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1. ABSTRACT 
 
I cambiamenti che avvengono a livello metabolico con l’età, in caso di patologie o 

di una scorretta alimentazione possono in alcuni casi alterare alcune vie 

metaboliche e favorire la formazione di un microambiente tumorale (TME) che 

sostiene la progressione del cancro. In questo articolo ci concentriamo sul ruolo 

dell’acido metilmalonico (MMA) ovvero un oncometabolita prodotto dalla via 

metabolica del propionato che può, se in eccesso, essere coinvolto e favorire lo 

sviluppo aggressivo di alcuni tipi di cancro. L’MMA, generalmente, si accumula nel 

siero degli anziani e può essere prodotto dalle cellule tumorali stesse guidandone 

la progressione in modo autocrino e paracrino. L’MMA secreto dalle cellule 

tumorali va ad agire sul microambiente tumorale (TME) attivando nello stroma i 

fibroblasti associati al cancro (CAF) attraverso vie di segnalazione come TGFβ e NF-

κB attivate a loro volta da specie reattive dell’ossigeno (ROS). Questi CAF secernono 

vescicole extracellulari contenenti varie molecole, tra cui IL-6, che va ad attivare 

determinate vie di segnalazione nelle cellule tumorali per promuovere un fenotipo 

pro-aggressivo resistente ai farmaci, che favorisce la transizione da epitelio a 

mesenchima (EMT) per promuovere l’invasione dei tessuti e con una maggiore 

formazione di metastasi.  
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2. INTRODUZIONE 
 
L’alimentazione ed un adeguato stile di vita sono la chiave per preservare la salute 
e sono alla base di un invecchiamento di buona qualità perché consentono di 
mantenere un corretto funzionamento metabolico. I cambiamenti che avvengono 
a livello metabolico, infatti, possono in alcuni casi favorire la formazione di un 
microambiente tumorale (TME) che favorisce a sua volta la progressione del 
cancro. 
Quello di cui si sono occupati gli autori dell’articolo oggetto di questa tesi è la 
trattazione del ruolo dell’accumulo di acido metilmalonico (MMA), un acido 
dicarbossilico che viene prodotto dalla via metabolica del propionato, nella 
progressione tumorale. 
L’acido propionico è un metabolita che si ottiene da varie vie metaboliche come, 
ad esempio, dalla degradazione degli acidi grassi a catena dispari, dalla catena 
laterale del colesterolo, dalla degradazione di alcuni amminoacidi come treonina, 
valina, isoleucina e metionina e può essere anche prodotto dal microbioma 
intestinale in caso di disbiosi. L’acido propionico deriva quindi da diverse fonti 
alimentari e il suo metabolismo richiede la presenza di vari cofattori, tra cui la 
vitamina B12. Capiamo quindi quanto una corretta alimentazione, sia per quanto 
riguarda i macronutrienti che i micronutrienti, sia importante per preservare il 
corretto funzionamento metabolico dell’organismo.  
 
La figura 1 mostra i processi a cui va incontro l’acido propionico una volta prodotto: 
da questo acido si ottiene una molecola a 3 atomi di carbonio detta Propionil-CoA 
la quale viene carbossilata e si trasforma in D-metilmalonil-CoA grazie all’enzima 
Propionil-CoA carbossilasi (PCC). Successivamente, ad opera della metilmalonil-
CoA epimerasi (MCEE), il D-metilmalonil-CoA viene trasformato in L-metilmalonil-
CoA che a sua volta, grazie all’enzima metilmalonil-CoA mutasi (MUT) e in presenza 
di vitamina B12, verrà trasformato in L-succinil-CoA ovvero un intermedio del ciclo 
di Krebs.  
 

 
 Figura 1: via metabolica del propionato. 
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La vitamina B12 ha un ruolo importante perché permette la formazione corretta 
del coenzima adenosil-cobalamina, responsabile a sua volta del corretto 
funzionamento dell’enzima MUT.  
Un ulteriore passaggio rilevante in questa via è la formazione del D-metilmalonil-
CoA in quanto questa molecola può seguire un altro destino diventando acido 
metilmalonico e, se per qualche motivo la via del propionato risulta disregolata, si 
può avere un accumulo di MMA. Le ragioni che possono portare ad un 
funzionamento non fisiologico della via del propionato sono varie. Possono esserci 
ragioni genetiche che fanno riferimento a mutazioni a livello degli enzimi della via 
metabolica che portano ad una condizione patologica detta acidemia 
metilmalonica ovvero una malattia letale e grave che può essere classificata in due 
forme principali in base ai fenotipi riscontrati: aciduria metilmalonica isolata 
dovuta a difetti della metilmalonil-CoA mutasi o alla sintesi del coenzima MUT 
adenosil-cobalamina e acidura metilmalonica combinata e omocistinuria 
combinate caratterizzate da un’elevata omocisteina plasmatica e da livelli ridotti di 
coenzimi (1). Altre cause, non genetiche, che possono portare ad un accumulo di 
MMA sono ad esempio una scorretta alimentazione e in modo specifico ci si 
riferisce ad assunzioni eccessive di quei nutrienti che degradati generano l’acido 
propionico o per la mancanza di vitamina B12 dovuta a malassorbimento o a 
carenze nutrizionali che si riscontrano soprattutto negli anziani. 
 
Il metabolismo è quindi condizionato in modo molto complesso sia da quello che 
mangiamo che da fattori endogeni che in alcuni contesti, come l’invecchiamento, 
possono favorire un ambiente favorevole allo sviluppo di tumori. In uno studio (2) 
si è ipotizzato che in seguito ai cambiamenti metabolici che avvengono con 
l’invecchiamento si produca un ambiente sistemico che supporta la progressione 
tumorale. Per dimostrarlo si sono esaminate le composizioni metaboliche del siero 
di alcuni donatori anziani: di 179 metaboliti circolanti rilevati in modo mirato, 10 
sono risultati alterati in modo significativo e, escludendo quelli con funzioni note a 
livello di invecchiamento, si sono ottenuti tre metaboliti aumentati in modo 
significativo ovvero MMA, fosfoenolpiruvato e chinolinato. Di questi tre solo 
l’MMA ha indotto in cellule di carcinoma polmonare un fenotipo pro-aggressivo. 
Inoltre, nello stesso studio, sono state trattate cellule di carcinoma polmonare con 
sieri provenienti da donatori sani con età inferiore ai 30 anni o da sieri di donatori 
sani con età superiore ai 60 anni: solo le cellule trattate con il siero di anziani ha 
portato alla trasformazione delle cellule in mesenchimali, confermando che 
l’aumento di MMA nel siero degli anziani ha un ruolo nello sviluppo tumorale.  
 
Nell’ambito della via del propionato le cellule tumorali stesse disregolano questa 
via metabolica al fine di aumentare l’accumulo locale di MMA, che funge da 
oncometabolita guidando la progressione del cancro in modo autocrino, paracrino 
ed endocrino ed è proprio questo aspetto che andremo ad approfondire.  
Nello sviluppo dei tumori ha un ruolo cruciale il microambiente tumorale ovvero il 
“cross talk” che si genera tra cellule tumorali, stroma, fibroblasti e cellule del 
tessuto. Il microambiente influenza la progressione metastatica in quanto nella sua 
rete eterogenea abbiamo una serie di fattori e mediatori chimici secreti come ad 
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esempio enzimi, ormoni, citochine, metaboliti, che aiutano a generare un processo 
tumorigenico e metastatico. Questo processo è aiutato dalla presenza di fibroblasti 
associati al cancro (CAF) che, in questo articolo, si dimostrano essere attivati a 
partire dai fibroblasti stromali in seguito alla presenza di MMA prodotto dalle 
cellule tumorali stesse. I CAF hanno un ruolo fondamentale nello sviluppo pro-
aggressivo del cancro in quanto sono responsabili: I) della secrezione di molecole 
solubili come fattori di crescita per la proliferazione cellulare e citochine per 
regolare il sistema immunitario; II) della modificazione del microambiente 
tumorale rimodellando la matrice extracellulare e grazie alla transizione da epitelio 
a mesenchima (EMT); III) della stimolazione dell’angiogenesi e della resistenza ai 
farmaci.  
Le sostanze rilasciate dai CAF attivati fungono da messaggeri tra stroma e cellule 
del tessuto e sono veicolate, per un trasporto più veloce, da vescicole lipidiche 
extracellulari che possono contenere concentrazioni diverse di queste molecole 
che possono quindi a loro volta determinare un effetto diverso sulle cellule su cui 
agiscono.  
 
L’MMA prodotto dalle cellule tumorali causa nei fibroblasti, attraverso meccanismi 
non ancora completamente noti, una produzione aumentata di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) che riescono ad attivare le vie di segnalazione TGFβ e NF-κB 
che inducono a loro volta i fibroblasti a rilasciare vescicole contenenti messaggeri 
chimici coinvolti nella tumorigenesi. I CAF in cui vengono attivate queste vie 
producono e secernono messaggeri che vanno ad agire sulle cellule tumorali e in 
particolare producono molecole coinvolte nella determinazione di un fenotipo 
tumorale invasivo e che origina metastasi attraverso l’induzione di EMT. L’EMT 
avviene grazie alla de-differenziazione delle cellule epiteliali in cellule 
mesenchimali mobili: nelle cellule epiteliali vengono disassemblate le giunzioni tra 
le cellule che quindi perdono la loro polarità apicale-basale, viene riorganizzato il 
citoscheletro con l’acquisizione di mobilità, vengono down-regolati geni epiteliali e 
attivati quelli mesenchimali e viene acquisita la capacità di degradare le proteine 
della matrice extracellulare. Il processo è mediato da fattori di trascrizione 
finemente regolati e consente, attraverso il rimodellamento della matrice 
extracellulare, di supportare l’invasione delle cellule tumorali attraverso il tessuto, 
favorendo quindi l’acquisizione di un fenotipo aggressivo (3).  
 
Inoltre, nell’articolo viene mostrato che l’IL-6 è una delle principali molecole 
maggiormente sovra-regolate nelle vescicole secrete dai fibroblasti attivati 
dall’MMA ed è in grado di mediare la via di segnalazione JAK/STAT nelle cellule 
tumorali. Le proteine JAK sono dette Janus chinasi e vanno ad attivare le proteine 
STAT, trasduttrici del segnale ed attivatori della trascrizione, che a loro volta 
provocano una risposta a livello intracellulare modificando nel nucleo l’espressione 
genica. La via svolge un ruolo centrale nella regolazione di processi di 
proliferazione, differenziamento e apoptosi, riguardanti il destino delle cellule. 
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Infine, un ruolo importante nel determinare l’aggressività, e di conseguenza la 
mortalità dei tumori, è legato allo sviluppo di metastasi: la stragrande maggioranza 
dei decessi associati al cancro, circa il 90%, è causata più dallo sviluppo di metastasi 
piuttosto che dai tumori primari. La sequenza di eventi che portano allo sviluppo 
di metastasi sono: 1) invasione delle cellule tumorali primarie nei tessuti 
circostanti; 2) intravasazione sia come singole cellule tumorali circolanti che come 
cluster multicellulari di queste cellule nel sistema circolatorio attraverso l’aumento 
della permeabilità dei vasi; 3) arresto e stravaso attraverso le pareti vascolari e 
arrivo al parenchima di altri tessuti, anche distanti, dove si insediano e formano 
colonie micrometastatiche, che iniziano a proliferare diventando lesioni 
clinicamente rilevabili. Una volta arrivate nel nuovo tessuto le cellule tumorali 
devono possedere la capacità di iniziare un nuovo tumore e devono essere in grado 
di adattarsi al nuovo ambiente che trovano (4). 
I carcinomi, che rappresentano una grande percentuale dei casi di cancro, sono 
molto studiati e sono un ottimo modello per studiare questo tipo di processo. 
Nell’articolo trattato sono utilizzate principalmente cellule di carcinoma polmonare 
e dermico che iniziano il loro programma di metastatizzazione grazie alla EMT che 
permette di guidare la disseminazione delle cellule di carcinoma in siti anatomici 
più distanti. 
Lo sviluppo di metastasi spesso si verifica quando il tumore è in stadi avanzati ma 
in alcuni casi può avvenire precocemente durante il processo di trasformazione 
neoplastica: capire come funziona questa via di segnale può aiutare a migliorare la 
qualità della vita delle persone affette da questa patologia. Inoltre, la 
comprensione di come il metabolismo influenza la capacità delle cellule tumorali 
di evolvere verso un fenotipo aggressivo può aprire le porte a nuove strategie 
terapeutiche e bloccare o perlomeno diminuire la resistenza ai farmaci e lo 
sviluppo di metastasi, riducendo così i problemi associati al cancro e la mortalità di 
questa patologia. 
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3. METODOLOGIE UTILIZZATE 

In questa sezione vengono analizzate le principali tecniche di biologia molecolare, 

biologia cellulare e biochimica utilizzate negli esperimenti che verranno riportati 

nella trattazione dei risultati ottenuti durante lo sviluppo del problema biologico. 

3.1 RNA-Seq: tecnica di sequenziamento di nuova generazione utilizzata per 
rivelare la presenza e la quantità di RNA in un campione biologico in un 
determinato momento analizzando il trascrittoma cellulare. Questa tecnica 
permette di esaminare trascrizioni alternative di splicing genico, modifiche post-
trascrizionali, fusione genica, di determinare i confini tra esoni ed introni, 
mutazioni, cambiamenti dell’espressione genica nel tempo o differenze 
nell’espressione genica in gruppi o trattamenti diversi. Per ogni campione si isola 
l’mRNA e lo si sequenzia direttamente sottoforma di RNA con Nanopore o tramite 
conversione in cDNA con Illumina. Quello che si ottiene è la generazione di tante 
sequenze rappresentative del trascrittoma che vanno poi allineate con il genoma 
di riferimento: l’idea di base è che tante più sequenze cadono in una regione del 
genoma, tanto più quella regione è espressa. Ovviamente per fare questo 
ragionamento bisogna considerare il numero di “reads” generate nell’esperimento 
e la lunghezza dei trascritti. Progressi recenti hanno reso possibile il 
sequenziamento del trascrittoma di singole cellule.  
Negli esperimenti analizzati l’RNA è stato estratto utilizzando un kit, la sua integrità 
è stata verificata con un analizzatore e le concentrazioni di RNA sono state misurate 
utilizzando il sistema Nanodrop. L’RNA è stato poi convertito in librerie di cDNA 
successivamente sequenziate utilizzando Illumina. Le letture sono poi state 
mappate sul genoma di riferimento umano GRCh38 da STAR (Versione 2.5.2) e in 
seguito sono stati costruiti i profili di espressione utilizzando dei test parametrici. 
 
3.2 Knockdown genico: tecnica attraverso la quale l’espressione di uno o più geni 
di un organismo viene ridotta. Tale riduzione può essere transiente o stabile e può 
avvenire attraverso tecniche di ingegneria genetica che vanno a colpire il gene in 
questione, quindi il bersaglio è il DNA, o attraverso trattamenti con molecole come 
corti oligonucleotidi di RNA. Nell’ambito dell’RNA un ruolo importante lo hanno gli 
shRNA, detti small hairpin o short hairpin RNA, ovvero sequenze di RNA 
parzialmente complementari che si ripiegano a formare una forcina. Gli shRNA una 
volta nella cellula vengono trascritti e processati in modo da produrre dsRNA in 
grado di attivare il meccanismo di RNA interfering (RNAi), ovvero di silenziamento 
genico. Questa tecnica può prevedere anche l’utilizzo di plasmidi lentivirali che 
contengono la sequenza complementare al gene che si vuole silenziare e spesso 
vengono inseriti nella cellula attraverso trasfezioni lipidiche. Una volta che questo 
RNA viene trascritto, ed è presente nella cellula in cui si vuole silenziare un gene, 
si avviano i processi di RNAi che portano il gene a non essere espresso o ad esserlo 
in maniera ridotta.  
La tecnica è stata utilizzata per silenziare alcuni enzimi della via metabolica del 
propionato, come ad esempio MUT, per simulare l’accumulo locale di MMA in 
cellule tumorali in modo da poterne vedere gli effetti. 
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3.3 Esperimenti di co-coltura: tecnica in cui sono presenti due tipi cellulari diversi 
che crescono insieme in vitro. Nel nostro caso è stata utilizzata per far crescere e 
vedere le interazioni reciproche delle cellule tumorali, sia di controllo che con 
knockdown di MUT, con i fibroblasti seminati su piastre a sei pozzetti. 
  
3.4 Immunoblot: detto anche Western blot è una tecnica biochimica che permette 
di identificare una determinata proteina tra tante mediante l’utilizzo di anticorpi 
specifici per quella proteina. Generalmente, per facilitare la rilevazione della 
proteina, la tecnica può essere preceduta da altre che separano le proteine in base 
ad alcune caratteristiche come, ad esempio, in base alla loro dimensione tramite 
SDS-PAGE. Successivamente le proteine vengono trasferite su una membrana di 
nitrocellulosa che viene poi saturata, di solito con latte in polvere o albumina 
sierica, per bloccare i siti aspecifici a cui si potrebbero legare gli anticorpi. Per 
ultima cosa si incuba con l’anticorpo specifico che, in base alla metodica, potrà 
essere usato da solo o con un anticorpo secondario. Il segnale può poi essere 
rilevato in modi diversi in base agli anticorpi utilizzati e alla metodica. 
Negli esperimenti analizzati le proteine sono state isolate direttamente dalle 
cellule di interesse mediante estrazione acida: una volta precipitate sono state 
raccolte e fatte solubilizzare. Per quanto riguarda le proteine estratte dalle 
vescicole sono stati utilizzati degli specifici tamponi. Le proteine sono poi state 
quantificate mediante un kit e 30 µg di proteine totali, per ciascun campione, sono 
stati caricati e fatti correre su SDS-PAGE che ha permesso la separazione delle 
proteine in base al loro peso molecolare. Le proteine così separate sono state 
successivamente trasferite su una membrana di nitrocellulosa bloccata in un 
tampone Odyssey Blocking basato su TBS. Le membrane sono state incubate con 
anticorpi primari durante la notte a 4°C e successivamente con:  

- un anticorpo anti-coniglio coniugato con perossidasi di equino, anti-topo o 
anti-capra per 1 ora a temperatura ambiente e i segnali sono stati sviluppati 
con un sistema di rilevamento Amersham ECL; 

- oppure con anticorpi asino anti-coniglio o asino anti-topo per 1 ora a 
temperatura ambiente e visualizzati con LI-COR Odyssey CLx Imaging 
System. 

Questa tecnica è stata utilizzata più volte nella trattazione del problema biologico 
per: 

- rilevare i marcatori associati ai CAF nei fibroblasti MRC51 e BJ2 in coltura 
con cellule tumorali A5493 e A3754 di controllo e con MUT silenziato; 

- individuare la differente espressione di marcatori EMT quando cellule A549 
crescono con il mezzo di crescita di fibroblasti MRC5 trattati con un 
controllo o con MMA; 

 
1 Fibroblasti (CCL-171) isolati dal tessuto polmonare derivato da un embrione umano maschio di 14 
settimane, ottenuti dall’American Type Culture Collection (ATCC). 
2 Fibroblasti (CRL-2522) prelevati dalla pelle del prepuzio di un maschio neonato, ottenuti 
dall’American Type Culture Collection (ATCC). 
3 Cellule (CCL-185) epiteliali umane di carcinoma polmonare isolate da un maschio di 58 anni affetto 
da carcinoma, ottenute dall’American Type Culture Collection (ATCC). 
4 Cellule (CRL-1619) di melanoma isolate dalla pelle di una paziente di 54 anni, ottenute 
dall’American Type Culture Collection (ATCC). 
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- mostrare come variano i marcatori EMT nelle cellule A549 dopo aver inibito 
le vie di segnalazione indotte nelle cellule tumorali dalle molecole secrete 
dai fibroblasti attivati da MMA; 

- mostrare come variano i marcatori CAF in fibroblasti MRC5 trattati con un 
controllo, con MMA e con MMA insieme a degli antiossidanti; 

- mostrare la quantità di IL-6 contenuta nelle vescicole secrete da fibroblasti 
MRC5 trattati con un controllo, con MMA e con MMA combinato a degli 
antiossidanti; 

- mostrare i marcatori EMT in cellule A549 trattate con vescicole provenienti 
da fibroblasti di controllo, con vescicole prodotte da fibroblasti trattati con 
MMA e con vescicole prodotte da fibroblasti trattati con MMA e con 
specifici inibitori delle vie di segnale che l’MMA è in grado di attivare nei 
fibroblasti. 

 
3.5 Iniezione sottocutanea in topi: i topi utilizzati nello studio sono topi femmina 
atimici omozigoti nu/nu. Questi topi presentano delle caratteristiche particolari 
come l’assenza del pelo, motivo per cui sono stati chiamati nudi “nu”, una crescita 
ritardata e una ridotta fertilità. I topi atimici sono un ceppo murino portatore di 
una delezione spontanea nel gene Foxn1, codificante dei fattori di trascrizione, che 
causa un compromesso o assente timo. Questa condizione porta i topi ad avere un 
sistema immunitario compromesso che si evidenzia in modo particolare con un 
numero ridotto di linfociti T: questo permette la crescita e la metastatizzazione di 
cellule tumorali. Sono utilizzati molto come ospiti per cellule tumorali e 
rappresentano un valido modello per gli studi sul comportamento del cancro in 
vivo e lo studio di farmaci antitumorali (5).  
Negli esperimenti analizzati, i topi sono stati anestetizzati con isofluorano e iniettati 
con cellule A549 o con una miscela di cellule A549 e fibroblasti MRC5 per via 
sottocutanea sul fianco sinistro. Questo procedimento permette di vedere gli 
effetti del tumore in vivo a livello di crescita della massa del tumore primario e 
della capacità di metastatizzare. La crescita tumorale primaria è stata monitorata 
settimanalmente mediante imaging in vivo ed è stata poi misurata la luminescenza. 
Per visualizzare la diffusione metastatica invece i topi sono stati sacrificati alla fine 
di 5 settimane: gli organi ottenuti, tra cui fegato, polmoni, cervello, milza e reni, 
sono stati collocati in piastre a 12 pozzetti dove sono stati ripresi utilizzando il 
sistema di imaging in vivo preclinico ed è stata anche qui poi monitorata la 
luminescenza. 
 
3.6 Saggi di invasione e di migrazione transwell: test che quantifica la migrazione 
e l’invasione cellulare in cellule esposte a sostanze di cui si vuole studiarne l’effetto. 
Vengono utilizzate delle piastre multiwell separate in due compartimenti: nel 
compartimento superiore vengono messe le cellule che si vogliono studiare 
mentre nel compartimento inferiore vengono messe sostanze attrattive. La 
migrazione viene quantificata in base al numero di cellule che dal compartimento 
superiore passano a quello inferiore in un certo tempo. 
Negli esperimenti proposti le cellule tumorali A549 sono state trattate per 5 giorni 
con vescicole provenienti da fibroblasti, sia di controllo che trattati con MMA. Nelle 
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piastre multiwell nel compartimento inferiore è stato messo del terreno con FBS, 
utilizzato come chemio attrattore, mentre nel compartimento superiore sono state 
aggiunte le cellule risospese. Sono state utilizzate camere diverse per i saggi di 
migrazione e di invasione, ma in entrambi i saggi le cellule sono state lasciate 
migrare e invadere per 24 ore. Dopo la migrazione e l’invasione le cellule migrate 
nel compartimento inferiore sono state fissate in etanolo e colorate con lo 0,1% di 
cristal violetto per essere poi visualizzate al 10x con una fotocamera e quantificate. 
 
3.7 Saggi di resistenza ai farmaci: tecnica che permette di valutare la sensibilità, e 
quindi l’efficacia, di determinati farmaci sulle colture cellulari. 
Questo test è stato effettuato per vedere la differente risposta ai farmaci 
carboplatino e paclitaxel, a concentrazioni diverse, in cellule tumorali A549 
precedentemente trattate per 5 giorni con vescicole provenienti da fibroblasti di 
controllo o trattati con MMA.  
Le cellule sono state incubate per 3 giorni con i farmaci, fissate, colorate con il 
cristal violetto e lasciate asciugare a temperatura ambiente. È stata poi misurata 
l’assorbanza a 590 nm con un lettore di piastre Envision per andare a quantificare 
la biomassa cellulare relativa.  
 
3.8 Analisi proteomica delle vescicole extracellulari: la proteomica si occupa di 
identificare proteine, di caratterizzarle strutturalmente e funzionalmente, di 
quantificarle e di studiarne eventuali interazioni molecolari. La proteomica è 
dinamica nel tempo in quanto si occupa sostanzialmente di analizzare l’intero 
corredo proteico contenuto, nel nostro caso all’interno delle vescicole, in un dato 
momento tenendo conto anche di isoforme, modifiche post-traduzionali, ecc..  
Nell’esperimento considerato le vescicole, provenienti da fibroblasti trattati con un 
controllo o con MMA, sono state isolate dal mezzo di crescita dei fibroblasti stessi. 
È stata poi eseguita un’analisi di spettrometria di massa, in grado di dividere le 
molecole in base al rapporto massa/carica, introducendo i peptidi mediante 
ionizzazione elettrospray mentre eluivano da una colonna imballata. I dati ottenuti 
dallo spettro di massa sono stati abbinati alle sequenze peptidiche utilizzando 
COMET e Uniprot. 
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4. RISULTATI  
 

4.1 L’MMA secreto dalle cellule tumorali attiva i fibroblasti nel microambiente 

tumorale 

Per dimostrare che le cellule tumorali disregolano la via del propionato con un 
conseguente accumulo locale di MMA per favorire la loro aggressività, sono state 
profilate, tramite RNA-Seq, le trascrizioni degli enzimi a valle della via del 
propionato, come MUT e MCEE, in singole cellule ottenute da tumori primari e 
metastasi di carcinoma polmonare umano. Quello che si è ottenuto è che le cellule 
tumorali con ridotta espressione di questi geni erano arricchite in sottopopolazioni 
mesenchimali: è avvenuta quindi una maggiore transizione da epitelio a 
mesenchima (EMT), fattore chiave nell’evoluzione dell’invasività e nello sviluppo 
delle metastasi.  
 
Il passo successivo è stato verificare da cosa dipendesse la predisposizione delle 
cellule tumorali ad andare incontro ad EMT in questa condizione, cercando di 
capire come l’MMA agisce sul microambiente tumorale e che effetto causa la sua 
presenza sulle altre cellule. In particolare, si è interessati a capire che effetti causa 
l’MMA sui fibroblasti, essendo questi molto ben rappresentati nello stroma. Per 
fare questo è stato silenziato MUT in cellule di carcinoma polmonare A549 e in 
cellule di melanoma A375 per simulare l’accumulo di MMA. Queste sono poi state 
co-coltivate con fibroblasti polmonari MRC5 e dermici BJ ottenendo un aumento 
dei marcatori CAF nei fibroblasti, come riportato in figura 2.  Questo risultato 
suggerisce che l’MMA prodotto dal tumore è secreto e riesce ad attivare i 
fibroblasti nello stroma a fibroblasti associati al cancro (CAF).  

 
 
 

Figura 2: Immunoblots che misurano i marcatori CAF nei fibroblasti MRC5 e BJ co-colturati per 4 
giorni con cellule tumorali A549 e A375 shGFP (controllo) e shMUT. La vinculina è utilizzata come 
controllo del caricamento. Si vede che i fibroblasti, sia MRC5 che BJ, messi a contatto con cellule 
tumorali shMUT, mostrano un aumento dei marcatori tumorali CAF come FAP, SMA e PAI-1.  
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Da studi precedenti, si era a conoscenza che l’MMA nel siero non è presente in 
forma libera ma incapsulato in vescicole lipidiche extracellulari che consentono un 
ingresso più veloce di questa molecola nelle cellule rispetto alla stessa in forma 
libera.  
Sono state isolate le vescicole lipidiche dai mezzi di coltura dove sono cresciute sia 
le cellule tumorali A549 in cui è stato effettuato il silenziamento di MUT 

(EVshMUT−A549), che le cellule tumorali A549 di controllo (EVshGFP−A549), e si è 
visto che effettivamente le vescicole isolate dal mezzo di crescita delle cellule 
tumorali con MUT silenziato trasportano più MMA rispetto a quelle di controllo. 
Inoltre, a conferma del fatto che l’MMA secreto dal tumore è contenuto in 
vescicole, si è osservato che dopo l’esaurimento delle vescicole dal mezzo di 
crescita delle cellule tumorali con shMUT, queste non erano più in grado di indurre 
marcatori CAF nei fibroblasti.  
 

4.2 I fibroblasti trattati con MMA secernono vescicole extracellulari che 

contengono sostanze per promuovere un fenotipo tumorale pro-aggressivo 

Dopo aver dimostrato che l’MMA, rilasciato dalle cellule tumorali all’interno di 

vescicole, attiva i fibroblasti nello stroma a CAF, è stato osservato che i fibroblasti 

trattati con MMA secernono sostanze e mediatori chimici in grado di far assumere 

alle cellule tumorali delle caratteristiche aggressive. Sono state coltivate le cellule 

tumorali A5495 con il mezzo di crescita di fibroblasti MRC5 trattati rispettivamente 

con un controllo o con MMA: si è ottenuto un aumento dei marcatori EMT nelle 

cellule tumorali trattate con il mezzo di crescita di fibroblasti trattati con MMA 

(figura 3).  

 

 
5 Lo stesso è stato fatto con le cellule A375 con analoghi risultati, da qui in avanti tratterò solo gli 
esperimenti fatti con le cellule A549 in quanto hanno portato sempre alle stesse conclusioni.  

Figura 3: immunoblot che mostra come varia l’espressione dei marcatori EMT dopo 5 giorni in 

cui le cellule A549 sono cresciute a contatto con CMveh−MRC5 (controllo) e CMMMA−MRC5. La 
vinculina è utilizzata come controllo del caricamento. Le cellule tumorali trattate con 

CMMMA−MRC5 mostrano un aumento dei marcatori EMT. 
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Una volta determinato che i CAF attivati da MMA sono in grado di agire sulle cellule 

tumorali si è cercato di capire come questo fosse possibile. Sono state quindi 

isolate le vescicole dal mezzo in cui sono stati coltivati fibroblasti MRC5 sia con un 

controllo (EVveh−MRC5) che con MMA (EVMMA−MRC5) e con queste si sono trattate 

le cellule tumorali A549: si è ottenuto nuovamente un aumento dei marcatori EMT, 

in modo analogo a quello ottenuto in figura 3, confermando che le molecole 

prodotte dai CAF che agiscono sulle cellule tumorali sono trasportate in vescicole. 

Queste vescicole sono poi state raccolte e isolate: non si sono riscontrate 

differenze nel numero e nelle dimensioni delle vescicole nei due casi quindi il 

meccanismo di azione delle EVMMA−MRC5 è da attribuire al loro contenuto. 

Data la capacità delle vescicole prodotte dai CAF di indurre EMT, indice di 

aggressività, le cellule tumorali A549 trattate con EVMMA−MRC5 hanno anche 

mostrato una maggiore capacità di invasione e di migrazione nei saggi transwell 

rispetto alle stesse cellule tumorali trattate con EVveh−MRC5 (figura 4). 

Si è poi osservato che, quando cellule tumorali A549 cresciute con vescicole isolate 

dal mezzo di crescita di fibroblasti MRC5 trattati con MMA sono state coltivate in 

mezzi normali, queste si sono riconvertite in un fenotipo epiteliale dopo 5 giorni: 

questo evidenzia la plasticità e la reversibilità dell’EMT.  

L’EMT ha un ruolo chiave nell’invasività e a conferma di ciò sono state co-iniettate 
cellule tumorali A549 con fibroblasti MRC5 trattati con un controllo o con MMA in 
topi: la capacità delle cellule tumorali di metastatizzare, in presenza di fibroblasti 
trattati con MMA, è notevolmente maggiore rispetto alla situazione in cui i 
fibroblasti sono trattati con un controllo.  
Interessante è anche notare che la massa primaria del tumore sia rimasta per lo 
più invariata (figura 5), a conferma che i CAF inducono un fenotipo aggressivo più 
che proliferativo.  

Figura 4: saggio di migrazione e invasione transwell. Sia la migrazione che l’invasione risultano 

aumentati nelle cellule tumorali A549 in seguito al trattamento con le vescicole EVMMA−MRC5 

rispetto alla condizione in cui le cellule tumorali A549 sono trattate con EVveh−MRC5.  
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Un altro dato emerso dall’analisi sulle colture cellulari è che, oltre ad avere 

un’aumentata capacità di invasione e di migrazione, le cellule tumorali A549 

trattate con EVMMA−MRC5 mostrano una maggiore resistenza a farmaci 

antitumorali specifici (figura 6), collegando l’aggressività ad una minore risposta 

terapeutica. 

 

4.3 I CAF attivati dall’MMA, mediante la secrezione di IL-6 in vescicole, mediano 

la segnalazione metastatica nelle cellule tumorali 

Per determinare in che modo le vescicole prodotte dai CAF attivati dall’MMA 
prodotto dal tumore potessero guidare la progressione tumorale, dato che non è 
stato riscontrato un cambiamento nel numero e nella dimensione delle vescicole 
secrete dai fibroblasti nella condizione in cui sono trattati con MMA rispetto alla 
condizione di controllo, sono state eseguite analisi proteomiche sulle vescicole 
secrete dai fibroblasti nelle due condizioni. Da questa analisi è risultato che, nelle 

Figura 5: misurazione della massa primaria del tumore e delle metastasi dopo 6 settimane 
dall’iniezione sottocutanea in topi. Quello che si nota è che nei topi co-iniettati con cellule 
tumorali e i fibroblasti trattati con MMA si ha un notevole aumento di formazione di metastasi. 

Figura 6: saggio di resistenza ai farmaci effettuato nelle cellule tumorali A549 utilizzando 
carboplatino e paclitaxel. La biomassa delle cellule, sotto trattamento farmacologico, è 

maggiore nel caso di cellule tumorali A549 trattate con EVMMA−MRC5 rispetto che a quelle 

trattate con EVveh−MRC5: ad una maggiore invasività e capacità di migrare, conferite dalle 
molecole secrete in vescicole dai CAF, corrisponde anche una maggiore resistenza ai farmaci. Il 
risultato è analogo per entrambi i farmaci.  
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vescicole provenienti dai fibroblasti trattati con MMA, c’era una sovra espressione 
della citochina IL-6 rispetto alle vescicole provenienti da fibroblasti trattati con un 
controllo. Si è inoltre visto che le vie di segnalazione IL-6/JAK/STAT3 e TGFβ erano 
maggiormente attive nelle cellule A549 dopo il trattamento con le vescicole 
provenienti da fibroblasti MRC5 trattati con MMA.  
 
Il passo successivo è stato determinare il funzionamento di queste cascate di 
segnalazione per capire come l’IL-6 prodotta dai CAF possa indurre un fenotipo più 
invasivo e in grado di dare metastasi agendo attraverso l’EMT. Per farlo sono stati 
utilizzati nelle cellule A549 degli inibitori delle due vie ovvero SB431542 (SB) per 
TGFβR e cryptotanshinone (Cry) per JAK: in questo modo sono diminuiti i marcatori 

dell’EMT nelle cellule tumorali trattate con vescicole EVMMA−MRC5con una 
conseguente diminuzione dell’invasione e della migrazione (figura 7 a-b).  

 

Un risultato analogo è stato ottenuto effettuando il “knockdown” di IL6R nelle 

cellule tumorali, suggerendo che l’attivazione di IL6R funzioni a monte della 

segnalazione delle vie considerate. 

Figura 7: a) immunoblot che mostra i marcatori EMT in cellule A549 dopo aver inibito in modo 
specifico le vie di segnalazione attivate da IL-6 in varie condizioni. Le cellule A549 trattate con 

EVMMA−MRC5 + SB e EVMMA−MRC5 + Cry mostrano una diminuzione dei marcatori EMT rispetto 

alla condizione EVMMA−MRC5 a conferma del fatto che sono queste vie quelle attivate dalle 
molecole secrete dai CAF. b) Saggio di invasione e migrazione transwell di cellule tumorali A549 

trattate con EVMMA−MRC5, EVveh−MRC5 e, in entrambe le condizioni, con inibitori delle vie di 

segnalazione attivate da IL-6. Le cellule tumorali trattate con EVveh−MRC5 non mostrano grandi 
differenze nelle viarie condizioni (veh, SB e Cry) in quanto i fibroblasti di controllo non 
secernono IL-6 e di conseguenza non vanno ad attivare, tramite le loro vescicole, le vie di 

segnalazione nelle cellule tumorali. Nelle cellule tumorali trattate con EVMMA−MRC5 si vede una 
diminuzione di invasione e migrazione nella condizione in cui vengono usati SB e Cry rispetto a 
quella di controllo perché in questo caso le vie di segnalazione sono state attivate da IL-6 e 
quindi si vede l’effetto degli inibitori.  

Figura 7a 
Figura 7b 
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L’inibizione di queste vie ha inoltre dimostrato un aumento alla sensibilizzazione a 

farmaci antitumorali specifici nelle cellule A549 (figura 8).  

4.4 MMA attiva i fibroblasti attraverso la segnalazione NF-κB e TGFβ mediata da 

specie reattive dell’ossigeno 

Infine è stato determinato quale fosse il meccanismo alla base di tutto questo 

processo, ovvero come l’MMA fosse in grado di attivare i CAF a secernere molecole 

per uno sviluppo tumorale aggressivo. Per fare questo è stata fatta una analisi di 

RNA-Seq sui fibroblasti MRC5 di controllo e trattati con MMA: analisi di 

arricchimento funzionale hanno mostrato una sovra espressione dei geni coinvolti 

nelle vie di segnale TGFβ e NF-κB e un aumento nella risposta allo stress ossidativo 

nei fibroblasti trattati con MMA rispetto a quelli di controllo. 

L’MMA è in grado di aumentare i livelli di specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

attraverso un meccanismo specifico o attraverso l’attivazione di processi in cui sono 

coinvolti i ROS: la questione non è ancora chiara ma in entrambi i casi i ROS hanno 

un ruolo importante nell’attivazione dei CAF andando ad agire sulle vie TGFβ e NF-

κB. A conferma di questo, il trattamento dei fibroblasti con antiossidanti come N-

acetil-cisteina (NAC) e SkQ1, ha inibito l’attivazione delle vie TGFβ e NF-κB e di 

conseguenza ha diminuito i marcatori CAF e la secrezione di IL-6 nelle vescicole 

(figura 9 a-b): nonostante la presenza di MMA i fibroblasti non hanno assunto un 

fenotipo CAF. 

Figura 8: saggio di resistenza al carboplatino. Sono state trattate cellule tumorale A549 

rispettivamente con vescicole: EVveh−MRC5, EVMMA−MRC5, EVMMA−MRC5 + SB, EVMMA−MRC5 + 

Cry. Il trattamento delle cellule A549 con EVMMA−MRC5 e SB, EVMMA−MRC5 e Cry è simile a 

quello di controllo in cui le cellule A549 sono trattate con EVveh−MRC5 a dimostrazione del fatto 
che andare a bloccare queste vie, quando sono attivate da fibroblasti esposti a MMA, va a 
diminuire la resistenza ai farmaci antitumorali specifici. Nell’unica condizione in cui c’è MMA e 
non ci sono inibitori delle vie che questo attiva tramite IL-6 nelle cellule tumorali, la massa 
cellulare relativa è più alta e ciò sta a significare che le cellule, in questa condizione, hanno una 
maggiore resistenza ai farmaci.  
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Il trattamento dei fibroblasti MRC5 con antiossidanti ha inibito anche in vivo la 

capacità delle vescicole secrete dagli stessi di indurre EMT, di aumentare la 

resistenza ai farmaci e di indurre metastasi nelle cellule tumorali A549 (figura 10), 

evidenziando l’importanza dei ROS nell’attivazione dei CAF. 

Figura 9a Figura 9b 

Figura 9: a) immunoblot che mostra i marcatori CAF di fibroblasti MRC5 trattati con un controllo, 
con MMA, con MMA + NAC e con MMA + SkQ1. Le condizioni in cui i fibroblasti sono trattati con 
MMA e antiossidanti mostrano un profilo simile ai fibroblasti di controllo (non trattati con MMA 
e antiossidanti). Questo risultato conferma che andando a diminuire la concentrazione di ROS 
tramite gli antiossidanti, anche in presenza di MMA, non si vanno ad attivare le vie che portano 
i fibroblasti ad assumere un fenotipo CAF. Solo nella condizione in cui i fibroblasti sono trattati 
solo con MMA abbiamo una maggiore espressione di marcatori CAF. b) immunoblot che mostra 
la quantità di IL-6 presente nelle vescicole secrete da fibroblasti MRC5 di controllo e dopo il 
trattamento con MMA da solo o in combinazione con NAC o SkQ1. La condizione in cui i 
fibroblasti sono trattati con MMA e con antiossidanti mostra livelli di IL-6 simili alla condizione 
di controllo in cui i fibroblasti non sono trattati con MMA e antiossidanti. Analogamente a 
quanto visto nella figura 9a, il risultato mostra che andando a diminuire la concentrazione di 
ROS, anche in presenza di MMA, non si vanno ad attivare le vie che portano i fibroblasti a 
secernere IL-6. Solo nella condizione in cui i fibroblasti sono trattati solo con MMA c’è un 
aumento della presenza di IL-6. 
 

Figura 10: formazione di metastasi e massa tumorale primaria in topi dopo l’iniezione 

sottocutanea di cellule A549 trattate con EVveh−MRC5, EVMMA−MRC5 e con EVMMA−MRC5 + NAC. 
Si può notare come nella formazione di metastasi il trattamento dei fibroblasti con NAC insieme 
a MMA ha dato lo stesso risultato della situazione di controllo, confermando che se si 
diminuisce la concentrazione di ROS, anche in presenza di MMA, le vie di segnale che attivano 
i fibroblasti a secernere IL-6 vengono a mancare.  



18 
 

È stato dimostrato in precedenza che l’attivazione di TGFβ porta alla fosforilazione 

sequenziale di TAK1, IKK e infine all’attivazione a valle di NF-κB (figura 11). 

Interessante è stato notare che l’inibizione, tramite SB43152 (SB), di TGFβR ha 

soppresso l’induzione dei marcatori CAF che invece non si è verificata inibendo 

rispettivamente, tramite Takinib e IKK16, TAK1 e IKK: la capacità dei fibroblasti di 

indurre marcatori CAF è determinata da TGFβ più che dagli intermedi a valle.  

La secrezione e il caricamento di IL-6 invece si è dimostrata essere dipendente dalla 

via di segnalazione NF-κB: l’inibizione di TGFβR, TAK1 e IKK sono state tutte, 

singolarmente, in grado di ridurre la concentrazione di IL-6 presente nelle vescicole 

secrete dai CAF. L’inibizione di questi tre intermedi ha infatti, conseguentemente 

ad un carico minore di IL-6 nelle vescicole secrete dai CAF, determinato una ridotta 

attivazione della via IL-6/JAK/STAT3 nelle cellule tumorali A549 con una 

conseguente diminuzione dei marcatori dell’EMT (figura 12).  

Riassumendo, il fenotipo CAF indotto da MMA è regolato da TGFβ separatamente 

dal segnale NF-κB che determina la secrezione di IL-6. 

Figura 11: vie di segnale attivate dall’MMA nei fibroblasti.  

Figura 12: immunoblot che mostra i marcatori EMT in cellule tumorali A549 trattate con 

EVveh−MRC5, EVMMA−MRC5 e EVMMA−MRC5 provenienti da fibroblasti trattati con specifici 
inibitori delle vie di segnalazione che l’MMA è in grado di attivare nei fibroblasti stessi. 
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La riduzione dell’attivazione della via IL-6/JAK/STAT3 nelle cellule tumorali A549 in 

questo caso è conseguente ad una diminuita secrezione di IL-6 da parte dei 

fibroblasti trattati con MMA. Questo avviene sia in presenza di antiossidanti che, 

abbassando la concentrazione di ROS indotta da MMA, inibiscono interamente o 

parzialmente l’attivazione dei fibroblasti stessi, sia in presenza degli inibitori delle 

vie di segnalazione attivate nei fibroblasti in seguito all’esposizione ad MMA. In 

entrambi i casi, analogamente a quanto visto nel paragrafo precedente trattando 

le cellule tumorali con inibitori specifici della via IL-6/JAK/STAT, si ha una 

diminuzione della resistenza ai trattamenti farmacologici mirati.  

La figura 12 ci permette di fare un’altra osservazione: si nota che l’inibizione di IKK 

ha un effetto maggiore dell’inibizione di TGFβ e di TAK1 sulla diminuzione dei 

marcatori EMT. Questo porta a concludere che l’attivazione a valle della via di 

segnalazione di TGFβ, quindi NF-κB, è in parte attivata in modo indipendente da 

quella appena vista. Infatti, anche se vengono inibiti TGFβR e TAK1, si ha comunque 

un piccolo carico di IL-6 nelle vescicole derivante dall’attivazione indipendente di 

IKK che si ripercuote poi nella capacità di indurre EMT nelle cellule tumorali. 
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

Complessivamente i risultati mostrano come siano complesse le interazioni che 

avvengono nel microambiente tumorale e come ci sia uno scambio di sostanze 

secrete dalle cellule che vanno ad influenzarsi, in modo anche reversibile, l’una con 

l’altra. Tutto questo dimostra la grande plasticità del tessuto, fattore fondamentale 

che rende possibile lo sviluppo e la progressione dei tumori. Gli autori hanno 

dimostrato che l’MMA, la cui produzione è aumentata con l’invecchiamento e dal 

tumore stesso, è un metabolita in grado di promuovere l’invasività e la 

metastatizzazione dei tumori. Nello specifico questo oncometabolita agisce 

attivando delle vie di segnale, mediate dai ROS, nei fibroblasti dello stroma che 

assumono così un fenotipo CAF e rilasciano delle sostanze, tra cui la citochina IL-6, 

che guidano uno sviluppo aggressivo a livello delle cellule tumorali attivando in 

queste specifiche vie di segnale.  

I fattori principali su cui ci si è concentrati sono stati l’espressione di marcatori EMT, 
la capacità di invasione e di migrazione e la resistenza ai farmaci: tutti questi fattori 
se aumentati portano ad un fenotipo tumorale aggressivo. Infatti, l’aggressività 
tumorale non è da attribuire interamente alla massa tumorale primaria, quindi alla 
capacità proliferativa delle cellule, ma alla capacità di invadere i tessuti e di formare 
metastasi. In tutti i casi in cui le cellule tumorali sono cresciute con fibroblasti 
esposti all’MMA si è osservato un aumento dei marcatori EMT che ha permesso, 
grazie all’acquisizione di un fenotipo mesenchimale, un aumento dell’invasione e 
della migrazione delle cellule tumorali. Inoltre, tutte le volte che si sono trovati 
marcatori EMT aumentati, è emersa anche una maggiore resistenza ai farmaci 
antitumorali specifici. Al contrario, tutte le volte in cui si è andati ad interrompere 
in qualche punto il processo comunicativo tra cellule tumorali e i CAF, e viceversa, 
si è ottenuta una diminuzione dei marcatori EMT con una conseguente 
sensibilizzazione ai farmaci.  
L’MMA non agisce solo attivando i fibroblasti stromali e rimodellando la matrice 
extracellulare a favore di una crescita tumorale aggressiva ma è anche in grado di 
regolare i programmi genetici associati al destino cellulare e a geni coinvolti nella 
resistenza ai farmaci nelle cellule tumorali stesse. L’MMA è infatti un regolatore 
positivo in grado di sovra regolare il fattore di trascrizione HMG box (SOX) nelle 
cellule A549: nello specifico la via di segnalazione TGFβ riesce ad indurre SOX4 
ovvero uno dei principali regolatori dell’EMT (2).  
Tutto questo sostiene la complessa rete di interazioni che si vengono a creare nelle 
cellule tumorali, soprattutto nei tumori aggressivi, sia con le altre cellule ma anche 
con loro stesse per automantenersi ed aumentare la propria aggressività agendo 
anche sul microambiente tumorale. Bisogna quindi porre la giusta attenzione al 
microambiente tumorale per riuscire a capire come possano assumere fenotipi 
così aggressivi certi tipi di tumore: negli esperimenti affrontati infatti il focus è 
posto sull’interazione tra fibroblasti e cellule tumorali.  
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Oltre ai risultati ottenuti in vitro dalle colture cellulari, interessanti sono stati gli 
esiti in vivo nei topi che hanno confermato la capacità dell’MMA di indurre 
maggiore aggressività nelle cellule tumorali attraverso l’attivazione dei CAF. 
Nonostante il modello sottocutaneo utilizzato sia semplice e veloce da eseguire e 
permetta facilmente di seguire la crescita tumorale, presenta degli svantaggi 
perché la sede di iniezione non sempre rispecchia lo scenario fisiologico 
dell’organo in cui si sviluppa il tumore. Compatibilmente con le metodiche 
disponibili per i vari organi sarebbe interessante effettuare questo test nei topi 
utilizzando un modello ortotopico, ovvero un modello in cui le cellule tumorali 
vengono impiantate chirurgicamente o iniettate nel sito di origine del tumore in 
modo che si abbia un microambiente tumorale completo che rispecchi le 
condizioni presenti nell’organo di sviluppo. I modelli ortotopici producono più 
frequentemente metastasi spontanee rispetto a quelli sottocutanei: effettuare 
questo test permette di vedere se ci sono state eventuali sottostime nei risultati 
ottenuti. Inoltre, questo modello si presta di più, proprio per le condizioni di 
sviluppo del tumore, per eseguire test sui farmaci (5). I test sui farmaci nell’articolo 
esaminato sono stati eseguiti solo sulle colture cellulari, probabilmente perché lo 
scopo principale dello studio sui topi era vedere la metastatizzazione, che ha 
richiesto il loro sacrificio.  Tuttavia, sarebbe interessante vedere se gli effetti di 
resistenza ai farmaci visti nelle colture cellulari si verificano anche in vivo.  
 
Concludendo possiamo dire che oltre all’invecchiamento, all’esposizione a 
mutageni, alla dieta e allo stile di vita, anche i cambiamenti che avvengono 
fisiologicamente o patologicamente a livello metabolico giocano un ruolo 
fondamentale nella formazione di un microambiente tumorale. Riuscire a 
comprendere i meccanismi alla base del funzionamento metabolico, che possono 
portare allo sviluppo di un ambiente pro-tumorale, e i meccanismi che consentono 
al tumore una volta formato di evolvere verso una forma aggressiva, possono 
permettere di aprire le porte a nuovi bersagli terapeutici. Dato che sono state già 
ottenute informazioni sull’evoluzione di questi tumori sui topi, i modelli murini 
possono continuare ad essere la chiave per lo studio di farmaci che vanno ad 
interferire con le vie di segnalazione che si è visto essere attivate nelle cellule 
tumorali e nei CAF, per sviluppare procedure diagnostiche e terapeutiche 
utilizzabili in uomo.  
Agire quindi sul mantenimento di un corretto metabolismo, fattore che può essere 
fortemente aiutato anche dall’alimentazione, e sull’inibizione delle vie che 
disregolano le cellule tumorali, che attivano i CAF e che attivano le cellule tumorali 
grazie ai CAF, potrebbe permettere non solo di migliorare la qualità di vita delle 
persone affette da questo tipo di tumori ma anche di abbassare il tasso di mortalità 
a loro associato, dato prevalentemente dallo sviluppo di metastasi. 
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