizzato che la metformina possa rappresentare una 

strategia terapeutica ottimale per colpire le cellule di melanoma 
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resistenti, grazie alla sua capacità di modulare il metabolismo energetico 

ed agire come inibitore della respirazione mitocondriale.  La metformina 

è la biguanide più comunemente utilizzata nel trattamento del diabete di 

tipo II ed esercita la sua azione: i) aumentando l’assorbimento del 

glucosio attraverso la traslocazione sulla membrana plasmatica del 

trasportatore del glucosio 1 (GLUT-1), sia nelle cellule epatiche (Gunton 

JE et al., 2003) che nelle cellule muscolari scheletriche (Fischer Y et al., 

1995); ii) incrementando l’espressione dei substrati del recettore 

dell’insulina 1 e 2 (IRS-1 e 2), con conseguente miglioramento 

dell’assorbimento del glucosio (Jaune E et al., 2018); iii) inibendo la 

gluconeogenesi epatica attraverso il blocco degli effetti del glucagone 

(Fulgencio JP et al., 2001).  

I pazienti diabetici presentano un rischio maggiore di sviluppare tumori 

rispetto ai pazienti sani a causa dell’aumento dei livelli di fattori di 

crescita circolanti, come l’insulina o i fattori di crescita insulinici 1 e 2 

(IGF-1 e IGF-2) (Giovannucci E et al., 2010). In questo contesto, numerose 

analisi retrospettive hanno dimostrato un potenziale effetto antitumorale 

della metformina in pazienti con diabete di tipo II (Evans JM et al., 2005; 

Monami M et al., 2009).  

Attualmente, sono stati registrati 304 studi clinici sul trattamento con 

metformina in diversi tipi di cancro (Jaune E et al., 2018).  
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Uno dei principali effetti della metformina sulle cellule tumorali è 

l’inibizione indiretta del complesso mTORC1 (Jaune E et al., 2018), 

fondamentale regolatore della sintesi proteica e della crescita cellulare. 

Questo complesso è spesso attivato nelle cellule tumorali e può essere 

associato alla resistenza alla terapia antitumorale. Inoltre, mTORC1 

svolge un ruolo fondamentale nella proliferazione e nella crescita delle 

cellule staminali normali e delle cellule staminali tumorali (Jaune E et al., 

2018).  

L’inibizione del complesso I della catena respiratoria mitocondriale 

causata dalla metformina interrompe la produzione di ATP nella cellula 

(Miller RA et al., 2010) e induce l’attivazione dell’AMPK (Zhou G et al., 

2001). L’attivazione dell’AMPK agisce come regolatore oncosoppressivo 

regolando processi come la crescita e la proliferazione cellulare, il 

controllo del ciclo cellulare, la polarità cellulare, l’apoptosi e l’autofagia 

(Luo Z et al., 2010).  

Inoltre, l’AMPK può fosforilare direttamente p53 sulla serina 15, 

aumentando l’espressione di p21 e promuovendo l’arresto del ciclo 

cellulare (Jones RG et al., 2005). La comprensione dei meccanismi 

molecolari con cui la metformina interferisce con le riserve energetiche 

delle cellule di melanoma resistenti è fondamentale per lo sviluppo di 

nuove strategie terapeutiche. Alla luce di queste evidenze, scopo del 

lavoro di tale tesi è stato quello di valutate se la modulazione metabolica 
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indotta dalla metformina potesse compromettere la sopravvivenza e il 

potenziale clonogenico delle cellule resistenti, fornendo un razionale 

sperimentale per future strategie terapeutiche combinatorie. 
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3. MATERIALI E METODI  

3.1. Sostanze chimiche  

Il vemurafenib (PLX4032) e la metformina sono stati acquistati da 

Selleck Chemicals LLC (Houston, TX, USA). Le polveri di tali composti 

sono state dissolte in dimetilsolfossido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). 

 

3.2. Linee cellulari  

Gli esperimenti sono stati condotti su una linea cellulare di 

melanoma metastatico MeOV (BRAFV600E), derivata da una biopsia di 

paziente (Furfaro A et al., 2022) e resa resistente al PLX (MeOV-PLX-R) 

presso il laboratorio in cui è stata svolta questa tesi (Garbarino O et al., 

2023).  

Le cellule sono state mantenute in terreno RPMI 1640 (Euroclone Spa, 

Pavia, Italia) integrato con il 10% di siero fetale bovino (FBS, Euroclone 

Spa, Pavia, Italia), l'1% di L-glutammina (Euroclone Spa, Pavia, Italia) e 

l'1% di penicillina/streptomicina (Euroclone Spa, Pavia, Italia) in 

condizioni standard di crescita (37 °C e 5% di CO2).  
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3.3. Trattamenti  

Le cellule MeOV-PLX-R sono state trattate per 24, 48, 72, 96 e 120 

ore con PLX4032 1.5 μM, e con metformina 10 mM somministrate in 

singolo o in combinazione.  

Le colture cellulari sono state attentamente monitorate prima e durante 

gli esperimenti per garantire una densità cellulare ottimale. In 

particolare, i trattamenti non venivano effettuati ad una confluenza della 

coltura cellulare > 90%. 

 

3.4. Saggio di vitalità (MTS) 

La vitalità cellulare è stata valutata mediante il saggio 

colorimetrico di proliferazione cellulare che utilizza come reagente il 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-solfofenil)-2H-

tetrazolio (MTS) CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, 

Madison, WI, USA), seguendo le indicazioni della ditta fornitrice. L'MTS 

è in grado di misurare la proliferazione cellulare tramite l’attività delle 

deidrogenasi mitocondriali. Le cellule (104 cellule/pozzetto) sono state 

seminate in piastre da 96 pozzetti (Corning Incorporated, Corning, NY, 

USA) e lasciate aderire per una notte. Il giorno successivo, sono state 

trattate con i farmaci oggetto di studio sopra menzionati, somministrati 

da soli o in combinazione. Successivamente, le cellule sono state incubate 
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per un’ora con 20 µL di CellTiter in condizioni standard (37 °C e 5% di 

CO2).  

Il saggio si basa sulla variazione di colore dovuto alla riduzione del sale 

di tetrazolio (giallo) in formazano (viola scuro) che avviene ad opera 

delle deidrogenasi mitocondriali, attive solo nelle cellule 

metabolicamente attive e vitali. La quantità di formazano intracellulare 

formatasi viene misurata spettrofotometricamente attraverso un lettore 

di micropiastre (EL-808, BIO-TEK Instruments Inc., Winooski, VT, USA) 

ad una lunghezza d’onda di 490 nm.  

 

3.5. Clonogenicità  

Per valutare il potenziale clonogenico delle cellule è stato eseguito 

il saggio in vitro di crescita ancoraggio-dipendente (Franken N et al., 

2006). Le cellule MeOV-PLX-R (150 per pozzetto) sono state seminate in 

piastre da 6 pozzetti (Corning) e trattate con PLX4032 e metformina da 

soli o in combinazione. Successivamente, il terreno è stato cambiato e le 

cellule sono state mantenute in terreno privo di farmaci per 20 giorni.  

Infine, le colonie cellulari sono state fissate con metanolo e colorate con 

una soluzione di cristalvioletto (0,5% (p/v) in acqua con metanolo al 50% 

(v/v)). Infine, le colonie composte da 30 o più cellule sono state osservate 

e contate al microscopio ottico.  
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3.6. Perossidazione lipidica (LPO) 

Il rilevamento della perossidazione lipidica è stato effettuato 

utilizzando il kit Image-iTM Lipid Peroxidation (Thermo Fisher), che si 

basa sulla ossidazione del reagente BODIPYT™ 581/591 C11. Questa 

sonda è un analogo fluorescente lipofilo degli acidi grassi che viene 

incorporato nella membrana cellulare e passa dall'emissione fluorescente 

rossa a quella verde in seguito all'ossidazione avviata da radicali ossi-, 

idrossi- o perossi-, ma non da superossido, ossido di metilene o 

idroperossidi (Pap EH et al., 2000; Drummen GP et al., 2002; Lafin JT et 

al., 2019; Martinez AM et al., 2020).  

Le cellule (104 cellule/pozzetto) sono state seminate in piastre da 96 

pozzetti e trattate con i farmaci oggetto di studio, da soli o in 

combinazione. Successivamente, è stato aggiunto il reagente BODIPY e 

le cellule sono quindi state incubate per 30 minuti a 37°C. Il reagente è 

stato quindi rimosso e le cellule sono state lavate con PBS. La 

fluorescenza è stata monitorata con il fluorimetro Perkin Elmer (Perkin 

Elmer Life and Analytical Sciences, Shelton, USA) prima a 580/590 nm di 

eccitazione/emissione e poi a 485/520 nm, ed il rapporto è stato utilizzato 

per l'analisi dei dati.  
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3.7. Analisi statistica  

I risultati sono espressi come media ± SEM calcolata su almeno 

quattro esperimenti indipendenti. La significatività statistica delle 

differenze tra le varie misure nei gruppi sperimentali è stata valutata 

mediante ANOVA ad una via, seguita dal test di Dunnet, utilizzato per 

effettuare un confronto multiplo tra i risultati. Un valore di p<0,05 è stato 

considerato statisticamente significativo.  
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4. RISULTATI 

4.1. Il trattamento combinato con PLX4032 e metformina riduce 

marcatamente la vitalità delle cellule PLX- resistenti  

Le cellule sono state trattate per 24, 48, 72, 96 e 120 ore con 

PLX4032 1.5 μM e con metformina 10 mM da soli o in combinazione.  

Come si può osservare nel grafico riportato in figura 9, il trattamento per 

24h con PLX4032 aumentava la vitalità del 13% delle cellule MeOV-PLX-

R, mentre la metformina, somministrata da sola, non induceva variazioni 

significative sulla vitalità cellulare. Al contrario, il trattamento combinato 

(PLX4032 + metformina) a 24h diminuiva la vitalità cellulare del 18% 

rispetto alle cellule trattate con il solo PLX. 

Dopo 48 ore di trattamento, la vitalità cellulare risultava ridotta del 18% 

in tutte le condizioni di trattamento.  

A partire dalle 72 ore, in tutte le condizioni, si assisteva ad una riduzione 

tempo-dipendente della vitalità cellulare. In particolare, a 72 ore si 

osservava una riduzione della vitalità pari al 23% nelle cellule trattate 

con metformina, del 31% in quelle esposte al PLX e del 36% in seguito al 

trattamento combinato (fig. 9). Il trattamento di 96 ore induceva una 

riduzione della vitalità pari al 33% e al 46% delle cellule trattate 

rispettivamente con metformina o PLX4032, mentre il trattamento 

combinato agiva in sinergia e riduceva la vitalità del 60% rispetto alle 
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cellule non trattate e del 30% rispetto a quelle esposte al PLX. Infine, una 

ulteriore riduzione della vitalità era osservata a 120 ore, tempo in cui la 

metformina ed il PLX4032 erano in grado di ridurre la vitalità 

rispettivamente del 49% e del 70% (fig. 9).  

 

 

 

Figura 9. Il trattamento combinato con PLX4032 e metformina riduce 

marcatamente la vitalità delle cellule PLX-resistenti.  

Il grafico mostra la vitalità delle linee cellulari MeOV-PLX-R trattate con 

PLX4032 1.5 μM e metformina 10 mM da soli o in combinazione per 24, 

48, 72, 96 e 120 ore. La vitalità cellulare è stata analizzata mediante saggio 

con MTS. I risultati sono stati riportati come variazione percentuale della 

vitalità cellulare ottenuta nelle cellule trattate rispetto a quelle non 

trattate (Ctr, 100%). L’istogramma riportato riassume i dati quantitativi 

delle medie ±SEM di quattro esperimenti indipendenti. ****p<0.0001 vs. 

Ctr; °°°°p<0.0001 vs. PLX 
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4.2. Il trattamento combinato potenzia l’effetto lipoperossidativo del 

PLX4032 e della metformina. 

Le cellule sono state trattate per 72, 96 e 120 ore con PLX4032 1.5 

μM e con metformina 10 mM da soli o in combinazione. Come si può 

osservare nel grafico riportato in figura 10, il trattamento per 72 ore con 

PLX4032 in combinazione con metformina induceva un incremento del 

31% della lipoperossidazione di membrana rispetto a quella rilevata nelle 

cellule non trattate (Ctr) o in quelle esposte al PLX o alla metformina in 

singola somministrazione. Invece, a 96 ore, il trattamento con 

metformina e PLX aumentavano l’effetto lipoperossidativo del 49% e del 

32% rispettivamente, paragonandolo a quello delle cellule non trattate 

(Ctr). A tale tempistica, il trattamento combinato induceva un 

incremento della perossidazione lipidica pari al 46% (fig. 10).  

A 120 ore, il trattamento con metformina e PLX4032 somministrati da soli 

e in combinazione, aumentava la lipoperossidazione rispettivamente del 

57%, del 60% e del 74% (fig. 10).  
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Figura 10. Il trattamento combinato potenzia l’effetto lipoperossidativo 

del PLX e della metformina.  

Il grafico mostra il tasso di lipoperossidazione nelle cellule MeOV-PLX-

R trattate con PLX4032 1.5 μM e metformina 10 mM da soli o in 

combinazione per 72, 96 e 120 ore. La lipoperossidazione lipidica è stata 

valutata mediante il kit Image-iTM Lipid Peroxidation. I risultati sono 

stati riportati come variazione percentuale della lipoperossidazione 

misurata nelle cellule trattate rispetto a quelle non trattate (Ctr, 100%). 

L’istogramma riportato riassume i dati quantitativi delle medie  ±SEM di 

quattro esperimenti indipendenti. ****p<0.0001 vs. Ctr; °°°°p<0.0001 vs. 

PLX. 
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crescita ancoraggio-dipendente (clonoigenicità) delle cellule, mentre il 

trattamento con metformina contrastava marcatamente la clonogenicità 

rispetto alle cellule non trattate. Sorprendentemente, il trattamento 

combinato era efficace nel ridurre marcatamente la clonogenicità indotta 

dal trattamento con il solo PLX.  

 

 
 

Figura 11. La metformina, somministrata da sola o in combinazione con 

il PLX4032, riduce il potenziale clonogenico delle cellule MeOV-PLX-

R.  

L’immagine mostra la clonogenicità delle linee cellulari MeOV-PLX-R 

trattate con PLX4032 1.5 μM e metformina 10 mM da soli o in 

combinazione per 72 ore.  
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5. DISCUSSIONE  

Il melanoma è una neoplasia altamente aggressiva che origina dalla 

trasformazione dei melanociti (Newcomer K et al., 2022).  

Sebbene negli ultimi anni siano stati sviluppati numerosi approcci 

terapeutici per migliorare l'aspettativa di vita dei pazienti, le terapie ad 

oggi disponibili non sono del tutto in grado di contrastare il melanoma 

metastatico e l’insorgenza della chemioresistenza. 

A tale riguardo infatti, il trattamento di elezione per pazienti con 

mutazione BRAFV600E (Inamdar GS et al., 2010), responsabile 

dell’attivazione costitutiva della via di segnalazione MAPK-dipendente 

(Pratilas CA et al., 2010), è l’associazione combinata di inibitori BRAF 

(vemurafenib)/MEK (cobimetinib) (Hallmeyer S et al., 2017). Tuttavia, 

sfortunatamente, dopo 6-7 mesi di trattamento, un elevato numero di 

pazienti presenta una recidiva dovuta all'acquisizione di 

chemioresistenza (Swaika A et al., 2014; Wagle N et al., 2011).  

Pertanto, indagare i meccanismi molecolari alla base della resistenza 

acquisita è fondamentale per migliorare l'efficacia della terapia e 

aumentare la sopravvivenza dei pazienti.  

In tale contesto, studi precedentemente condotti dal gruppo di ricerca 

presso cui ho svolto la tesi, hanno dimostrato che il metabolismo 
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ossidativo svolge un ruolo importante nell'insorgenza della resistenza 

del melanoma al PLX4032 (Garbarino O et al., 2023).  

Per questa ragione sono attualmente in fase di sperimentazione clinica 

diverse strategie terapeutiche finalizzate a colpire il metabolismo delle 

cellule tumorali. In particolare, si è concentrata l’attenzione sulla 

modulazione di specifiche vie metaboliche come la glicolisi, il ciclo degli 

acidi tricarbossilici (TCA) e la fosforilazione ossidativa (Tennant DA et 

al., 2010; Martinez-Outschoorn UE et al., 2017).  

I meccanismi responsabili di questa risposta adattativa non sono tuttavia 

ancora completamente chiariti e richiedono ulteriori studi per trovare 

nuovi bersagli specifici per migliorare l'efficacia della terapia attuale.  

Sulla base di studi in vitro e in vivo (Delgado-Goñi T et al., 2020; Corazao-

Rozas P et al., 2013), è stato ipotizzato che l’inibizione della fosforilazione 

ossidativa mediante farmaci, come la metformina, possa potenziare 

l'attività antitumorale degli inibitori di BRAF (Yuan P et al., 2013).  

Sono già stati descritti in letteratura meccanismi antitumorali indiretti e 

diretti della metformina (Apampa B, 2012). Il meccanismo indiretto è 

correlato alla capacità della metformina di ridurre l'iperglicemia ed i 

livelli di insulina, ormone che promuove la crescita con effetti mitogenici 

(Cerezo M et al., 2015). I meccanismi diretti si basano sulla capacità del 

farmaco di indurre l'arresto del ciclo cellulare in fase G0/G1 o S in alcuni 
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tipi di neoplasie come il cancro mammario, del pancreas, 

dell'endometrio, dell'ovaio ed il glioma (Ben Sahra I et al., 2008).  

Inoltre, la metformina inibisce il complesso I della catena respiratoria 

determinando la riduzione della fosforilazione ossidativa con la 

conseguente diminuzione della produzione di ATP (Miller RA et al., 

2010) e la generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) (Dowling RJ 

et al., 2007). Tale evento può indurre sia l'apoptosi sia l'attivazione 

dell’AMPK (Zhou G et al., 2001), che regola la crescita e la proliferazione 

cellulare, la polarità cellulare, l’apoptosi e l’autofagia (Luo Z et al., 2010).  

I risultati ottenuti nel presente studio hanno confermato l’importanza di 

un efficiente metabolismo ossidativo nel mantenimento della 

chemioresistenza. Infatti, il trattamento combinato con PLX4032 e 

metformina è in grado di ridurre marcatamente la vitalità e la 

clonogenicità delle cellule MeOV-PLX-R.  

A questo riguardo, alcuni studi hanno dimostrato che il trattamento con 

metformina somministrata come singolo farmaco riduce marcatamente 

proliferazione, vitalità e potenziale tumorigenico di cellule di melanoma 

chemiosensibili (Martin MJ et al., 2012; Cerezo M et al., 2013; de Souza 

Neto FP et al., 2017) (Peppicelli S et al., 2016).  Inoltre, sebbene altri studi 

abbiano riportato che la metformina potenzia l’effetto di farmaci inibitori 

di BRAF (Ryabaya O et al., 2019), i risultati ottenuti in questa tesi, 
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dimostrano, per la prima volta, la sua capacità di contrastare la 

proliferazione delle cellule chemioresistenti. 

Non solo, i risultati presentati suggeriscono che l'attività sinergica dei 

farmaci combinati (PLX4032 + metformina) è potenzialmente correlata a 

meccanismi ossidativi come dimostrato dall’incremento della 

perossidazione lipidica. Tale risultato è in accordo con il fatto che la 

metformina induce stress ossidativo nelle cellule di melanoma 

determinando un calo degli antiossidanti intracellulari ed un 

conseguente un aumento della lipoperossidazione di membrana (de 

Souza Neto FP et al., 2017). Sulla base di tali risultati e della più recente 

letteratura (Gu D et al., 2025) emerge il potenziale ruolo della metformina 

nell’indurre ferroptosi, una forma di morte programmata caratterizzata 

dalla perossidazione lipidica e deplezione di glutatione, il più importante 

antiossidante non enzimatico intracellulare. Pertanto, studi futuri 

saranno indirizzati a chiarire se l’azione citotossica del trattamento 

combinato sia attribuibile all’induzione di ferroptosi. 

Inoltre, la capacità del trattamento combinato di ridurre la vitalità e 

arrestare la crescita clonogenica evidenzia una vulnerabilità metabolica 

del melanoma metastatico resistente che potrebbe essere sfruttata per un 

trattamento terapeutico mirato. Sebbene ad oggi non siano stati ancora 

riportati studi clinici di trattamenti combinati con metformina ed 

inibitori di BRAF, esistono studi clinici in cui la metformina è stata 
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somministrata in combinazione con inibitori di tirosin-chinasi nel 

carcinoma polmonare non a piccole cellule (Li L et al., 2019).  

Alla luce dei risultati qui presentati, l’associazione tra metformina ed 

inibitori di BRAF potrebbe rappresentare un campo di indagine per 

future ricerche cliniche nel melanoma. Inoltre, essendo entrambi farmaci 

già autorizzati ed utilizzati in clinica, l’eventuale sviluppo di studi 

combinati potrebbe essere facilitato rispetto alla sperimentazione di 

molecole totalmente nuove.  
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