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1. INTRODUZIONE



1.1 1L MELANOMA CUTANEO

Il melanoma € un tumore che si origina dalla trasformazione maligna dei melanociti
della cute e delle mucose o molto piu raramente, dai melanociti delle sedi extracutanee,
come occhio e meningi. Il melanoma cutaneo maligno é il piu frequente ed € una
neoplasia potenzialmente fatale perché ha un elevato potenziale metastatico
(melanoma metastatico MM) con un'eziologia complessa e multifattoriale. |
melanociti costituiscono una popolazione cellulare minoritaria nell’epidermide, con
solo 1500 melanociti per mm? (Davis et al., 2019). | melanociti sono dispersi in tutto
lo strato basale dell’epidermide e possono estendere i dendriti fino a contattare 40
cheratinociti, formando “unita epidermo-melaniniche”. In risposta alle radiazioni UV
1 cheratinociti, sotto stimolazione dei melanociti, producono 1’ormone stimolante a-
melanotropo (a-MSH) che si lega al recettore della melanocortina-1 (MC1R) per
indurre la sintesi di melanina, un ormone che garantisce un’efficace fotoprotezione
della cute (Bento-Lopes et al., 2023). | melanociti possono sintetizzare due tipi di
melanina: I'eumelanina nera/marrone e la feomelanina giallo/rossa. Il rapporto tra le
due forme definisce il colore della pelle: I’eumelanina ¢ tipica delle persone scure
donando un’ottima protezione contro le radiazioni UV e un minor rischio di sviluppare
tumori della pelle; mentre la feomelanina offre una minore protezione contro gli UV e

produce agenti cancerogeni (Morgan et al., 2013; Premi et al., 2015).

1.1.1 INCIDENZA E FATTORI DI RISCHIO

In un’epoca in cui I’incidenza di molti tumori ¢ in diminuzione, il tasso di incidenza
del melanoma ¢ in forte aumento in tutto il mondo; nel 2020 sonno stati registrati
325.000 nuovi casi nel mondo (Saginala et al., 2021), dovuto alla migrazione di
persone dalla pelle chiara verso aree piu vicine all'equatore dove le radiazioni UV sono
maggiori e dal modo scorretto di esporsi al sole senza adeguati filtri solari. Tuttavia,
sebbene I’incidenza del melanoma sia in continuo aumento in tutto il mondo, il
melanoma é una malattia antica, il primo caso documentato fu registrato nel V secolo
da Ippocrate di Cos (Rebecca et al., 2012).

In Italia nel 2020 sono stati diagnosticati 14.863 nuovi casi di melanoma metastatico,
un valore incrementato del 20% rispetto al 2019.

A differenza di altri tumori solidi, il melanoma colpisce soprattutto le persone giovani

e di mezza eta; l'incidenza di questo tumore aumenta linearmente dopo i 25 anni fino
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all'eta di 50 anni per poi rallentare, soprattutto nelle donne (Rastrelli marco et al.,
2014). La diversa prevalenza nei due sessi va analizzata in relazione all'eta: il tasso di
incidenza del melanoma e maggiore nelle donne rispetto agli uomini fino ai 40 anni,
tuttavia, all'eta di 75 anni, lincidenza e quasi 3 volte piu elevata negli
uomini rispetto alle donne; anche la sede di insorgenza del cancro dipende dal sesso,
le zone pit comuni sono la schiena nell’uomo, braccia e gambe nelle donne (Rastrelli
etal., 2014).

Il melanoma é considerata una malattia multifattoriale, tra i principali fattori di rischio
troviamo:

Esposizione ai raggi ultravioletti (UV): e il rischio ambientale piu importante e
potenzialmente modificabile per lo sviluppo del melanoma. Esistono due tipi di

radiazioni UV principalmente coinvolte nello sviluppo dei tumori della pelle: le

radiazioni ultraviolette di tipo A (UVA, A 315 nm-400 nm) e radiazioni ultraviolette

di tipo B (UVB, A 280 nm-315 nm). Gli UVA rappresentano il 95% della luce solare,

riescono a penetrare meglio nel derma ma sono meno genotossici degli UVB (Sample
& He, 2018). L’esposizione non protetta alle radiazioni UV danneggia il sistema di
riparo del DNA, causando errori durante la replicazione che portano allo sviluppo di
mutazioni in geni coinvolti nella proliferazione e apoptosi che a loro volta regolano
vie di segnalazione cellulare che vengono deregolate promuovendo la cancerogenesi.
Le proteine principalmente mutate nel melanoma sono gli oncogeni NRAS e BRAF,
appartenenti alla famiglia delle proteine chinasi attivate dal mitogeno (MAPK),
responsabili della crescita e differenziazione cellulare (Goel et al., 2006; Thomas et
al., 2007).

Fattori genetici: una storia familiare di melanoma costituisce un forte fattore di rischio
per la malattia. Il melanoma pud essere considerato un modello di ereditarieta
autosomico dominante. Le anomalie genetiche piu comuni riscontrate in queste
famiglie sono mutazioni nell'inibitore della chinasi ciclina-dipendente 2A (CDKN2A).
Inoltre, altre patologie tumorali come retinoblastoma familiare, sindrome tumorale di
Li-Fraumeni e sindrome di Lynch di tipo I, predispongono I’individuo a sviluppare
con un rischio piu elevato il melanoma (Eddy & Chen, 2020).

Caratteri personali (fototipo): carnagione chiara, occhi chiari, capelli chiari o rossi,

presenza di lentiggini, storia di scottature solari (Williams et al., 2011).



4. Abbondanza di nevi: i nevi melanocitici sono lesioni cutanee benigne derivanti dalla
proliferazione dei melanociti per un iniziale accumulo di mutazioni principalmente a
carico di BRAF. | nevi sono considerati sia precursori che indicatori diretti di

aumentato rischio di melanoma (Damsky & Bosenberg, 2017).

1.1.2- MORFOLOGIA, IDENTIFICAZIONE DEL MELANOMA E
STADIAZIONE

Il melanoma presenta due stadi di crescita: uno radiale e uno verticale. La crescita
radiale é la fase iniziale dove la malattia € localizzata e limitata alla pelle ed e quindi
possibile intervenire chirurgicamente. Nella fase di crescita verticale si forma un
nodulo tumorale che si approfonda nel derma e iniziera a dare metastasi (Heistein et
al., 2024). A livello clinico si distinguono tre tipi di lesioni in base alla loro profondita:

e Sottile, massima profondita 1mm;

e Moderata, profondita tra 1 e 4mm;

e Profonda, profondita maggiore di 4 mm (Heistein et al., 2024)).

Il melanoma puo essere classificato in quattro tipi principali a seconda della crescita:

e Melanoma a diffusione superficiale, presenta una fase di crescita intraepidermica
breve. Rappresenta il 70% dei melanomi con lesioni di diametro medio di 2 cm di
colori variegati;

e Melanoma nodulare, rappresenta il 15-30% dei melanomi, generalmente presentano
una colorazione blu-nera. Presenta una prognosi peggiore insieme al melanoma
lentigginoso acrale;

e Melanoma lentigo maligna, localizzato principalmente nelle zone cutanee
maggiormente esposte alle radiazioni. La sua prevalenza e del 4-10%. Le lesioni
inizialmente sono molto piccole per poi crescere fino a un diametro di 3cm. Presentano
una pigmentazione marrone chiaro;

e Melanoma lentigginoso acrale, rappresenta il 2-8% dei melanomi nei pazienti con
carnagione chiara e il 35-60% dei melanomi nei pazienti con carnagione scura. Le
lesioni sono localizzate principalmente nel palmo delle mani, pianta dei piedi e letto
ungueale che possono portare a ulcerazioni negli stadi successivi (Heistein et al.,
2024).

L’anamnesi del melanoma, a livello fisico, prevede di sorvegliare i nevi in base ai

criteri ABCDE, ovvero asimmetria, irregolarita dei bordi, variazioni di colore,

diametro (>6mm) ed evoluzione. Questi criteri hanno permesso di diagnosticare
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numerosi casi di melanoma; tuttavia, alcuni sono rimasti asintomatici € non

diagnosticati (melanomi nodulari) per questo é stata proposta una nuova regola del

“EFG”, considerando, quindi, anche I’elevazione, la compattezza e la crescita

(Chamberlain et al., 2003; Friedman et al., 1985; Kelly, 2005; Marghoaob et al., 2019);

(Figura 1).
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Figura 1 Valutazione ABCD EFG per anamnesi MM.

https://www.aimatmelanoma.org

Le lesioni possono sanguinare, prudere e ulcerarsi e sviluppare delle metastasi,

causando sintomi a seconda degli organi interessati (Heistein et al., 2024).

Il melanoma si classifica secondo quattro stadi (Figura 2):

e Stadio 0: il melanoma é confinato agli strati superficiali della pelle senza invasione

profonda né metastasi. Questo stadio &€ noto come "in situ™ (confinato).

e Stadio I: | melanoma ha uno spessore fino a 2 mm. La lacerazione tissutale puo

essere presente, ma non ci sono metastasi linfonodali o viscerali. Questo stadio si

divide in:
- 1A: Gravita inferiore, senza ulcerazione.
- IB: Gravita lievemente superiore, con ulcerazione.

« Stadio Il: Il melanoma ha uno spessore compreso tra 1.01 mm e oltre 4.00 mm e

puo presentare ulcerazioni. Non ci sono metastasi linfonodali o viscerali. Le

sottoclassi sono:



I1A: Spessore 1.01-2.00 mm con ulcerazione o 2.01-4.00 mm senza ulcerazione.

I1B: Spessore 2.01-4.00 mm con ulcerazione o oltre 4.00 mm senza ulcerazione.

11C: Spessore oltre 4.00 mm con ulcerazione.

Stadio I1l: Il melanoma pu0 presentare metastasi ai linfonodi regionali. Le

sottoclassi sono:

I11A: Tumori di qualsiasi spessore senza ulcerazione con micrometastasi in 1-3
linfonodi.

- HIB: Tumori di qualsiasi spessore con metastasi in 1-3 linfonodi o metastasi
satelliti.

- NIC: Tumori di qualsiasi spessore con macrometastasi in 4 o piu linfonodi o
metastasi satelliti.

« Stadio IV: Il melanoma presenta metastasi linfonodali distali, metastasi viscerali

(polmoni, ossa, cervello).
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Figura 2 Stadiazione del melanoma
https://apaim.it/melanoma/gli-stadi-del-melanoma/

1.1.3 IL RUOLO DI BRAF NEL MM
Le mutazioni che portano all’insorgenza del melanoma attivano la via di segnalazione

di MAPK, un regolatore della proliferazione, differenziamento, migrazione e apoptosi
cellulare (Casula et al., 2016; Sullivan & Flaherty, 2013). Questa via viene attivata dal
legame di un fattore di crescita con il recettore tirosin-chinasico (RTK) che stimola

I’attivita di idrolisi della guanosin-trifosfato (GTPasi) della proteina RAS. La via di
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segnalazione prosegue con la fosforilazione di BRAF da parte di RAS, la proteina
BRAF fosforilata € in grado di legare e fosforilare a sua volta MEK. Tale cascata di
attivazione culmina con la fosforilazione e la successiva traslocazione nel nucleo di
ERK, in grado di fosforilare specifici fattori di trascrizione, responsabili
dell’espressione di geni coinvolti nei processi di crescita e differenziamento cellulare
(Raman et al., 2007) (Figura 3). In condizioni fisiologiche la cascata delle MAPK
viene inibita a monte, mediante un meccanismo di feedback negativo. Tuttavia, nelle
cellule tumorali che presentano mutazioni del protoncogene BRAF, il processo di
attivazione del pathway MAPK ¢ diverso: infatti I’assenza di un fisiologico feedback
negativo induce una permanente attivazione della cascata, che conduce ad una
proliferazione cellulare incontrollata, una maggiore resistenza all’apoptosi e alla
senescenza, maggiore capacita di neo-angiogenesi favorite dall’attivazione di hypoxia-
inducible factor 1 alpha (HIF-1a) e Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
evasione dal sistema immunitario e capacita di dare metastasi (Ascierto et al., 2012;
Lake et al., 2016; Maurer et al., 2011; Nissan et al., 2014) (Figura 3).

La proteina BRAF e una serin/treonin protein-chinasi, appartenente alla famiglia RAF,
costituita da 766 aa con locus genico sul cromosoma 7. E costituita da tre domini: due
con funzione regolatrice e un dominio catalitico, responsabile della fosforilazione di
MEK nel pathway MAPK (Wellbrock et al., 2004). Nel melanoma, circa il 50% dei
pazienti presentano mutazioni in BRAF. Tali mutazioni insorgono quasi sempre a
livello della tripletta in posizione 600, che codifica per I’aminoacido valina. Circa I’80-
90% delle mutazioni BRAF sono V600E (valina sostituita con acido glutammico),
mentre il 5-12% sono V600K (valina sostituita da lisina) ¢ <5% sono V600D (valina
sostituita da acido aspartico) o V600R (valina sostituita da arginina) (Lovly et al.,
2012; Rubinstein et al., 2010).

BRAF mutato e costitutivamente attivo € una proteina fondamentale nel melanoma
metastatico e rappresenta il principale target delle terapie bersaglio per contrastare il

MM e attualmente utilizzate in clinica (Ascierto et al., 2012) (Figura 3).
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1.1.4 TERAPIE ATTUALMENTE INUSO PER IL TRATTAMENTO DEL MM

Se diagnosticato precocemente il melanoma localizzato (primitivo) pud essere rimosso
chirurgicamente con una buona prognosi. Quando diventa invasivo e metastatico
(stadio 111-V), tuttavia, si trasforma in una neoplasia piu aggressiva e difficile da
rimuovere chirurgicamente. Qualche decennio fa I’unica strategia era la chemioterapia
che prevedeva 1’utilizzo di Decarbazina. Lo scopo di una terapia chemioterapica ¢
quello di bloccare la divisione cellulare del tumore. Considerando i pochi vantaggi e
gli scarsi risultati di questo tipo di approccio, ad oggi le terapie bersaglio e
I’immunoterapia sono i principali approcci adottati (Eddy & Chen, 2020).

La terapia al bersaglio o targeted therapy introdotta nel 2011 nel melanoma con il
commercio del primo farmaco contro BRAF mutato (Vemurafenib) (Figura 4), utilizza
molecole specifiche in grado di andare ad inibire i bersagli mutati e bloccarne gli
effetti. Ad oggi nei pazienti vengono somministrati BRAF e MEK inibitori in
combinazione. Gli inibitori bersagliano il sito di legame dell’ ATP presente nel BRAF
o nel MEK mutato (Domingues et al., 2018). La somministrazione di un BRAF
inibitore ripristina la corretta funzionalita della via MEK/RAF, generando cosi una
regolare crescita cellulare e una diminuzione della sopravvivenza delle cellule tumorali

(Ascierto et al., 2012). Queste terapie sono piu efficaci rispetto alla chemioterapia, con
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una migliore tolleranza e minore tossicita per il paziente. Tuttavia, dopo un paio di
mesi dalla fine del trattamento si instaurano dei meccanismi di resistenza (Castellani
etal., 2023).

Nel 2011 la US Food and Drug Administration (FDA) ha approvato un nuovo farmaco
per il trattamento dei pazienti con melanoma metastatico che va ad inibire
potentemente la chinasi mutata BRAF V600E: PLX4032 Vemurafenib, provocando
un arresto della proliferazione cellulare (Brummer et al., 2019). Il farmaco mostra
ottima tollerabilita nella dose massima di 960 mg due volte al di, ma ha numerosi
effetti collaterali quali: atralgia, fotosensibilita, rush, affaticamento, disturbi intestinali
fino allo sviluppo del carcinoma cutaneo a cellule squamose. Tuttavia, il problema
principale ¢ lo sviluppo di resistenza dopo trattamenti di alcuni mesi (Ascierto et al.,
2012). Negli stessi anni é stato inserito in studi clinici un altro farmaco, il Dabrafenib,
il quale va ad agire sulle principali mutazioni in BRAF, BRAF V600E e BRAF
V600K. Confrontandolo con gli effetti della Decarbaziona (principale farmaco
chemioterapico), il Debrafenib risulta essere meno tossico e con tassi di risposta piu
elevati, ma anche questo, come il Vemurafenib, puod portare all’acquisizione di

resistenze (Bowyer et al., 2015).

Dabrafenib Dabrafenib Dabrafenib Encorafenib Atezolizumab+
Vemurafenib + + L Vemurafenib+
Tr inib Tr inib Cobimetinib binimetinib Cobimetinib

1990 2011 2013 2014 2015 2018 2021

Figura 4 Cronologia dei farmaci delle terapie bersaglio approvati dalla FDA
Castellani et al., 2023

Un nuovo obiettivo nella terapia del MM e la combinazione di piu farmaci per evitare,
o limitare, il processo di resistenza (Figura 5). Queste terapie combinate mirano a
inibire differenti vie di trasduzione del segnale per la sopravvivenza delle cellule
tumorali (Michielin et al., 2020). Un altro bersaglio della target therapy & un enzima
della via di segnalazione delle MAPK, la chinasi MEK che risulta essere mutata
soprattutto nello stadio IV del melanoma. | MEK inibitori sono somministrati in
associazione con i BRAF inibitori o, meno frequentemente perché poco efficaci, in
monoterapia.

L’utilizzo di un BRAFi associato ad un inibitore di MEK (MEKi) porta all’inibizione

dell’attivazione di MEK, superando cosi la resistenza ai farmaci contro BRAFi (Long
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et al., 2019) (Figura 5). Tra questi MEKIi troviamo il Trametinib, inibitore allosterico
di MEK, altamente selettivo che regola I’attivita e I’attivazione delle chinasi MEK1 e

MEK?2 (Long et al., 2019).
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Figura 5 Meccanismo d'azione di Vemurafenib, Dabrafenib e Trametinib
Rissmann et al., 2015

Un’altra strategia terapeutica utilizzata per il MM ¢ I’immunoterapia, una terapia con
miglior efficacia e minori effetti collaterali. L’obiettivo di questa tecnica ¢ quella di
ripristinare I’immunita antitumorale del paziente, in quanto, a causa del fenomeno
dell’evasione dal sistema immunitario, il sistema ha perso la capacita di agire contro
le cellule neoplastiche permettendo al tumore di crescere e creare nuove metastasi
(Teixidd et al., 2015).

| linfociti T e altre cellule del sistema immunitario possiedono dei meccanismi di
spegnimento della risposta immunitaria, i cosiddetti checkpoint immunitari, che
regolano il riconoscimento e la lisi delle cellule bersaglio per evitare 1’insorgenza di
patologie autoimmuni. | recettori di controllo del sistema immunitario piu studiati sono
la proteina-4 citotossica associata ai linfociti T (CTLA-4) e la proteina di morte
cellulare programmata-1 (PD-1) (Chhabra & Kennedy, 2021; Rotte et al., 2015).
L’utilizzo degli inibitori dei checkpoint immunitari (ICIs), permette di interrompere
I’interazione tra i checkpoint immunitari e le cellule tumorali, consentendo cosi

I’attivazione delle cellule T contro le cellule tumorali.
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Nel 2011 I’FDA ha approvato il primo farmaco immunoterapico 1’Ipilimumab, un
anticorpo monoclonale che lega il CTLA4, recettore espresso sulla membrana dei
linfociti T, portando a una riduzione della mortalita del MM (Chapman et al., 2011).
Quando ligandi come B7-1 0 B7-2, espressi da altre cellule immunitarie, interagiscono
con CTLA4, quest’ultimi vengono inibiti; mentre quando Ipilimumab lega CTLA4,
impedisce I’inibizione dei linfociti T che si attiveranno e andranno ad aggredire le

cellule neoplastiche (Davis et al., 2019) (Figura 6).

T cell T cell T cell
activation inhibition remains active

~.

Anti-CTLA-4
Ab

Figura 6 Meccanismo d'azione di Ipilimumab
Zang W et al., 2021

Altri farmaci immunoterapici sono anti PD-1 (Pembrolizumab/Nivolumab, Figura 7).
Nivolumab agisce bloccando la proteina PD-1, recettore co-inibitorio espresso dai
linfociti T attivati. Quando PD-1 lega il suo ligando PD-L1/CD274, espresso sulle
cellule tumorali, si ha un’azione inibitoria del linfocita T. Il blocco di PD-1 stimola la
normale risposta immunitaria, mediando la regressione tumorale (Davis et al., 2019).
Recentemente, 1’immunoterapia combinata di Nivolumab e Ipilimumab é stata
approvata dalla FDA come terapia sistemica di prima linea nel trattamento del MM
(Larkin et al., 2019; Michielin et al., 2020).

Un altro anticorpo monoclonale é il Pembrolizum, un anti-PD-L1 (Figura 7). A
differenza di Ipilimumab, insieme a Nivolumab ha un tasso di risposta del 30-40%.
Pembrolizumab si & dimostrato essere addirittura piu efficiente di Nivolumab in quanto

va ad agire sul ligando presente sulle cellule tumorali (De Sousa Linhares et al., 2019).
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Figura 7 Attivita biologica dell’immunoterapia.

Assenza (sx) e presenza (dx) di immunoterapia attraverso 1’impiego di anticorpi
monoclonali che bersagliano i checkpoint immunitari PD-1 e PD-L1
LiStarfish.it

La combinazione di Vumerafenib, Pembrolizumab e MEK inibitori risulta ad oggi
essere la migliore terapia per il trattamento del MM approvata da FDA (Gutzmer et
al., 2020) (Figura 8).
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Figura 8 Approvazione dei farmaci delle terapie target e delle immunoterapie
da parte della FDA
Jenkins & Fisher, 2021

1.1.51 MECCANISMI DI RESISTENZA
Nonostante questi successi, solo una minoranza di pazienti con melanoma avanzato

risponde al blocco del checkpoint, con un tasso di risposta del 10-40% con la
monoterapia e fino al 58% con la terapia combinata. Pertanto, risulta necessario
individuare biomarker predittivi per identificare i pazienti che hanno maggiori
probabilita di trarre beneficio dal blocco dei checkpoint (Schreiber et al., 2011). Molti
pazienti sviluppano dei meccanismi di resistenza dopo circa 12 mesi alla terapia al
bersaglio e all’immunoterapia. Questi meccanismi possono essere innati o acquisiti,
indotti da mutazioni secondarie delle cellule tumorali, per meccanismi epigenetici o
modifiche del metabolismo della cellula tumorale e alterazioni del microambiente
tumorale (Indini et al., 2022) (Figura 9). La resistenza primaria o innata colpisce piu
della meta della popolazione (fino al 60%) dove non si ha alcun tipo di beneficio dalla
terapia somministrata (Indini et al., 2022). 1l 15-20% di pazienti con MM sembra non
mostrare alcun beneficio dalla terapia, questo puo essere dovuto alla mancanza della
stessa mutazione BRAF nelle cellule tumorali, secrezione di fattori endogeni, assenza
di oncosoppressori (come PTEN) che vanno ad inibire la proliferazione cellulare
bloccando la via PI3BK/AKT (Czarnecka et al., 2020).
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Figura 9 Rappresentazione dei principali meccanismi di resistenza intrinseca e
acquisita successivi ad una fase di farmaco tolleranza da parte delle cellule

tumorali trattate con le terapie bersaglio
Tangella et al., 2021

In questo contesto é stato dimostrato che 1’attivazione del metabolismo di nicotinamide
adenina dinucleotide (NAD) e del suo enzima biosintetico limitante nella via di riciclo
della nicotinamide la nicotinamide fosforibosiltransferasi (NAMPT), sono fattori
chiave nella resistenza alla target therapy e alla progressione del MM (Indini et al.,
2022).

1.1.6 LA PLASTICITA’ METABOLITICA NEL MM
Le cellule di melanoma, come altri tumori, possono cambiare la loro espressione

genica anche senza mutazioni genetiche ma solo in risposta a stimoli ambientali o
stress terapeutico. La capacita di cambiare il proprio metabolismo in modo dinamico
per adattarsi allo stress ambientale & definita plasticita metabolica, una caratteristica
tipica di tutte le cellule tumorali (Grafanaki et al., 2023). Il tumore per mantenere la
proliferazione incontrollata, 1’invasivita e la metastatizzazione delle cellule tumorali
necessita di una riprogrammazione delle vie metaboliche e di un’elevata richiesta
energetica (Hanahan, 2022).

Nel 1920 il fisiologo Otto Warburg descrisse per la prima volta il fenomeno

dell’adattamento metabolico delle cellule tumorali, 0ggi conosciuto come “Effetto
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Warburg”, secondo il quale le cellule tumorali non utilizzano per produrre energia la
respirazione cellulare completa fino alla fosforilazione ossidativa mitocondriale
(OXPHOS), ma mostrano un aumento dell’assorbimento di glucosio con parallela
secrezione di lattato e acidificazione del microambiente tumorale, anche in presenza
di ossigeno (glicolisi aerobia) (Figura 10). Il piruvato viene convertito in lattato
mediante Dattivita della lattato deidrogenasi A (LDHA), che, rilasciato nel
microambiente, funge da metabolita pro-metastatico (Khajah et al., 2021; Liberti &
Locasale, 2016; San-Millan & Brooks, 2017; Yang & Sauve, 2016). Warburg pensava
che nei tumori i mitocondri fossero difettivi, oggi € noto che il fenotipo metabolico nei
tumori € molto piu complesso e le cellule tumorali sono in continua transizione

metabolica e non ¢’¢ un deficit mitocondriale.

Figura 10 Transizione metabolica in cellule tumorali
Sebestyén et al., 2021

Le cellule di melanoma metabolizzano fino all’80% del glucosio in lattato, adottando
un metabolismo Warburg sostenuto e rafforzato dall’attivazione oncogenica di BRAF
mutato e da un ambiente ipossico (Avagliano et al., 2020). L’iperattivazione della
glicolisi influenza il microambiente tumorale facilitando il processo di angiogenesi,
metastasi e soppressione del sistema immunitario (Indini et al., 2022).

Durante la terapia con inibitori BRAF e MEK, che bloccano la glicolisi delle cellule
di melanoma, per sopravvivere riadattano il loro metabolismo adottando un fenotipo
ossidativo con elevata attivita mitocondriale. Questa transizione metabolica continua
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e fondamentale per promuovere la resistenza alla terapia bersaglio nel melanoma
(Indini et al., 2022) (Figura 11).

002 )} Normal melanocyte '01 \ 02 Melanoma cell Resistant melanoma cell
Glucose [GRKOSE Glucose Metabolic plastiaty S
= # ‘F = o
. (Warburg
! n”u\) &
waaln r;- i{ pmm. | S gy —|§ PYTUVAE e Lactate
Y J maco:
&n = |
“ . § 1 -
[ o ® . o ATP
| o Tr — ATP QXPHOS |
| \ SHPHOL [~ Nutrients L 7 —ROS =}
4 — ‘} competition; T
— — Hypoxia; Ac idllv P S
ot%s, "’#‘; -
S ﬁc .':g 13 CORR)
rootgqc g.‘((,‘(g CCCCCC e (CLCCCLCCT ..;.,.;w oqg,og& togesdsse
Benign nevus Melanoma .‘ s;dtﬁ’ Invasive melanoma
g’

/i is/drug resistance
progr v ug 4

Figura 11 Plasticita metabolica nelle cellule di melanoma
Indini et al., 2022

Nei processi di riprogrammazione metabolica si osserva un’alterazione e un aumento
dei livelli del co-fattore NAD, nucleotide alla base delle reazioni di ossido-riduzione

impiegate nel metabolismo energetico (Chiarugi et al., 2012).

1.2 NICOTINAMIDE ADENINA DINUCLEOTIDE (NAD):
COFATTORE ENERGETICO

Il NAD é un coenzima costituito da due nucleotidi, uno presenta la base azotata
adenina e I’altro la nicotinamide, legati da un legame fosfoanidridico tra i rispettivi
gruppi fosfato. Il NAD pu0 essere presente in due forme: NAD™ ossidato e NADH
forma ridotta se ha legato gli elettroni. Per questa sua caratteristica il NAD é coinvolto
in reazioni di ossido-riduzione essenziali per generare ATP, ma é anche substrato di
enzimi che consumano NAD come sirtuine, PARPs e NADasi come CD38, che
regolano diversi processi cellulari come il riparo al DNA, 1’espressione genica ed
epigenetica, I’apoptosi, la trascrizione, I’immunoregolazione ed il ritmo circadiano
cellulare (Figura 12) (Audrito, Manago, et al., 2020; Audrito, Messana, Moiso, et al.,
2020; Chiarugi et al., 2012; Gasparrini & Audrito, 2022; Rajman et al., 2018).
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Figura 12 Funzioni del NAD
Rajman et al., 2018

Il NAD non € in grado di attraversare il doppio strato fosfolipidico della membrana
cellulare, ma per entrare nella cellula sfrutta gli emicanali della connessina 43
(Buonvicino et al., 2021). Inoltre, il NAD * citoplasmatico pud essere portato
direttamente nei mitocondri dal trasportatore SLC25A51(Luongo et al., 2020), mentre
puo essere secreto nello spazio extracellulare per esocitosi. Il suo turn-over all’interno
della cellula ¢ dinamico, ha un’oscillazione circadiana regolata dal core
CLOCK:BMAL (Nakahata et al., 2009; Ramsey et al., 2009). E importante
sottolineare che 1’omeostasi cellulare del NAD dipende dalla sua sintesi e consumo,
ma anche dalla compartimentalizzazione subcellulare. La distribuzione cellulare del
NAD(H) dipende da: espressione di enzimi biosintetici e di consumo, trasportatori
specifici di ogni organello per il trasporto di NAD e suoi precursori e dalla presenza
di sistemi redox che interconvertono NAD *e NADH, come il ciclo di Krebs, il
complesso | della catena di trasporto degli elettroni o la navetta malato-aspartato
(Borst, 2020; Cant¢ et al., 2015).

| precursori del NAD triptofano, acido nicotinico (NA), nicotinamide (NAM),
nicotinamide mononucleotide (NMN) o nicotinamide riboside (NR) vengono
trasportati nella cellula tramite trasportatori specifici o per diffusione semplice.

Attraverso le reazioni delle deidrogenasi citosoliche o della navetta malato-aspartato,
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NAD *e NADH possono essere interconvertiti per mantenere i rapporti NAD *:
NADH citosolico e nucleare. All’interno dei mitocondri, la navetta malato-aspartato
lavora in combinazione con il ciclo TCA e la catena di trasporto degli elettroni (ETC)
per mantenere questo equilibrio redox (Zapata-Pérez et al., 2021).
Un corretto equilibrio tra biosintesi e degradazione del NAD é fondamentale per
mantenere 1’omeostasi cellulare del NAD, una qualsiasi deregolazione di tale
omeostasi pud portare all’insorgenza di diverse patologie. Una carenza di NAD puo
essere: primaria, Ovvero una carenza geneticamente determinata da una ridotta sintesi
di NAD o secondaria, associata a una carenza di precursori del NAD (Zapata-Pérez et
al., 2021).
Nell’uomo si distinguono tre vie di biosintesi del NAD (Figura 13):
Sintesi de novo: é particolarmente attiva nel fegato, nei reni, nel cervello e nel tessuto
endocrino (Audrito, Messana, Moiso, et al., 2020), inizia con il catabolismo
dell’amminoacido triptofano in kynurenina grazie a indolamine 2-3 dioxygenasi. La
kynurenina viene metabolizzata, grazie alla via della kynurenina, in acido quinolico
(QA) che viene convertito grazie a quinolato fosforibosiltransferasi (QPRT), enzima
limitante, in nicotinamide mononucleotide (NaMN);
Preiss-Hadler pathway: metabolizza Na (acido nicotinico) derivato dalla dieta
sottoforma di vitamina B3, che viene assorbito nella cellula tramite i trasportatori Na
SLC5A8 e SCL22A13viene trasformato in NaMN dall’enzima nicotinato
fosforibosiltransferasi (NAPRT) (Bogan & Brenner, 2008).
In entrambe i casi NaMN viene adenilato dalla nicotinammide mononucleotide adenil
transferasi (NMNAT) in acido nicotinico adenina dinucleotide (NaAD), substrato
della NAD * sintasi (NADSYN) in combinazione con glutammina e ATP, per produrre
NAD * (Houtkooper et al., 2010).
La terza via di sintesi € il Salvage pathway (via di riciclo) che vede coinvolto I’enzima
NAMPT che metabolizza la nicotinamide (NAM) in NMN, il quale verra convertito
in NAD (Audrito, Messana, & Deaglio, 2020). In un altro salvage pathway la
nicotinamide riboside (NR), proveniente dalla dieta, pud essere usata dalla
nicotinamide riboside chinasi (NRK) per produrre NAD.
La via di riciclo della NAM che vede coinvolto 1’enzima NAMPT & la via principale
nelle cellule di mammifero per rigenerare il NAD. NAM é il precursore del NAD piu
abbondante nel circolo sanguigno e puo essere introdotto facilmente con la dieta grazie
alla vitamina B3 (Di Stefano & Conforti, 2013).
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Figura 13 Vie di sintesi del NAD
Zapata-Pérez et al., 2021

1.21 NICOTINAMIDE FOSFORIBOSILTRANSFERASI (NAMPT):
L’ENZIMA LIMITANTE NELLA BIOSINTESI DI NAD

NAMPT é un enzima che appartiene alla famiglia delle fosforibosiltransferasi
dell'acido nicotinico (NAPRTasi) e catalizza la condensazione della nicotinamide con
il 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) per produrre NMN (Garten et al., 2015;
Gasparrini & Audrito, 2022). Ha un peso molecolare di circa 55 kDa e la sua struttura
primaria comprende 491 ammino-acidi. Ha un ruolo vitale nelle cellule di mammifero
in molti importanti processi biologici, tra cui il metabolismo, la risposta allo stress e
I'invecchiamento. Il gene NAMPT si espande per circa 34.7 kb nel braccio lungo del
cromosoma 7 (7g22) e contiene 11 esoni e 10 introni (Ognjanovic et al., 2001; Qin
Zhang et al., 2011). Nella sequenza sono presenti differenti siti promoter; la regione
prossimale al promoter é ricca in GC e contiene 12 siti di binding per specifica proteina
1 (SP-1), lymphoid enhancer biding factor 1 (LF-1), CAMP response element binding

protein (CREB) e segnali di trasduzione e attivazione trascrizione (STAT). La regione
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non codificante al 3’ (3° UTR) contiene sequenze TATT, caratteristica delle citochine.
La presenza di due siti di legame per i fattori di ipossia (HIF) suggerisce che il gene
NAMPT viene up-regolato in condizione di ipossia.

Esistono due forme di NAMPT: iNAMPT (NAMPT intracellulare) e eNAMPT
(NAMPT extracellulare). Mentre il ruolo di iINAMPT come enzima (forma
omodimerica) limitante la velocita di sintesi di NAD ¢ ben definito (Revollo et al.,
2007) (Figura 14), il ruolo funzionale dell’eNAMPT ¢ oggetto di nuovi studi.
Inizialmente, I’eNAMPT, ¢ stato identificato nel 1994 da Samal et al.,(Samal et al.,
1994)e descritto come un fattore solubile secreto dalle pre-B-cellule PBEF (primo
nome della forma extracellulare), in grado di promuovere in modo sinergico la
formazione di colonie B con il fattore di cellule staminali e IL-7(Audrito, Messana,
Moiso, et al., 2020). Successivamente la forma solubile dell’enzima ¢ stata ritrovata
secreta dal tessuto adiposo viscerale e chiamata visfatina (Audrito, Messana, Moiso,
et al., 2020; Samal et al., 1994).

eNAMPT, nome ufficiale, ricopre quindi molteplici ruoli come fattore solubile (fattore
di crescita, citochina e adipochina)(Chiang et al., 2023; Indini et al., 2022). ed €
rilasciato da differenti tipi cellulari come cellule tumorali, cellule immunitarie,
epatociti, cardiomiociti e adipociti (Grolla et al., 2016); (Tanaka et al., 2007). Il
meccanismo di secrezione di eNAMPT nell’ambiente extracellulare & ancora oggetto
di ricerche. In condizioni di danno cellulare, ’eNAMPT potrebbe essere rilasciato per
diffusione passiva attraverso la membrana cellulare, come per gli altri DAMPs
(Damage-associated molecular patterns). Una volta che viene secreto agisce come
citochina andando a modulare la risposta immunitaria, attivando 1’inflammosoma e
promuovendo la secrezione di proteine pro e antinfiammatorie (Fernandes et al., 2012).
Tuttavia, dalla maggior parte delle cellule viene rilasciato in un modo non “classico”
oltrepassando il blocco di monesin e 23 brefeldin A, due inibitori della classica via
secretoria del reticolo endoplasmatico-Golgi (Audrito et al., 2018; Grolla et al., 2016;
Revollo et al., 2007; Tanaka et al., 2007).

Nell’ambiente extrecellulare, NAMPT potrebbe legare direttamente recettori di
membrana (Figura 14), come il recettore delle chemochine di tipo 5 (CCR-5), agendo
come antagonista nelle cellule tumorali o promotore delle cellule staminali.
Nell’ambiente extracellulare puo anche legare il Toll-like 4 receptor (TLR4), presente
sulle membrane di numerosi tipi cellulari, attivando specifiche cascate di segnale

intracellulari come NF-KB, via coinvolta nei meccanismi pro-inflammatori, MAPK e
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STATS3, incrementando la secrezione di citochine come IL-1a, IL-1p, IL-8, IL-6 ed il

fattore di necrosi tumorale o. (TNFa) (Audrito, Messana, & Deaglio, 2020).
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Figura 14- Funzioni di eNAMPT
Semerera E. et al, 2023

1.2.2 NAMPT E TUMORI

A causa delle loro elevate richieste metaboliche, le cellule tumorali presentano un
aumento del turnover del NAD, in particolare queste cellule sono dipendenti dal
salvage pathway per ripristinare il NAD+ (Chiarugi et al., 2012) e quindi dall’attivita
di NAMPT per la loro sopravvivenza e proliferazione (Dalamaga et al., 2018). E stato
dimostrato che I’overspressione di NAMPT in diversi tumori é correlata a una prognosi

peggiore per i pazienti e conferisce proprieta proliferative, anti-apoptotiche, pro-
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inflammatorie, pro-angiogeniche e metastatiche agendo come enzima, citochina e
fattore di crescita(Chiang et al., 2023) (Audrito et al., 2019) (Figura 15).
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Figura 15 Schema riassuntivo dei principali processi tumorali in cui sono
coinvolti INAMPT e eNAMPT
Gasparrini & Audrito, 2022

Il NAMPT ¢ associato ad un aumento dell’acquisizione della resistenza agli agenti
chemioterapici e ad un aumento della staminalita delle cellule tumorali (Audrito,
Manago, et al., 2020; Lucena-Cacace et al., 2017). In generale, il NAMPT puo essere
visto come un marker prognostico negativo, € un’overespressione correla con una
maggiore resistenza al trattamento e ad un’inferiore sopravvivenza dei pazienti
(Audrito et al., 2022).

Anche la forma solubile viene rilasciata maggiormente in circolo nei pazienti con
tumore (decine di ng/ml) rispetto alla concentrazione media di individui sani circa 2
ng/ml (Gasparrini & Audrito, 2022; Semerena et al., 2023). Studi in vitro hanno
dimostrato che il trattamento con eNAMPT ricombinante promuove sia I’invasione
che la metastatizzazione, grazie alla stimolazione dell’attivita della metalloproteinasi

della matrice (MMPs) (Adya et al., 2008)ed alla modulazione della transizione
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epitelio-mesenchimale tramite il fattore di crescita trasformante (TGFp) (Gasparrini &
Audrito, 2022; Moschen et al., 2007; Soncini et al., 2014)).

Per il ruolo chiave nei tumori NAMPT é diventato il bersaglio di inibitori
farmacologici (NAMPTI) (Figura 16) che bloccano la sua attivita enzimatica e, in fase
preclinica, di un anticorpo bloccante (Audrito, Manago, et al., 2020; Galli et al., 2020).
In diversi modelli tumorali ¢ stato osservato come 1’inibizione di NAMPT riduca
significativamente la crescita tumorale in modelli in vitro e in vivo (Vallejo et al., n.d,;
Yong et al., 2023).

Agent Mechanism of action Indication Trial Stage

NAMPT INHIBITORS

APOBE6 (FK8E6) NAMPTI TAC Clinical phase |
CHS-828 (GMX 1778) NAMPTI TAC Clinical phase |
GNE-617, GNE-618 NAMPTI T Pre-clinical
KPT-9274 Dual NAMPTVPAX4i T Clinical phase |
OT-82 NAMPTI T Clinical phase |
Blocking antibody eNAMPT neutralization TAC Pre-clinical

I, inhibitor; T, solid and/or hematological tumors; IC, inflammatory conditions;

Figura 16 Principali inibitori di NAMPT
Ghanem et al., 2021

Il primo inibitore specifico per NAMPT fu FK866, noto anche come APOB866
(Hasmann & Schemainda, 2003). FK866 induce morte cellulare sopprimendo
indirettamente I’attivita respiratoria mitocondriale, inibendo selettivamente NAMPT e
causando una graduale deplezione del NAD (Hasmann & Schemainda, 2003). Negli
anni sono stati sviluppati nuovi inibitori a partire da FK866 come CHS828, GNE-617.
Piu recenti KPT-9274 e OT82 un nuovo inibitore, di cui son stati avviati gli studi
clinici di Fase | nel 2019, che inibisce il NAMPT inducendo una deplezione di NAD
e ATP con una conseguente morte cellulare per apoptosi. Questo inibitore non ha
mostrato la stessa tossicita neurologica, cardiaca o retinica degli altri NAMPTi negli
studi tossicologici condotti su topi e primati non umani (Gibson et al., 2020;
Korotchkina et al., 2020; Somers et al., 2020).

Il targeting di NAMPT pud quindi essere una valida strategia terapeutica nei tumori,
tuttavia, ¢ fondamentale selezionare i tumori che sono dipendenti dall’attivita di
NAMPT per evitare meccanismi di compensazione da parte degli altri enzimi che
possono sintetizzare NAD e bypassare 1’inibizione di NAMPT, come ad esempio la
compensazione via NAPRT (Ghanem et al., 2021). Gli iniziali studi clinici nell’'uomo
con questi inibitori sono falliti per la tossicita dei primi NAMPTi, ma soprattutto anche

per non aver selezionato a priori i tumori piu responsivi. Inoltre, ¢ fondamentale
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ricercare marcatori predittivi di risposta ai NAMPTi. Ad oggi non si pensa ad una
strategia con NAMPTi da soli ma in combinazione con le terapie gia utilizzate nei
diversi tumori per aumentarne I’efficacia. (Gasparrini & Audrito, 2022; Semerena et
al., 2023; Tang et al., 2023)

1.2.3 NAMPT E MELANOMA METASTATICO
Durante la trasformazione tumorale dei melanociti questi aumentano la richiesta e la

produzione di NAD+, fenomeno ulteriormente aumentato nelle cellule di melanoma
resistenti ai BRAF inibitori. La maggiore produzione di NAD e dovuta ad una
overespressione dell’enzima NAMPT (sia la forma intracellulare che quella solubile)
che viene direttamente regolato a livello trascrizionale dall’attivazione della via
oncogenica di BRAF mutato (Figura 17). L’asse NAD/NAMPT guida la
riprogrammazione metabolica nel melanoma ad acquisizione di resistenza come
strategia di adattamento delle cellule tumorali; inoltre, aumenta la capacita
proliferativa delle cellule tumorali supportando un fenotipo maggiormente aggressivo,
con elevata metastatizzazione, invasione e transizione epitelio-mesenchimale che puo
essere riconosciuta dalla presenza di alcuni marker (vimentina, ZEB1, Twist e
trasportatori ABC) (Audrito et al., 2018; Audrito, Messana, Moiso, et al., 2020;
Ohanna et al., 2018).

Targeted therapy

|BRAFi]

Nutrients; Hypoxia; Acidity;
Ceil-cell interactions

Immunotherapy

Figura 17 Ruolo di NAMPT nel MM
Indini et al., 2022
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Nello specifico i dati pubblicati in questi anni dalla Dr.ssa Audrito dimostrano che le
cellule di MM over-esprimenti NAMPT sono intrinsecamente resistenti ai BRAF
inibitori, promuovendo una maggiore crescita tumorale sia in vivo che in vitro, rispetto
alle cellule che sono sensibili a questi farmaci (Audrito, Messana, Moiso, et al., 2020).
L’inibizione di NAMPT, con I’utilizzo di inibitori farmacologici specifici, in cellule
di MM resistenti ai BRAF inibitori induce un blocco della via di segnale MAPK,
blocco proliferativo, induzione di apoptosi e una disfunzione metabolica a livello
mitocondriale con ridotti livelli di ATP e rilascio di specie reattive dell’ossigeno
(ROS) (Audrito et al., 2018; Audrito, Messana, Moiso, et al., 2020). Il silenziamento
di NAMPT fenocopia la sua inibizione enzimatica ed e in grado di ridurre
I’aggressivita di tali cellule (Audrito, Messana, Moiso, et al., 2020). NAMPT é
direttamente correlato alla via di BRAF mutato che ne regola a livello trascrizionale
I’espressione ed e amplificato geneticamente nei tumori, incluso il melanoma(Audrito
etal., 2022).

E emerso che nel melanoma vi ¢ un’aumentata secrezione di eNAMPT nel
microambiente, questo ¢ stato dimostrato dosando 1’enzima su surnatanti di coltura e
nel siero dei pazienti (Audrito et al., 2018). Anche un aumento di eNAMPT é correlato
con una maggiore aggressivita e progressione tumorale: aumenta nella malattia
metastatica e al momento della progressione diventa molto elevato rispetto ai pazienti
che rispondono alla terapia (Audrito et al., 2018; Indini et al., 2022).

NAMPT quindi emerge come un nuovo bersaglio terapeutico nel melanoma resistente
alla terapia al bersaglio.

1.3 STRUTTURA DEL NUCLEO

Il nucleo e separato dal citoplasma da un doppio strato fosfolipidico (involucro
nucleare), che permette di tenere separato il materiale genetico e I’apparato
trascrizionale dal meccanismo traduzionale e metabolico presente nel citoplasma
(Christie et al., 2016). Considerando che la sintesi di tutte le proteine avviene nel
citoplasma, & fondamentale la presenza di un sistema di trasporto tra il citosol e il
nucleo, che metta questi due compartimenti in comunicazione con un sistema
altamente regolato. Questo trasporto avviene attraverso i pori nucleari (NPC), grosse

strutture macromolecolari che si estendono su entrambe le membrane nucleari,
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costituiti da proteine dette nucleoporine (NUP). I pori nucleari hanno una struttura
complessa simmetrica conservata in piu specie (Lin & Hoelz, 2019). | principali
elementi che compongono I’NPC sono: Il'anello citoplasmatico, il canale centrale,
I'anello nucleare, il cestino nucleare e i filamenti citoplasmatici (Beck & Hurt, 2016).
Ogni NPC é composto da otto subunita morfologicamente simili chiamate raggi,
ciascuno composto da gruppi accoppiati di nucleoporine duplicate o strutturalmente
correlate, che formano coppie di colonne omologhe, disposte attorno a un canale
centrale attraverso il quale avviene il trasporto (Aitchison & Wozniak, 2007), (Figura
18).
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Figura 18 Struttura del poro nucleare
Lin & Hoelz, 2019

Nonostante le grosse dimensioni del NCP, le nucleoporine che lo compongono
nell’'uomo possono essere di 34 tipi, hanno dimensioni variabili e possono essere
classificate in due categorie principali: NUP di scaffold, che contengono ripetizioni in
tandem di strutture secondarie e svolgono ruoli architettonici; e FG-NUP caratterizzate
dalla presenza di sequenze disordinate arricchite in fenilalanina e glicina tipiche del
canale centrale del NPC. Queste sequenze non solo formano la barriera di diffusione
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dell’'NPC, ma servono anche come siti di legame specifici per i fattori di trasporto
nucleare; infatti, presentano domini strutturali coinvolti nella funzione di scaffold
(Beck & Hurt, 2016; Lin & Hoelz, 2019).

Le NUP possono essere simmetriche, ovvero presenti sia sul versante citoplasmatico
che quello nucleare, oppure asimmetriche. Tra le NUP simmetriche troviamo: Nup49,
Nup57, Nup100, Nup116, Nup145. Tra le NUP asimmetriche citoplasmatiche ci sono:
Nup42, Nup159; mentre tra le NUP asimmetriche nucleari sono presenti: Nupl, Nup2,
Nup60.

L'NPC ha un canale sufficientemente grande da consentire alle proteine inferiori a
~40 kDa di diffondersi passivamente attraverso di esso, mentre le proteine con un peso
superiore utilizzano un trasporto attivo mediato da un trasportatore (Christie et al.,
2016).

1.3.1- MECCANISMI DI TRASPORTO NUCLEARE
La maggior parte delle proteine che si muove tra il citosol e il nucleo ha una sequenza

di segnale di localizzazione nucleare (NLS) e una sequenza di segnale di esportazione
nucleare (NES). L’NLS ¢ una breve sequenza ricca di amminoacidi basici, mentre la
NES ¢ una sequenza di amminoacidi ricca di leucina (Fukuda et al., 1997; Yagisawa,
2006). Queste sequenze di importazione/esportazione possiedono 4 caratteristiche: 1)
sono necessarie per l'importazione/esportazione, 2) sono sufficienti per
I'importazione/esportazione, 3) sono in grado di legare direttamente i recettori di
trasporto nucleare, 4) il trasporto viene bloccato quando il fattore di trasporto é
disabilitato (Lange et al., 2007).

| recettori di trasporto nucleare supportano il trasporto bidirezionale
nucleocitoplasmatico grazie alla loro capacita di interagire con tre differenti proteine:
il carico di trasporto (proteina cargo), FG Nups e la piccola Ran GTPasi (Xui et al.,
2010). La Ran GTPasi fornisce I’energia necessaria al trasporto, passando ciclicamente
da uno stato legato a GTP a uno legato a GDP. Le proteine regolatrici di questo
scambio sono il fattore di scambio nucleotidico Ran guanina (RanGEF), localizzata
principalmente nel nucleoe dalla proteina attivante Ran GTPasi (RanGAP),
localizzata nel citoplasma. La compartimentalizzazione di queste due proteine
regolatrici porta a un arricchimento di RanGTP nel nucleo e RanGDP nel citoplasma
consentendo a Ran di impartire direzionalita al trasporto nucleare. Di conseguenza, i
recettori di importazione nucleare legano la proteina cargo nel citoplasma in assenza
di RanGTP e rilasciano il carico nel nucleo dopo il legame di RanGTP al complesso.
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Al contrario, i recettori di esportazione nucleare legano la proteina cargo nel nucleo in
complesso con RanGTP e la rilasciano nel citoplasma in seguito all’idrolisi del GTP
in GDP (Lange et al., 2007).

Nell’uomo le proteine in grado di riconoscere NLS/NES appartengono alla famiglia
della carioferina-p (Kapp), anche note come importine ed esportine. Appartengono a
questa famiglia 19 proteine ciascuna delle quali riconosce un’unica famiglia di
proteine 0 RNA, creando cosi molteplici percorsi di trasporto attraverso la membrana
nucleare. Le tre Kapp piu studiate nei meccanismi di trasporto nucleocitoplasmatico
sono: importina-B (Impp), importina-a (Impa) ed esportina 1 (XPO1) (Azizian et al.,
2020).

Nome Funzione Peso Struttura
Molecolare
e Media
I’importazione
Karyopherin nucleare di
B+, substrati con cNLS; | 94.7 KDa

Importin e Forma eterodimeri
con karyopherin a;

e Lega nucleoporine
contenenti
ripetizioni;

e Interagisce con
Ran-GTP e Ran—
GDP.

Goldfarb et al., 2004

e Media
I’importazione crp
nucleare fungendo ”
da proteina g
adattatrice; v

e Hatre domini gy

Importin a strutturali chiave: 60 KDa NS

1. N-terminale di

legame con }L

I'importina [3 D
(IBB), e

2. Ripetizioni
Armadillo
(Arm),

3. C-terminale che
lega
CAS/CSELL.

Goldfarb et al., 2004

28



e Media
I’esportazione
Esportina 1 nucleare attraverso
il riconoscimento 124.1 KDa

della NES;

e |l legame alla NES
e migliorato da
Ran-GTP e inibito
dalla leptomicina.

P
&— NES
epitope |

Dong et al., 2009

L'importina 3 € un recettore di trasporto in grado di coordinare tre funzioni: legarsi con
alta affinita a un segnale di localizzazione nucleare di base (NLS) esposto dalle
proteine cargo; avidita per le FG-NUPS che sporgono nel citoplasma e rivestono
I'NPC; e associarsi con alta affinita con la proteina RanGTP che innesca un
cambiamento conformazionale necessario per rilasciare il carico. L'importina  puo
associarsi direttamente alle proteine da importare attraverso le ripetizioni HEAT o
tramite degli adattatori, come 'importina a 0 la snurportina grazie alla presenza di un
dominio di legame all’importina 3 (IBB) (Pumroy & Cingolani, 2015).

A differenza dell’importina B che ¢ codificata da un unico gene in tutti gli eucarioti,
esistono almeno sette isoforme dell’importina o (Pumroy & Cingolani, 2015).
L’importina o € una proteina adattatrice che collega le proteine contenenti la NLS con
l'importina 3. Questa proteina ha tre domini strutturali chiave: un dominio N-terminale
di legame con I'importina  (IBB), che svolge un duplice ruolo: lega I'importina 3 per
indirizzare il complesso all'NPC per la traslocazione e contiene una sequenza
autoinibitoria che imita una cNLS e regola il legame del carico cNLS al dominio ARM
dell'importina a; ripetizioni Armadillo (Arm), sito di legame per la sequenza NLS e
una regione C-terminale che lega il fattore di esportazione nucleare dell’importina a,
CAS/CSE1L che stimola il rilascio del carico cNLS (Figura 19) (Oka & Yoneda,
2018).
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Un analogo dell’importina o ¢ la snurportina 1 (SNP1), una proteina adattatrice che
lega I’importina f attraverso un dominio N-terminale (sIBB). Oltre all’sIBB SNP1 ¢
costituita da una grande regione di legame del cappuccio di guanosina trimetilata C-
terminale. Il complesso SNP1-importina 3 promuove l'importazione nucleare

indipendente da Ran. Dopo I'ingresso nel nucleo, SNP1 viene riportato nel citoplasma

da Crm1 in complesso con RanGTP (Mitrousis et al., 2008).

La principale proteina coinvolta nell’esportazione nucleare ¢ I’esportina 1 (XPO1), in

grado di trasportare molteplici proteine e specie di RNA. XPOL1 lavora in associazione
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con la RAN GTPasi, fondamentale per fornire I'energia e la direzionalita del trasporto
(Becskei & Mattaj, 2003). Nel nucleo, XPOL1 si lega al segnale di esportazione
nucleare (NES) presente sulle proteine cargo e al RAN nella sua forma attiva, ovvero
legata al GTP (RAN-GTP). Il complesso viene successivamente trasportato attraverso
I’NPC. L'idrolisi di RAN-GTP in RAN-GDP ad opera dell’azione di RanBP1 o
RanBP2 e RanGAP provoca il disassemblaggio del complesso e il rilascio dei carichi

nel citoplasma (Figura 20) (Azizian et al., 2020).
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Figura 20 Meccanismo di esportazione nucleare attraverso I'esportina 1 (XPO1)
Azizian et al., 2020

1.3.2 NAMPT E LOCALIZZAZIONE NUCLEARE
Il fondamentale ruolo di NAMPT nella biosintesi del NAD fa si che questa molecola

sia richiesta in tutta la cellula e che sia distribuita nei vari compartimenti cellulari

(Svoboda et al., 2019). NAMPT ¢ una proteina principalmente citosolica, tuttavia sta

emergendo come la sua localizzazione dipenda dal tipo cellulare e dalle condizioni in

cui si trova la cellula, principalmente le fasi del ciclo cellulare. Nel 2003 nelle cellule

Swiss 3T3 e PC-12, NAMPT é stato identificato principalmente localizzato a livello

citosolico; tuttavia, € in grado di traslocare nel nucleo in seguito a trattamento con il
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fattore di crescita neuronale (NGF). Inoltre, si ritrova in queste linee piu a livello del
citosol quando le cellule sono in attiva proliferazione e maggiormente nel nucleo in
una condizione di riduzione della divisione cellulare, suggerendo che sia una proteina
la cui localizzazione varia in funzione delle fasi del ciclo cellulare (Kitani et al., 2003).
Questa traslocazione di NAMPT nel nucleo, in seguito all’arresto del ciclo cellulare, ¢
stata osservata anche in cellule di carcinoma del colon retto HCT-116 (Buldak et al.,
2014). Nelle cellule umane endoteliali dei vasi sanguinei € principalmente nucleare e
trasloca nel citoplasma in seguito a trattamento con IL-1p (Romacho et al., 2013). Piu
recentemente dagli studi di Svoboda et al. emerge nuovamente che la localizzazione
di NAMPT nucleare dipenda dalle fasi del ciclo: NAMPT viene esportato dal nucleo
immediatamente dopo la mitosi per poi ritornare nel nucleo durante la progressione
del ciclo. Inoltre, NAMPT e abbondante nel nucleo durante la fase S suggerendo un
suo coinvolgimento nella replicazione del DNA (Svoboda et al., 2019). L aumento di
NAMPT nel nucleo & anche legato a fattori di stress che causano danni al DNA, come
I’esposizione alle radiazioni UV o all’H202, che attivano le PARPs, una famiglia di
proteine nucleari che svolgono la loro funzione di riparo del DNA, consumando NAD
(Svoboda et al., 2019).

La sequenza di localizzazione nucleare (NLS) del NAMPT identificata da Svoboda et
al. & 2 KRSKKGR %? ¢ si adatta a una NLS di classe 2 (Kosugi et al., 2009),
suggerendo che NAMPT viene trasportato nel nucleo mediante un meccanismo che

utilizza le importine o e B e la piccola GTPasi Ran (Christie et al., 2016).

1.3.3 1L RUOLO DI GAPDH NEL TRASPPORTO NUCLEARE DI NAMPT
La gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) é un importante enzima del

metabolismo glicolitico producendo ATP e piruvato attraverso la glicolisi anaerobica
nel citoplasma (Tristan et al.,, 2011). Tuttavia, GAPDH ha molteplici funzioni
indipendenti dal suo ruolo nel metabolismo energetico, soprattutto a livello nucleare e
nella regolazione della proliferazione cellulare. Nel nucleo, GAPDH puo0 legare gli
acidi nucleici per stabilizzarli, puo facilitare I'esportazione del tRNA dal nucleo e
proteggere i telomeri dall'accorciamento rapido indotto dai farmaci(Demarse et al.,
2009; Sundararaj et al., 2004). GAPDH é anche implicato nella regolazione della

trascrizione genica.
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Sia NAMPT che GAPDH sono due proteine prettamente citosoliche, in grado di
migrare nel nucleo in caso di stress. Grolla e colleghi nel 2020 hanno dimostrato una
loro associazione fisica che promuove la traslocazione di NAMPT nel nucleo in
seguito a stress. Attraverso un’immunoprecipitazione e stato dimostrato che queste due
proteine, NAMPT e GAPDH, precipitano insieme. Attraverso un’analisi di
cromatografia a esclusione dimensionale (SEC) e cromatografia liquida crosslinked
accoppiata a spettrometria di massa (XL-LC-MS) e emerso che il complesso é
composto da un dimero di NAMPT e un monomero di GAPDH (Figura 21) (Ambra
Grolla et al., 2020).

NAMPT
monomer 2

NAMPT
monomer 1 &

Figura 21 Complesso NAMPT2-GAPDH
Grolla et al., 2020

Nello studio di Grolla et al. é stato dimostrato che il legame con GAPDH & necessario
per permettere 1’ingresso di NAMPT nel nucleo. Attraverso esperimenti di
immunocitochimica, microscopia a fluorescenza ed esperimenti di frazionamento e
stato dimostrato che in stimoli stressanti come quello ossidativo, lo stress indotto da
monossido di azoto (NO) o da un danno al DNA, portano all’ingresso di entrambe le
proteine nel nucleo per sostenere la produzione di NAD nucleare attraverso il Salvage
pathway.

Tuttavia, la funzione di NAMPT nel nucleo rimane da determinare.
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2. SCOPO DEL LAVORO
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Il tirocinio e stato svolto presso il laboratorio di Biochimica Molecolare dei Tumori
situato nel Dipartimento di Scienze ed Innovazione Tecnologica (DISIT) nella sede di
Alessandria, sotto la supervisione della Dott.ssa Valentina Audrito, responsabile del
laboratorio. Il progetto di ricerca del laboratorio ¢ focalizzato sull’analisi del ruolo
funzionale di nicotinamide fosforibosiltransferasi (NAMPT), come precedentemente
descritto un enzima chiave nella biosintesi del NAD, nel modello malattia del
melanoma metastatico (MM). La sempre piu frequente comparsa di resistenza ai
farmaci disponibili nel MM rimane attualmente una sfida. Il fenomeno della resistenza
si basa sulla riprogrammazione metabolica, epigenetica, trascrizionale e della sintesi
proteica. Le ricerche del laboratorio hanno dimostrato che NAMPT ¢ un “driver” della
resistenza alla terapia al bersaglio e della progressione nel MM.

Un nuovo filone di studio del laboratorio e la caratterizzazione della localizzazione
nucleare di NAMPT nel MM e della sua funzione, che, come descritto
nell’introduzione, € poco nota e merita ulteriori approfondimenti. Il mio tirocinio si &
concentrato su questo filone di ricerca. In questo anno gli obiettivi specifici da
raggiungere sono stati molteplici: i) mettere a punto e ottimizzare una tecnica
biochimica di frazionamento nucleo/citosol per valutare la presenza di NAMPT nel
nucleo; ii) studiare la localizzazione nucleare di NAMPT confrontando linee di
melanoma BRAF mutate sensibili e resistenti ai BRAF inibitori; iii) analizzare la
presenza di NAMPT nucleare nelle biopsie dei pazienti affetti da melanoma (in
collaborazione con la patologa Prof. Daniela Massi dell’Universita di Firenze); iv)
over-esprimere NAMPT selettivamente nel nucleo delle cellule mediante infezione
lentivirale di una linea di melanoma. Il costrutto utilizzato era stato precedentemente
generato dalla Prof. Ambra Grolla (Universita del Piemonte Orientale)(Ambra Grolla
et al., 2020); ed infine v) iniziare a valutare la funzione nucleare di NAMPT e i
meccanismi di trasporto nucleare utilizzando la linea in cui é overespresso NAMPT

selettivamente nel nucleo.

35



3. MATERIALI E METODI
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3.1-COLTURE CELLULARI

3.1.1 - LINEE CELLULARI
Negli esperimenti condotti sono state utilizzate diverse linee cellulari di melanoma

metastatico; queste sono accomunate dalla mutazione nell’oncogene BRAF V600E,
ma si differenziano per altre mutazioni in oncogeni od oncosoppressori.

A375 Linea cellulare con morfologia epiteliale, isolata dalla cute di una paziente di 54
anni affetta da melanoma maligno. Presenta le seguenti mutazioni:

Mutation; HGNC; 1097; BRAF; Simple; p.Val600Glu (c.1799T>A);
ClinVar=vVCV000013961; Zygosity=Homozygous;

Mutation; HGNC; 1787; CDKN2A; Simple; p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val,
Zygosity=Homozygous ¢.224G>T); ClinVar=VVCV000376309;

Mutation; HGNC; 1787; CDKN2A; Simple; p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val,
Zygosity=Homozygous - ¢.248G>T); ClinVar=VCV000376308;

Mutation; HGNC; 11730; TERT,; Simple; c¢.1-146C>T (c.250C>T) (C250T);
Zygosity=Unspecified.

Il terreno di base per questa linea cellulare ¢ il Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) al 10% FBS, al quale vengono aggiunti Sodio Piruvato, Gentamicina,
HEPES, vitamine e ammonoacidi.

M14 Linea cellulare proveniente da melanoma amelocitico, isolata da paziente di 33
anni. Presenta le seguenti variazioni di sequenza:

Mutation; HGNC; 1097; BRAF; Simple; p.Val600GIlu (c.1799T>A);
ClinvVar=vVCV000013961; Zygosity=Heterozygous;

Mutation; HGNC; 1787; CDKN2A; Simple; ¢.150+2T>C (IVS1+2T>C);
ClinvVar=vVCV000406712; Zygosity=Heterozygous; Note=Splice donor mutation;
Mutation; HGNC,; 1787, CDKNZ2A,; Simple; ¢.455insCdel26;
Zygosity=Heterozygous;

Mutation; HGNC; 11998; TP53; Simple; p.Gly266Glu (c.797G>A);
ClinvVar=vVCV000161516; Zygosity=Heterozygous.

Il terreno di base per questa linea cellulare ¢ il Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) al 10% FBS, al quale vengono aggiunti Sodio Piruvato, Gentamicina,
HEPES, vitamine e amminoacidi.

Per gli esperimenti sono state utilizzate anche linee cellulari di MM (BRAF mutate),

nello specifico A375 ed M14, resistenti al BRAFi, il Dabrafenib (chiamate M14 BiR
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e A375 BIiR). Queste sono state generate aggiungendo concentrazioni crescenti di
Dabrafenib al terreno di coltura, raggiungendo la concentrazione finale “di resistenza”
di 1,6 uM in circa 10-12 settimane e mantenendo il farmaco in coltura sempre come
fattore selettivo (Audrito et al., 2018).

3.1.2 - CRESCITA E MANTENIMENTO DELLE COLTURE CELLULARI
Le colture cellulari sono sistemi semplificati che consentono il mantenimento di

cellule, con appositi nutrienti, in vitro. Essendo il melanoma metastatico un tumore
solido, queste linee cellulari crescono in adesione attraverso 1’utilizzo di fiasche o dish
pretrattati che consentono [’adesione cellulare al substrato. Per consentirne la
proliferazione bisogna diluire le cellule in coltura quando sono ad elevata confluenza.
Questa manipolazione avviene ogni 48 ore, solitamente il lunedi- mercoledi-venerdi,
Sotto cappa biologica e tramite 1’utilizzo di materiale sterile per evitare il rischio di
contaminazioni. Le cellule in coltura vengono, poi, conservate all’interno di un
incubatore, dove vengono ricreate tutte le condizioni necessarie alla crescita:
temperatura di 37°C, umidita, 95% di ossigeno e 5% di CO2. Solitamente le fiasche
presentano un tappo con filtro per consentire gli scambi gassosi, se cosi non fosse
bisogna allentare la chiusura del tappo. Il protocollo per il passaggio delle cellule
consiste nei seguenti passaggi:

Osservare le cellule al microscopio ottico ad obiettivo rovesciato e valutarne il grado
di confluenza;

Eliminare il terreno esausto dalla fiasca;

Effettuare un lavaggio, aggiungendo circa 4 mL di PBS sterile (PBS tablets Gibco
#18912-014) per rimuovere detriti cellulari, residui di terreno e cellule morte;
Eliminare il PBS e aggiungere 2 mL di Tripsina (EDTA 0,5% 10X Gibco #15400-
054), enzima (serin proteasi) che scinde i legami cellula-cellula e cellula-substrato.
Incubare a 37°C per pochi minuti, in quanto un’incubazione per lungo periodo o ad
elevate concentrazioni puo danneggiare le cellule. 1l distaccamento é aiutato anche da
azione meccanica con battitura della piastra;

Osservare al microscopio rovesciato: le cellule devono apparire tonde e galleggianti;
se le cellule appaiono ancora adese € necessario rimettere in incubatore la fiasca.
Ripetere questo passaggio finché non appaiono ben staccate dal substrato;
Aggiungere una quantita di terreno, per neutralizzare la tripsina, in base alla diluizione

scelta. Risospendere bene le cellule per disgregare eventuali cluster;
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Portare a volume la fiasca con terreno di coltura (5 mL in fiasca da 25 cm2, 10 mL in
fiasca da 75 cm?, 20 mL in dish da 180 cm?).

| terreni di coltura di base sono una soluzione isotonica e tamponata in grado di fornire
tutte le sostanze fondamentali per la crescita e la sopravvivenza delle cellule in coltura.
Linee cellulari diverse possiedono requisiti nutrizionali differenti e necessitano di
terreni di coltura distinti. Per molte linee cellulari di melanoma metastatico viene
utilizzato come terreno di coltura il DMEM (1X Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Gibco #21013-024). Questo terreno presenta una concentrazione 4 volte superiore di
amminoacidi e vitamine rispetto al terreno MEM originario; inoltre, sono disponibili
diverse formulazioni ad alto/basso contenuto di glucosio, con/senza L-glutammina,
piruvato di sodio a seconda delle esigenze delle cellule in coltura. I DMEM non
essendo un terreno completo, in quanto manca di proteine, lipidi e fattori di crescita,
richiede I’aggiunta di determinati componenti.

Al terreno (500 mL) vengono aggiunti:

50 mL di FBS 10% (Fetal bovine serum 10%, Capricorn Scientific FBS 12A),
precedentemente scomplementato (in bagnetto termostatato a 56°C per 30 minuti per
renderlo privo del sistema del complemento che potrebbe interferire con la crescita
delle cellule);

1 mL di Gentamicina (50 mg/mL Gibco #15750-037)

5 mL sodio piruvato (100 mM Gibco #11360-039);

5 mL amminoacidi (MEM NEAA 100X Gibco #11140-035)

10 mL di HEPES (1M Gibco #15630-056);

5 mL di vitamine (100X).

3.1.3 TECNICHE DI CONGELAMENTO E SCONGELAMENTO
Per conservare le cellule, in modo sicuro e per lunghi periodi di tempo, € necessario

congelarle. Solitamente i criovials con le diverse linee cellulari sono conservati alla
temperatura di -80°C o in azoto liquido -196°C. Il congelamento € un processo che
deve avvenire in modo lento e a freddo.

Il protocollo ¢ il seguente:

Staccare le cellule da fiasca/dish e trasferirle in una falcon;

Portare a volume la falcon con terreno; = Centrifugare a 1100 rpm per 15 minuti;

Eliminare il surnatante e risospendere il pellet formatosi in siero (500 UL per criovials);
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Preparare una mix da 500 uL per criovials, costituita da siero + 20% di DMSO (Sigma
life science #D2650-100ML), agente crioprotettivo. = Prelevare la mix e trasferire
goccia a goccia nella falcon contenente la sospensione cellulare, mantenendo in
agitazione la falcon in ghiaccio;

Trasferire il tutto all’interno dei criovials (volume finale 1 mL, costituito da 500 pL di
cellule e 500 pL di mix) = Porre i criovials all’interno di Mr. Frosty e posizionarlo a -
80°C; questo consente un congelamento cellulare lento, facendo scendere la
temperatura di un grado al minuto evitando cosi lo shock termico che porterebbe alla
formazione di cristalli di ghiaccio e rottura della parete cellulare.

Dopo 24-48h rimuovere i criovials da Mr. Frosty A differenza del congelamento, la
tecnica di scongelamento deve essere rapida e in ghiaccio.

Il protocollo prevede di:

Prelevare il criovials della linea cellulare scelta e metterlo in ghiaccio; = Prendere una
falcon e aggiungere 3-4 mL di FBS;

Risospendere le cellule all’interno del criovial con 500 pL di siero e trasferirlo in
falcon;

Portare a volume con terreno la falcon contenente siero e cellule;

Centrifugare a 1100 rpm per 5 minuti;

Eliminare surnatante e risospendere il pellet con 5 mL di terrendo di coltura;
Trasferire in fiasca o dish, portare a volume con terreno;

Incubare a 37°C.

3.1.4 CONTA CELLULARE
Le cellule in coltura devono essere contate per monitorare la crescita e per quantificarle

prima di progettare esperimenti. La conta cellulare avviene attraverso I’uso di una
camera di conta apposita, che permette di valutare il numero di cellule a disposizione
per mL.

Il protocollo consiste nei seguenti passaggi:

Staccare le cellule da una fiasca/dish e trasferirle in una falcon;

Risospendere molto bene per mantenere le cellule in sospensione;

Prelevare 10 pL di sospensione cellulare ed inserirli all’interno della cameretta di
conta;

Procedere con la conta al microscopio ottico, aiutandosi con un contacellule manuale.
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Ogni cameretta & formata da 10 quadranti grandi, ognuno formato a sua volta da 16
quadranti pit piccoli. E necessario scegliere e contare 3 quadranti grandi,
preferibilmente in diagonale. Si iniziano a contare le cellule di due margini scelti per
poi procedere alla conta di quelle all’interno del quadrante. Al termine della conta si

esegue la seguente formula:

n° cellule contate 4

Cellule per mL = , .
n° quadranti contati

Nel caso in cui le cellule siano ad una confluenza elevata é possibile effettuare una
diluizione per la conta cellulare. E importante, in questo caso, ricordarsi di moltiplicare

il risultato della formula precedente per il fattore di diluizione scelto.

3.1.5 GENERAZIONE DI UN VETTORE LENTIVIRALE E INFEZIONE
DELLE CELLULE

In collaborazione con il laboratorio della Prof.ssa Grolla, dell’Universita del Piemonte
Orientale a Novara, abbiamo creato una linea cellulare A375 NLS_NAMPT, che
overesprime NAMPT nel nucleo ottenuta tramite infezione lentivirale
stabile. NLS_NAMPT (schema vettore in Figura 22) é stato ottenuto collegando all’N-
terminale del FLAG-NAMPT murino I'NLS di SV40
(ATGGCAGTTCCCAAGAAGAAGAGGAAAGTTGAG). NLS NAMPT e stato
clonato nel vettore lentivirale bicistronico pLV che esprime il sito di ingresso del
ribosoma interno NLS-FLAG-NAMPT GFP (Ambra Grolla et al., 2020).

NLS sequence
| FLAG tag

NAMPT

NLS- NAMPT

" Ires GFP

Figura 22 Schema della struttura del’NLS_NAMPT
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Le particelle lentivirali sono state prodotte nelle cellule HEK293T trasfettate con
pPMDLg/pRRE, pMD2.VSVG, pRSV-Rev e pLV-FLAG-NAMPT-IRES-GFP. Dopo
48 ore, il terreno di coltura e stato raccolto, filtrato e centrifugato per 2 ore a 70.000g.
Le particelle virali contenute nel pellet sono state titolate, risospese a concentrazioni
adeguate e utilizzate per infettare le cellule A375. Le cellule infettate A375
NLS_NAMPT fluorescenti GFP+ sono state sortate per ottenere una popolazione
overesprimente omogenea € monitorate per verificare 1’espressione e la localizzazione
mediante immunofluorescenza e frazionamento. In parallelo ¢ stata infettata la stessa
linea A375 con un vettore di controllo (A375 SCR).

3.2 LISATI PROTEICI TOTALI

| lisati totali vengono effettuati su pellets di cellule non trattate o trattate con farmaci
specifici per un tempo stabilito.

Il protocollo per la preparazione dei pellets € il seguente:

Eliminare il terreno;

Effettuare un lavaggio in PBS;

Aggiungere la Tripsina e incubare per 2’ a 37°C;

Aggiungere terreno per bloccare 1’azione della Tripsina e risospendere;

Trasferire in eppendorf;

Centrifugare a 6 000 rpm per 5’;

Eliminare tramite I’uso di una siringa il surnatante, facendo attenzione a non toccare
il pellet formatosi;

Riporre i pellets a -80°C.

Ottenuti i pellets si puo procedere con la lisi totale.

Il protocollo € il seguente:

Preparare una mix, costituita da Lysis Buffer con NP40 1% (Tab. 1) e Protease
Inhibitor Cocktail (da diluire 1:100).

Tabella 1-Lysis Buffer

Tris-HCI pH 7.4 50mM
NaCl 150mM
NP40 10% 1%
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Risospendere i pellets con una quantita scelta di mix, in base alla grandezza del pellet;

Incubare in ghiaccio per 20’;
Centrifugare a 1 3200 rpm per 15” a 4°C,;

Trasferire il surnatante in nuove eppendorf.

I lisati possono essere conservati a —80°C oppure si puo procedere direttamente con

la quantificazione proteica con il metodo Bradford.

3.2.1 LISI CON SEPARAZIONE NUCLEO-CITOSOL
Per il frazionamento nucleo-citosol si parte da pellets di cellule fresche appena staccate

dopo aver subito i diversi trattamenti.

La separazione si svolge mediante 1’utilizzo di due diverse soluzioni con differente

concentrazione salina al loro interno; la separazione sfrutta 1’osmosi e la diversa

resistenza dei due compartimenti cellulari a questa forza. Mediante 1’utilizzo della

prima soluzione (Soluzione A, Tab 2) si lisa la membrana cellulare, raccogliendo cosi

la frazione citosolica, mentre tramite la Soluzione B (Tab 3) si ottiene la frazione

nucleare.

Tabella 2- Composizione della soluzione A

Saccarosio
HEPES
KCI
MgCl:
EGTA
KOH

Tabella 3- Composizione della soluzione B
HEPES
NaCl
EDTA
NaOH

Il protocollo per il frazionamento ¢ il seguente:

Raccogliere le cellule staccate tramite tripsina;
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Mettere le cellule in falcon da 15mL e portare a volume con PBS freddo;
Centrifugare a freddo 5’ a 1 100 rpm a 4°C;

Svuotare la falcon, risospendere il pellet con 1mL di PBS freddo e trasferirlo in
eppendorf da 1.5mL;

Portare a volume con PBS freddo e centrifugare 5’ a 6 000 rpm a 4°C;

Lasciare il pellet in ghiaccio 10°;

Risospendere il pellet in 350-400 uL di Soluzione A completa con inibitori delle
proteasi 1:100 e delle fosfatasi 1:100;

Lasciare in ghiaccio per 10’;

Aggiungere 0.15% NP40;

Lasciare in ghiaccio 10’;

Centrifugare 5> a 2 700 rpm a 4°C;

Raccogliere il surnatante corrispondente alla frazione citosolica;

Lavare il pellet con la Soluzione B completa con inibitori 1:100 (100 ul) per 4 volte a
5000 rpm;

Aggiungere 75 ul di buffer B completo con inibitori (1:100);

Incubare in ghiaccio 10’;

Sonicare il campione (3 cicli on/off da 30” ciascuno);

Lasciare in ghiaccio 57;

Centrifugare a 16 000 rpm per 15°;

Raccogliere il surnatante corrispondente alla frazione nucleare.

3.2.2 DISEGNO SPERIMENTALE PER IL FRAZIONAMENTO
NUCLEO/CITOSOL

Per questo esperimento sono state utilizzate fiasche da 75cm? contenenti ognuna circa
7-108 di cellule (7 mL di volume finale a fiasca). Dopo aver effettuato la conta cellulare
(vedi paragrafo 3.1.4), vengono piastrate le cellule 2,5x108 cells/T75 per la linea A375.
Le cellule vengono fatte aderire al substrato per la notte in incubatore; il mattino
successivo viene cambiato il terreno delle fiasche, per i trattamenti per lo starving di
24h e quelle con low-glucose, viene eliminato e le cellule lavate con PBS; viene poi
aggiunto il terreno corrispondente al trattamento e messo in incubatore per 24 ore. Per
ogni esperimento, una condizione di cellule non trattate (nominato untreated) é stata

utilizzata come confronto per evidenziare variazioni di concentrazione proteica con il
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trattamento. Inoltre, un campione untreated e stato poi lisato con una lisi totale ed
utilizzato come controllo per saggiare la bonta del frazionamento nucleo-citosol.

Le cellule vengono trattate con due differenti terreni contenenti una minor quantita di
glucosio in quello low-glucose (LG) oppure con un terreno per lo starving (St) avente
una riduzione della percentuale di siero fetale bovino (FBS) rispetto al normale (0.1%
contro il 10% contenuto nel terreno del controllo e del mantenimento cellulare).

Dopo un’incubazione di 24h, con o senza trattamenti, si procede con il frazionamento
nucleo/citosol e la rilevazione delle proteine con SDS-PAGE/Western Blot nella

frazione nucleare e nella frazione citosolica (vedi paragrafo 3.2.2 e paragrafo 3.2.5).

3.2.3 QUANTIFICAZIONE PROTEICA CON METODO BRADFORD
La quantificazione Bradford & un metodo analitico che permette di quantificare le

proteine presenti all’interno di un lisato proteico totale. Il metodo utilizzato si basa sul
legame del colorante Comassie-Brilliant Blue a residui amminoacidici, come il
triptofano, tirosina, istidina e fenilalanina: maggiore € la presenza di proteine maggiore
sara il legame con il colorante. La forma anionica, ovvero la forma legata, ha
un’assorbanza massima a 959 nm (colorazione blu intensa), mentre la forma cationica
(forma non legata) ha un’assorbanza massima a 470 nm (colorazione marroncina). La
lettura viene effettuata attraverso 1’utilizzo di uno spettrofotometro. E fondamentale
quantificare i lisati proteici per poter caricare la stessa quantita di proteine nel gel di
poliacrilamide. Per la quantificazione si utilizza una piastra multi-well (96 well) ed &
consigliabile caricare tutto in doppio in modo da avere una stima precisa del
quantitativo proteico presente all’interno di ciascun lisato.

Si procede nel seguente modo:

Caricare 252 pL Bradford DYE 1X (Biorad protein assay dye-reagent concentrate 5X
#5000006) per ciascun well;

Caricare 3 pL di bianco (tampone di lisi), standards di BSA (BSA Sigma Aldrich
A2153-50G) alla concentrazione 1 mg/mL; 2 mg/mL; 5 mg/mL; 7,5 mg/mL; 10
mg/mL; e di campione. E necessario vortexare gli standards e i campioni prima del
caricamento.

Risospendere per 3 volte ogni pozzetto (volume finale/well 255 pL);

Eliminare eventuali bolle attraverso 1’'uso di un ago, per evitare interferenze nella
lettura;

Coprire la plate con carta stagnola e posizionarla sul basculante per 5’;
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Procedere con la lettura al Tecan (Infinite F200 Pro) a 620 nm.

Una volta ottenuta I’assorbanza del bianco, degli standards e dei campioni, si procede
a calcolare la media dei valori dell’assorbanza e a sottrarre da questi la media del
bianco. Inserendo i dati ottenuti nel software GraphPad Prism, si ottengono i valori
interpolati ad X, che corrispondono alla concentrazione di pg/ UL di proteina presente
all’interno di ciascun campione, il coefficiente di determinazione R e la retta di
calibrazione.

Si prosegue con la preparazione dei campioni da caricare nel gel. Ciascun campione
avra un volume finale di 25 L e sara costituito da: LaemmL.i sample buffer 1X (per 1
mL: 100 uL di pmercaptoetanolo Sigma-Aldrich M3148-100ML e 900 pL di LAEMLI
4X Biorad #1610747), campione e Tris-HCl a pH 6,8 e 0,5 M.

Per ottenere i pL da aggiungere al campione bisogna dividere i pg di proteina
desiderata per i pg/uL ottenuti dall’interpolazione con la retta di taratura. I pL di
LaemmL.i buffer 1X si calcolano sul volume finale di 25 pL: 4X % x = 1X * 25 pL, dal
quale si ottiene il valore 6,25 L. Il Tris-HCI serve per portare a volume finale di 25
ML i nostri campioni dopo aver aggiunto il lisato e il LaemmLi buffer. Una volta
terminata la preparazione dei campioni in LaemmLi € necessario procedere con la

denaturazione delle proteine, utilizzando il termoblock a 95°C per 5 minuti.

3.24 ELETTROFORESI SU GEL DI POLICRILAMMIDE

L’elettroforesi € una tecnica che permette la separazione delle proteine, applicando un
campo elettrico. | fattori che influenzano la mobilita elettroforetica di una molecola
sono la carica elettrica, la massa della molecola (la velocita diminuisce all’aumentare
del PM), la forma della molecola e I’intensita del campo elettrico. | supporti utilizzati
per ’elettroforesi possono essere diversi come ad esempio gel di agarosio, gel di
poliacrilamide, acetato di cellulosa.

Per gli esperimenti sono stati utilizzati gel di poliacrilammide precasted (Mini protean
TGX- stain free gels Biorad #4568093). 1l gel si compone di due parti: 1) stacking gel,
parte superiore del gel ed ha la funzione di concentrare i campioni proteici caricati nei
pozzetti in modo che tutti i campioni comincino la loro migrazione dallo stesso punto
di partenza. 2) running gel, parte inferiore del gel; la sua funzione é quella di separare
le proteine dei vari campioni sulla base del peso molecolare.

Il protocollo prevede i seguenti passaggi:

Inserire nella cameretta di corsa il gel precasted, bloccandolo tra le due pinze;
46



Rimuovere il pettine per ottenere i pozzetti;

Riempire la camera elettroforetica e la camera di corsa con il Running Buffer 1X (Tris-
Glicina SDS buffer 10X (Biorad #1610732) diluita in acqua milliQ);

Caricare 5 pL di marker (Biorad Precision Plus Protein™ Dual Color Standards Cat.
#1610394) all’interno del pozzetto scelto;

Caricare 25 pL di campione a pozzetto, rispettando 1’ordine scelto per il caricamento;
Chiudere la camera elettroforetica, assicurandosi che gli elettrodi siano nella posizione
corretta;

Avviare la corsa elettroforetica, con voltaggio basso (95 V), per permettere la
fuoriuscita dei campioni e del marker dallo stacking gel; questo permette di
concentrare i campioni caricati nei pozzetti in modo che tutti i campioni comincino
dallo stesso punto di partenza.

Aumentare il voltaggio (190 V) quanto i campioni raggiungono il running gel;

Attendere il termine della corsa.

3.2.5 TRASFERIMENTO GEL SU MEMBRANA DI NITROCELLULOSA E
WESTERN BLOT

Terminata la corsa elettroforetica, € necessario trasferire il gel con le proteine su una
membrana di nitrocellulosa, utilizzando il Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Biorad. Successivamente, si procede al riconoscimento vero e proprio della proteina
mediante 1’incubazione con un anticorpo specifico.

Il protocollo prevede i seguenti passaggi:

Immergere il primo strato di carta filtro nel Trans-blot buffer 5X (Biorad #10026938),
strizzarlo per togliere I’eccesso e posizionarlo all’interno del cassetto. 11 Trans-blot
buffer 1X viene preparato con il Trans-blot turbo 5X, etanolo 99% e acqua milliQ;
Immergere la membrana di nitrocellulosa nel Trans-blot buffer e posizionarlo dentro
al cassetto sopra alla carta filtro precedentemente posizionata;

Posizionare il gel sulla membrana di nitrocellulosa facendo attenzione a non romperlo.
In questa fase e necessario avere i guanti umidi.

Immergere il secondo strato di carta filtro nel Transl-blot e posizionarlo sopra al gel,
dentro al cassetto;

Eliminare le bolle con un rullo dal sandwich appena formato;

Accendere il macchinario e avviare il programma scelto (High: 1,3 A, 15 V e 15
minuti);
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Al termine del programma, aprire il sandiwich e prelevare la membrana;

Immergere per qualche minuto la membrana nel Rosso Ponceau (Ponceau S solution
Sigma #P7170-1L);

Togliere I’eccesso con acqua deionizzata e verificare che il trasferimento sia avvenuto
correttamente. Procedere con eventuali tagli della membrana;

Incubare 1 ora in latte (Nonfat dried milk powder Panreac Applichem #P16031E).
Permette di saturare i siti della membrana non occupati dalle proteine, in modo da
impedire il legame aspecifico dell’anticorpo primario;

Effettuare 3 lavaggi in PBS Tween (Panreac applichem 20 for molecular biology
#P160308) da 10 minuti sul basculante;

Incubare con anticorpi primari overnight a 4°C;

Dopo I’incubazione overnight, recuperare 1’anticorpo primario ed effettuare 3 lavaggi
da 10 minuti in PBS Tween sul basculante;

Preparare 1’anticorpo secondario a seconda dell’origine dell’anticorpo primario, rabbit
(diluizione 1:2500 in PBS Tween) o mouse (diluizione 1:2000 in PBS Tween);
Incubare la membrana con 1’anticorpo secondario 1 ora sul basculante;

Effettuare 3 lavaggi in PBS Tween da 10 minuti;

Procedere con 1’acquisizione delle immagini in chemiluminesceza.

3.2.6 ACQUISIZIONE DELLE IMMAGINI IN CHEMILUMINESCENZA
Al termine dei lavaggi si puo procedere alla lettura in chemiluminescenza al Chemidoc

iBright Imaging System Model #: CL1500 (invitrogen Thermoscientific), tramite
’utilizzo dei reagenti (Clarity Western ECL Substrate, luminol/enhancer solution and
peroxide solution, Bio-Rad) Al termine dell’incubazione con gli anticorpi specifici per
le proteine di interesse, la membrana deve essere incubata con una proteina
housekeeping che funge da controllo. Per gli esperimenti son stati utilizzati come
proteine housekeeping 1’actina (diluizione 1:2000 in latte) e la vinculina (diluizione
1:500 in latte). Entrambe sono dirette marcate con perossidasi di rafano (HRP).

Le bande proteiche visualizzate in chemiluminescenza attraverso 1’utilizzo del
Chemidoc sono state successivamente quantificate a livello densitometrico,

utilizzando il software ImageLab 6.1 di Biorad.
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3.2.7 ANTICORPI UTILIZZATI
Gli anticorpi primari sono stati diluiti 1:1000 in BSA al 5% (azide 1:1000) per quelli

della marca Cell Signalling o in BSA al 1% per quelli della marca Bethyl. Una volta
risospesi vengono conservati a 4°C.

Gli anticorpi primari utilizzati negli esperimenti svolti sono i seguenti:

NAMPT e un rabbit polyclonal (Bethyl #A300-779a) con peso molecolare 52 KDa.
Exportin-1 e un rabbit mAb (Cell Signaling #46249S) con peso molecolare 123 KDa.
Importin a (IPOAS) € un rabbit mAb (Proteintech #18137-1AP) con peso molecolare
60KDa.

Importin B € un rabbit mAb (Cell Signaling # 51186S) con peso molecolare 90 KDa.
Lamina A € un rabbit mAb (Cell Signaling #13435) con peso molecolare 68 KDa.
Anti-FLAG e un rabbit mAb (Sigma #F7425-2MG) con peso molecolare 55 KDa.
Vinculin (7F9) (sc -73614), diretta marcata con HRP, con diluizione 1:2000 in latte. Il
suo peso molecolare & 117 kDa.

L’anticorpo secondario ¢ mouse anti-Rabbit IgG HRP (sc-2357), viene diluito 1:2500
in latte. Deve essere preparato fresco ad ogni utilizzo. E marcato HRP e consente la
visualizzazione del legame dell’anticorpo primario alla proteina in

chemiluminescenza.

3.3 MICROSCOPIA CONFOCALE

Le cellule sono state seminate 100000/pozzetto (piastra da 24 pozzetti) sopra un
vetrino “cover-slip” in terreno completo per 24 ore. Successivamente il terreno é stato
eliminato, e si e effettuato un lavaggio in PBS. | vetrini sono stati fissati con
paraformaldeide al 4% (PFA, 10 minuti, temperatura ambiente RT), permeabilizzati
con saponina allo 0,1% in PBS (20 minuti, RT) e saturati con siero di capra pre-
immune (1 ora, 4 °C). Le cellule immobilizzate sui vetrini sono state quindi incubate
con l'anticorpo primario indicato (anti-NAMPT Bethyl 1:200, per I’intera notte a 4
°C), seguono 2 lavaggi in PBS e I’incubazione con I'anticorpo secondario di coniglio
coniugato con il fluorocromo AlexaFluor 488 (1:100, 1 ora, 4 °C, Thermo Fisher
Scientific). Le cellule sono state poi contro colorate con falloidina coniugata con
AlexaFluor 568 (1:100, 30 minuti RT, Thermo Fisher Scientific) per visualizzare la
morfologia delle cellule e 4',6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI, 1: 30.000, 10 minuti
RT, Thermo Fisher Scientific) per evidenziare i nuclei. Il cover-slip € stato poi montato
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su un vetrino portaoggetti da microscopia. La fluorescenza e stata acquisita mediante
microscopia confocale (confocale laser TCS SP5, software LAS AF, Leica
Microsystem, Milano, IT), utilizzando un obiettivo 63% a immersione in olio.

| file sono stati elaborati con Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA). L'intensita
dei pixel della fluorescenza di NAMPT (verde) e stata calcolata con il software ImageJ

analizzando i soli nuclei delle cellule con un ROI specifica (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

3.4 SAGGIO DI FORMAZIONE DI COLONIE (CFU)

Il saggio di formazione delle colonie sfrutta la capacita di una cellula di proliferare e
differenziarsi per formare una colonia. 1l saggio € stato effettuato sulla linea cellulare
A375 ingegnerizzata per overesprimere NAMPT nel nucleo (paragrafo 3.1.5) e
chiamata A375 NLS_NAMPT e la linea di controllo SCR per valutare la loro capacita
di formazione di colonie in condizioni non trattate (basale) e in seguito a trattamento
con BRAF inibitori e MEK inibitori (vedi disegno sperimentale) a diverse
concentrazioni in singolo e in combinazione. Le cellule vengono staccate con tripsina,
contate e vengono piastrate a 500 cellule/pozzetto in piastre da 6 pozzetti in 2 ml di
volume finale di terreno. Le cellule vengono fatte crescere in incubatore umidificato e
ogni 3 giorni viene cambiato il terreno di coltura con o senza fermaci.

Per quantificare e analizzare le colonie queste vengono fissate utilizzando il metanolo
e in seguito colorate con il Crystal Violet. Il protocollo per la fissazione e colorazione
dei CFU e¢ il seguente:

portare a secco il pozzetto e fare un veloce lavaggio con PBS;

aggiungere 2ml di metanolo (34860-2.5L-R, Sigma-Aldrich) ghiacciato (-20°C) e
incubare 10’ al buio a temperatura ambiente;

eliminare il metanolo;

aggiungere circa 2ml di soluzione di Crystal violet (V5265, Sigma-Aldrich) e incubare
30’ al buio a temperatura ambiente;

recuperare il colorante ed effettuare due lavaggi con acqua;

lasciare asciugare le piastre all’aria.

L’analisi dei CFU ¢ stata effettuata con il software ImageLab.
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3.4.1 DISEGNO SPERIMENTALE PER | CFU
Per i test dei CFU sono state utilizzate delle piastre da 6 pozzetti (2 ml di volume finale

per pozzetto). Dopo aver effettuato la conta cellulare (vedi paragrafo 3.1.4), si
piastrano 500 cellule a pozzetto. Le cellule vengono fatte aderire al substrato per circa
2 ore in incubatore per poi essere trattate. 1l disegno sperimentale prevede 3 pozzetti a
condizione. Per ogni esperimento e sempre necessario avere un basale (condizione in
cui le cellule non vengono trattate) che consentira di confrontare le colonie formatesi
con le colonie cresciute nei pozzetti trattati.

Gli inibitori utilizzati in questo esperimento sono:

VEMURAFENIB (VEM) (CAT:hy-12057/CS-0216, MedChemExpress): un BRAF
inibitore utilizzato alla concentrazione di 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM e 2 puM. Lo stock di
partenza € una soluzione 10mM, per trattare le cellule viene effettuata una diluizione
intermedia 1:100.

U0126 (UO) (CAT:hy-12031/CS0173, MedChemExpress): un MEK inibitore
utilizzato alla concentrazione di 0,2 uM, 0,5 UM, 1 UM e 2 uM. Lo stock di partenza
e una soluzione 10mM, per trattare le cellule viene effettuata una diluizione intermedia
1:100.

Combinazione dei due farmaci: VEMO0,2/U00,2; VEMO0,5/U00,5; VEM1/UQO1,
VEM2/UQ?2.

Le cellule vengono incubate per 72 ore in incubatore al termine delle quali viene
cambiato il terreno. 1 CFU vengono fissati e colorati dopo 12 giorni seguendo il

protocollo (vedi paragrafo 3.5).

3.5 SAGGIO DI PROLIFERAZIONE: CCK8

Il saggio Cell Counting kit-8 (CCK8; BCCJ102, Sigma-Aldrich) & un test di
citotossicita e vitalita cellulare, che sfrutta il sale idrosolubile WST-8 [2-(2-metossi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disolfofenil)-2H-tetrazolio,sale  monosodico] che
viene ridotto dalle deidrogenasi delle cellule vitali in un colorante formazano
idrosolubile. Tale reazione provoca un cambiamento colorimetrico quantificabile
misurando l'assorbanza a 450nm.

Le cellule vengono seminate (2000 cellule/pozzetto, in triplicato sperimentale) in una

piastra da 96 pozzetti, fatte aderire al supporto e in seguito trattate (100ul di volume
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finale a pozzetto). Dopo 72 ore alle cellule vengono aggiunti 10ul di WST-8 lasciato
ad agire per 4 ore in incubatore al buio per far formare il precipitato. Terminate le 4
ore la piastra viene letta al lettore Tecan (Infinite F200 pro) in assorbanza a 450 nm.
In ogni piastra sono inclusi 3 pozzetti senza cellule ma con terreno ai quali viene
aggiunto il WST-8. Questo valore medio di assorbanza costituisce il “bianco” (valore
di assorbanza medio da sottrarre a tutti i valori registrati nei pozzetti con le cellule).

I valori medi di assorbanza dei campioni nelle condizioni sperimentali sono graficati
0 come optical density unit (O.D.) a 450 nm oppure rapportati al valore di assorbanza
del campione in condizioni non-trattate (valore a 100) nel paragone con i trattamenti

(% di proliferazione).

3.5.1 DISEGNO SPERIMENTALE PER | CCK8
Per il saggio dei CCK8 vengono utilizzate delle piastre da 96 pozzetti (100ul di volume

finale per ogni pozzetto). Dopo aver effettuato la conta cellulare (vedi paragrafo 3.1.4),
si piastrano 2000 cellule a pozzetto. Le cellule vengono fatte aderire al substrato per
circa due ore in incubatore per poi essere trattate. Il disegno sperimentale prevede 3
pozzetti a condizione, all’interno della piastra, oltre alla condizione basale, una
condizione 0 viene utilizzato come controllo negativo e bianco, in cui non vengono
seminate cellule ma solo il terreno.

Gli inibitori utilizzati in questo esperimento sono:

VEMURAFENIB (VEM) (CAT:hy-12057/CS-0216, MedChemExpress): un BRAF
inibitore utilizzato alla concentrazione di 0,2 uM, 0,5 UM, 1 uM, 2 uM, 5 uM e 10
MM. Lo stock di partenza é una soluzione 10mM, per trattare le cellule viene effettuata
una diluizione intermedia 1:100.

U0O126 (UO) (CAT:hy-12031/CS0173, MedChemExpress): un MEK inibitore
utilizzato alla concentrazione di 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM 2 uM, 5 uM e 10 uM. Lo stock
di partenza e una soluzione 10mM, per trattare le cellule viene effettuata una diluizione
intermedia 1:100.

Combinazione dei due farmaci: VEMO0,2/U00,2; VEMO0,5/U00,5; VEM1/UO1;
VEM2/UO2; VEM5/UO5 e VEM10/UO10.

La cinetica dell’esperimento ¢ di 72 ore. Per staccare 1’esperimento vengono aggiunti
10 pl di Cell Counting kit (CCK-8) e la piastra viene incubata per 4 ore in incubatore
al buio al termine delle quali viene effettuata una lettura al tecan (Infinite F200 pro) a

450 nm.
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| risultati ottenuti vengono poi mediati tra i replicati delle varie condizioni, a cui viene,
inoltre, sottratta 1’assorbanza del bianco. I risultati ottenuti vengono poi rapportati al

controllo non trattato per valutare la citotossicita.

3.6 MICROARRAY TISSUTALI AD ALTA DENSITA’ (TMA) e
ANALISI IMMUNOISTOCHIMICA

I TMA ad alta densita sono stati costruiti da tessuto Formalin-Fixed, Paraffin-
Embedded (FFPE) di 129 pazienti con MM BRAF mutati (73) e BRAF wild-type (WT
56, di cui 23 negativi per mutazioni in BRAF, ma anche in NRAS e c-Kit) (coorte di
pazienti diagnosticati e trattati presso il Maria Sklodowska-Curie National Research
Institute of Oncology, Varsavia, Polonia, Dr.ssa Anna Szumera-Cieckiewicz, vedi
tabella sotto) includendo 3 prelievi di tessuto (tissue “cores") rappresentativi da 1,0
mm di ciascun campione, utilizzando il sistema automatico (TMA Grand Master,
3DHistech*). In tutti i TMA sono stati inseriti controlli positivi e controlli negativi
(tonsilla, testicolo, fegato, appendice e cute normale). I TMA (processati presso il
laboratorio di anatomia patologica dell’Universita di Firenze, Prof. Massi), sono stati
colorati mediante tecnica di immunoistochimica con [I'anticorpo anti NAMPT
(monoclonale di topo, clone OMNI379, 20A-0034, 1:300, Adipogen, San Diego, CA)
utilizzando lo strumento automatizzato per immunoistichimica (Ventana Benchmark
XT). Il segnale é stato sviluppato con UltraMap DAB anti-Mouse Detection Kit
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Le sezioni sono state controcolorate con
ematossilina. | tessuti sono stati sottoposti a scansione digitale a un ingrandimento di
400x% (piattaforma Aperio AT2 Leica Biosystems, Wetzlar, DE) per la valutazione con
un‘analisi semiquantitativa dell’espressione di NAMPT definita come punteggio H-
score (Audrito et al., 2022). In breve, la percentuale di cellule positive al NAMPT
(dallo 0% al 100%) é stata moltiplicata per una scala di intensita di colorazione (1,
debole; 2, moderato; 3, forte), con un punteggio complessivo compreso tra 0 e 300.
Un valore <1% di cellule positive é stato considerato un risultato negativo.

La positivita di NAMPT nel nucleo é definita come % di nuclei positivi per
I’espressione di NAMPT.
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Tabella 4 — Tabella delle sezioni di pazienti con MM incluse in TMA

BRAF: 0-no mutation, 1-
p.V600E, 2-p.V600K, 3-

NRAS: 0- no
mutation, 1-Q61R, 2-

C-KIT: 0-no

p.V600D, 4-p.H585Y, 5- Q61K, 3-Q61L, 4- |mutation, 1-W557R, H-
p.V600_K601delinsE, 6- Q61H, 5-G13R, 6- |2-V559A, 3-L576P, 4- |score=%strong % of
Numberin | p.E586K, 8-G469E, 9- G13D, 9-not K642E, 9-not *3+%moderat | positive
No TMA not evaluated evaluated evaluated e*2+%weak*1 nuclei
29(40/15243/06 2 0 9 15 90
30(42/9113/06 1 0 9 12 30
33|51/15359/03 1 0 9 12 100
34|48/14146/03 0 1 9 11 10
35|46/6584/0 1 0 9 12 80
38(53/8510/03 1 0 9 12 30
39(54/4293/03 1 0 9 12 80
41|66/6467/08 1 0 9 12 1
45|67/560/08 1 0 9 12 10
46(72/8458/04 0 0 0 0 1
47(74/145/04 1 0 9 12 70
48|75/16289/04 0 0 4 4 10
49|81/660/04 2 0 9 15 20
52(78/8965/04 0 0 1 1 50
53|82/6470/04 1 0 9 12 1
54(83/12824/04 0 0 0 0 0
55|84/3423/04 1 0 9 12 40
56|86/8308/04 1 0 9 12 0
57(87/12324/04 0 2 9 13 20
58(88/9142/04 1 0 9 12 80
59(89/2255/04 1 0 9 12 15
60|90/261/04 0 3 9 15 0
61|95/4244/09 1 0 9 12 30
62|93/11008/04 1 0 9 12 30
63(92/15250/04 1 0 9 12 15
64(91/15941/04 1 0 9 12 100
66|98/6627/09 1 0 9 12 1
67(99/6459/09 1 0 9 12 100
68|102/14298/0 0 0 0 0 10
70|105/9731/07 1 0 9 12 20
71(104/1674/07 1 0 9 12 20
72|103/5930/07 1 0 9 12 10
73(108/7034/07 0 1 9 11 80
74|109/4506/07 0 2 9 13 10
75|110/16221/0 0 1 9 11 60
76|111/15115/0 0 1 9 11 50
77(118/14253/0 0 3 9 15 70
79(114/2425/07 0 2 9 13 100
81|119/5889/07 2 0 9 15 0
82(120/1078/05 0 1 9 11 10
83|121/8976/05 1 0 9 12 100
84|122/13763/0 1 0 9 12 40
85(123/5702/05 5 0 9 24 20
86(124/7492/05 1 0 9 12 20
87(125/16589/0 0 1 9 11 10
89|139/4981/06 1 0 9 12 10
90|132/1912/04 1 0 9 12 20
91|129/9347/04 0 5 9 19 80
92(128/2406/04 1 0 9 12 70
93(138/8966/03 0 0 0 0 0
94|140/3288/06 1 0 9 12 1
95(144/3972/06 1 0 9 12 40
97|150/15004/0 0 2 9 13 30
100|147/4845/09 1 0 9 12 1
101{154/11009/0 0 1 9 11 5
102(155/3619/02 0 0 0 0 60
103(161/5368/02 0 1 9 11 10
104|163/15462/0 1 0 9 12 60
105[167/7936/02 1 0 9 12 20
106|166/9184/02 1 0 9 12 30
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00

107 0 0 0 0 1
10800 0 3 9 15 0
111)170/8909/02 0 2 9 13 0
112|171/11554/0 1 0 9 12 90
113|172/2104/02 1 0 9 12 70
114|173/4341/02 1 0 9 12 10
115|174/8227/02 1 0 9 12 20
118|179/11138/9 0 0 0 0 10
119|177/8626/98 1 0 9 12 1
120|176/13857/0 0 0 0 0 10
121)181/2816/98 0 1 9 11 60
122)182/114/98 1 0 9 12 50
123|183/11087/9 1 0 9 12 100
124)184/11724/9 1 0 9 12 20
125|188/12921/9 1 0 9 12 30
126|187/3564/99 0 0 0 0 40
128|185/11824/9 0 0 0 0 0
129|189/10996/0 1 0 9 12 20
130(190/14240/9 1 0 9 12 1
131|191/12501/9 0 1 9 11 100
132|193/10208/9 0 1 9 11 30
133|197/13888/9 0 1 9 11 10
134|196/9813/97 1 0 0 3 10
136(194/7471/97 0 0 9 9 20
137|198/14249/9 0 1 9 11 20
138|199/12383/9 1 0 9 12 10
139|200/2924/97 1 0 9 12 40
140)201/4951/95 0 0 0 0 0
141|205/2355/95 0 0 0 0 0
144|211/5330/01 1 0 9 12 20
145)|217/2662/01 1 0 9 12 20
147)|213/9537/01 1 0 9 12 70
148|212/7103/01 0 2 9 13 1
149|218/1047/01 0 0 0 0 20
150|219/5095/06 1 0 9 12 100
151)|220/7166/06 1 0 9 12 0
152|221/3476/06 1 0 9 12 60
153|227/9419/96 0 1 9 11 100
154|226/4874/99 0 0 0 0 20
155|224/7874/03 1 0 9 12 100
156|223/5839/02 1 0 9 12 40
157|228/8726/96 0 0 0 0 0
158|229/9358/96 1 0 9 12 30
159|230/8473/96 0 1 9 11 1
160|231/11629/9 1 0 9 12 20
161|237/3675/97 1 0 9 12 80
163 |235/6263/97 0 9 9 27 30
164233/13100/9 1 0 9 12 100
165|238/5246/98 1 0 9 12 20
167 |250/5581/09 1 0 9 12 20
168|251/1718/09 2 0 9 15 10
169|252/3033/09 0 2 9 13 10
170|253/2267/09 0 0 0 o 10
171|254/107/12 1 0 9 12 80
172|255/4849/12 0 0 0 0 30
173|263/3873/08 0 0 0 0 100
174|260/3540/08 1 0 9 12 30
175|257/6656/03 1 0 9 12 1
177|264/4575/03 1 0 9 12 1
178|265/6775/06 0 0 0 0 0
179|266/9874/06 0 0 0 0 1
180|267/12446/0 0 2 9 13 50
181|322/406808/ 0 0 0 0 1
182)|321/332598/ 1 ] 0 3 100
183|320/319104 0 0 0 0 0
184|319/328805- 0 2 0 4 0
185|324/337617/ 0 1 0 2 10
186 [50/11975/08 0 0 0 0 0
187|133/13610/0 1 0 9 12 1
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3.7 ANALISI STATISTICHE
Per le analisi statistiche é stato utilizzato il software GraphPad Prism 8.4.3. Per tutte

le analisi é stato applicato un t-test parametrico o non parametrico (Mann-Whitney)
per dati non appaiati, t-test parametrico o non parametrico per dati appaiati test di
Wilcoxon, o un test ANOVA. | grafici sono degli istogrammi che rappresentano media
+ SEM. La significativita e cosi espressa: *P-value<0,05; **P-value<0,01; ***P-

value<0,001; ****P-value<0,0001.
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4. RISULTATI
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4.1 OTTIMIZZAZIONE DEL PROTOCCOLO DI
FRAZIONAMENTO NUCLEO/CITOSOL

Il frazionamento nucleo/citosol e una tecnica biochimica che permette di ottenere una
frazione con il contenuto proteico citoplasmatico e una frazione con il contenuto
proteico nucleare, attraverso 1’utilizzo di due buffer con concentrazioni saline diverse
e di centrifugazioni dei campioni applicando diverse forze centrifughe per una
sedimentazione differenziale.

Il protocollo di frazionamento nucleo/citosol e descritto nel capito 3.2.2 ed e stato
ottimizzato con diverse prove sperimentali per le linee cellulari di melanoma
metastatico BRAF mutate A375 e M14 utilizzate in questo studio (Figura 23).

Il campione di partenza deve essere un pellet di cellule appena staccate dalla piastra in
coltura; quindi, non devono essere state precedentemente congelate/scongelate poiché
questo passaggio causa la lisi del nucleo. Il pellet viene inizialmente lisato con la
soluzione A, completata con inibitori delle proteasi e delle fosfatasi, per i primi 10°, ¢
successivamente viene aggiunto il detergente NP-40 0,15% per ulteriori 10’. Un fattore
limitante é la quantita di soluzione A utilizzata per risospendere il pellet, una quantita
inferiore a 400 pl di soluzione A & insufficiente per lisare un pellet di circa 6-8 x 10°
di cellule di melanoma (circa 80% confluenza in fiasca). Questo primo passaggio
provoca la lisi della membrana citoplasmatica. Si prosegue con la prima
centrifugazione a bassa velocita che permette la separazione dei componenti cellulari
in base alla loro densita: i nuclei che sono piu densi si concentrano nel pellet sul fondo
della provetta, il contenuto citosolico rimane nel surnatante (parte liquida superiore).
Si recupera il surnatante conservandolo come frazione citosolica; per evitare
contaminazioni nucleari si recupera 1’80% del surnatante. Successivamente si
prosegue con una serie di lavaggi con la soluzione B per eliminare i residui di citosol
e ottenere una frazione nucleare pulita. Il numero di lavaggi ottimale ¢ 4, piu lavaggi
rendono i nuclei eccessivamente viscosi e difficili da disgregare. Terminati i lavaggi il
campione viene lasciato 10’ in ghiaccio con la soluzione B per iniziare la lisi della
membrana nucleare. Per lisare in modo ottimale i nuclei avviene anche una lisi
meccanica attraverso 3 cicli ON/OFF da 30’ utilizzando il sonicatore. Alla fine della
lisi meccanica il campione viene centrifugato ad alta velocita ottenendo un pellet con

i residui delle membrane e il surnatante con la frazione nucleare che viene recuperata.
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Figura 23 Schema del frazionamento nucleo/citosol

Le frazioni ottenute vengono quantificate per la loro abbondanza proteica e fatte
correre su gel di poliacrilammide seguito da western blot dove, oltre a visualizzare la
proteina di interesse, vengono sempre analizzati due controlli interni di purezza del
frazionamento: la vinculina e la lamina. La vinculina & una proteina del citoscheletro
quindi prettamente citosolica che deve essere presente esclusivamente nella frazione
citosolica (indicazione di purezza della frazione nucleare che non sia contaminata da
residui di citosol). La lamina € una componente del poro nucleare che viene utilizzata
per verificare che la frazione citoplasmatica sia pulita e non contenga proteine nucleari.
Le immagini rappresentative incluse Figura 24 A-B dimostrano la bonta del metodo,
avendo ottenuto frazioni citosoliche (Cyt) e nucleari (Nu) con un buon grado di
purezza nella linea M14 e A375 sensibile (S) e resistente ai BRAF inibitori (BiR). Un
lisato di estratto totale (WCL) é incluso nella corsa elettroforetica.
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Figura 24 Frazionamento citosol/nucleo nelle linee di melanoma.
Western blot rappresentativi sulla metodica di frazionamento. Sono stati caricati 20 g di
proteine nella corsa elettroforetica per ogni campione. WCL= lisato cellulare totale; CYT=
frazione citosolica; NU= frazione nucleare. La vinculina € utilizzata nel western blot come
marcatore citosolico, mentre la lamina & espressa principalmente a livello nucleare. In (A) é
rappresentata la linea M14, mentre in (B) I’A375, nelle varianti sensibile (S) e resistente (BiR).
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4.2 NAMPT E OVERESPRESSO NELLE LINEE DI MELNAOMA
RESISTENTI (BiR) UTILIZZATE IN LABORATORIO

| dati pubblicati hanno dimostrato che NAMPT é overespresso nelle linee cellulari di
melanoma umano e nei pazienti resistenti ai BRAFi supportandone la
riprogrammazione metabolica, meccanismo alla base dell’acquisizione della
resistenza (Audrito et al., 2018; Ohanna et al., 2018).

In laboratorio sono disponibili le linee A375 e M14 precedentemente rese resistenti ai
BRAF inibitori (Audrito et al., 2018). Come prima cosa abbiamo riconfermato
I’oversepressione di NAMPT, attraverso 1’analisi western blot su lisati totali, nella
versione BIiR anche nelle linee A375 (Figura 25 A) e M14 (Figura 25 B) che ho
scongelato e utilizzato durante la tesi per questo studio. E riportato un western blot
rappresentativo e a lato, a destra, la quantificazione densitometrica cumulativa (n=4)
di NAMPT nelle varianti cellulari.
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Figura 25 Overespressione basale di NAMPT nelle linee A375 BiR e M14 BIR.
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Western Blot rappresentativi dell’espressione basale di NAMPT nelle linee A375 (A) e M14
(B) nella forma S e BiR. Caricati 20 pg di proteine in estratti totali per ogni campione. La
vinculina e utilizzata come controllo di caricamento nel gel. Sulla destra dell’immagine sono
riportati i grafici cumulativi dell’analisi densitometrica dell’espressione di NAMPT
normalizzato su Vinculina di 4 esperimenti indipendenti. t-test. | dati in figura sono
rappresentati con media = SEM. La significativita ¢ rappresentata come: * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001 and **** p <0.0001.
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4.3 NAMPT E MAGGIORMENTE PRESENTE NEI NUCLEI
DELLE LINEE RESISTENTI (BIR)

Confermata 1’overespressione di NAMPT nelle nostre linee BiR abbiamo iniziato a
valutare 1’espressione differenziale di NAMPT nel compartimento citosol/nucleo
confrontando la linea S vs BiR.

Come prima cosa abbiamo valutato la localizzazione nucleare di NAMPT su M14 S e
BiR e A375 S e BIR rianalizzando immagini di microscopia confocale
precedentemente ottenute dalla Dott.ssa Audrito presso I’Universita di Torino. I vetrini
erano stati colorati (vedi materiali e metodi capitolo 3.3) utilizzando un anticorpo
specifico per NAMPT (fluorescenza verde), un tracciante citoscheletro la falloidina
(fluorescenza rossa) e un tracciante nucleare il DAPI (fluorescenza blu). L’analisi di
NAMPT nucleare & stata effettuata mediante il disegno di un’area di analisi
dell’intensita di fluorescenza (ROI) intorno ai nuclei e quantificata attraverso Imagel.
Come si evidenzia in queste immagini di confocale rappresentative la fluorescenza di
NAMPT nucleare € piu evidente nelle linee BiR, come evidenziato anche dalle frecce
(Figura 26A-B).

In figura 26C sono riportati i grafici cumulativi dell’espressione di NAMPT nucleare
(intensita di fluorescenza) derivati dall’analisi di 3 differenti campi di 4 immagini di 2

esperimenti indipendenti.
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Figura 26 Espressione di NAMPT in microscopia confocale

A-B) Immagini rappresentative di microscopia confocale per valutare 1’espressione di
NAMPT (fluorescenza verde) in cellule di melanoma M14 (A) A375 (B) S e BIiR
(ingrandimento originale 63x, Scale bar = 50 um). Le frecce in bianco indicano dei nuclei. C)
Istogrammi cumulativi rappresentanti I’intensita di fluorescenza di NAMPT a livello nucleare.
Mann-Whitney t-test. | dati in figura sono rappresentati con media £ SEM. La significativita
e rappresentata come: * p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001 and **** p <0.0001.

L’aumento di NAMPT a livello nucleare nelle BiR ¢ stato confermato anche attraverso
frazionamento biochimico. Questa differenza € visivamente poco evidente dal blot
dove sono stati fatti correre sia le frazioni citosoliche che quelle nucleari per le due
linee (Figura 27 A-B), poiché il forte segnale di NAMPT nel citosol copre il segnale

pit debole della frazione nucleare.
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Figura 27 Espressione di NAMPT nella frazione citosolica e nucleare nelle linee
A375 e M14

Blot rappresentativi 1’espressione di NAMPT nella frazione citosolica e nucleare ottenute
tramite frazionamento biochimico nelle linee M14 (A) e A375 (B) nella forma S e BiR.
Caricati 20 pg di proteine di ogni frazione. WCL.: lisato cellulare totale; CYT: frazione
citosolica; NU:frazione nucleare. La vinculina e utilizzata come marcatore citosolico, mentre
la lamina come marcatore nucleare. Essendo NAMPT un enzima prettamente citosolico la
banda citosolica & spessa e durante lo sviluppo della membrana tale fluorescenza tende a
coprire la piccola frazione di NAMPT nucleare.

Di conseguenza, stabilito che il frazionamento nucleo/citosol é ottimizzato per le linee
di melanoma A375 e M14 sia nella forma sensibile che quella resistente (risultato 4.1),
abbiamo fatto correre nel gel di poliacrilammide solo le frazioni nucleari (Figura 28)

dove la differenza é piu apprezzabile.
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Figura 28 Espressione di NAMPT nella frazione nucleare nella linea A375

Blot rappresentativi 1’espressione di NAMPT nella frazione nucleare ottenute tramite
frazionamento biochimico nella linea A375 nella forma S e BiR. Caricati 50 pg di proteine di
ogni frazione. WCL.: lisato cellulare totale; NU:frazione nucleare. La vinculina é utilizzata
come marcatore citosolico, mentre la lamina come marcatore nucleare. Anche attraverso il
frazionamento biochimico si confermano i risultai ottenuti con la microscopia confocale e la
guantita di NAMPT nucleare nelle linee resistenti &€ maggiore rispetto alle sensibili.
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4.4 NAMPT E ABBONDANTE NEL NUCLEO DEI PAZIENTI
EVIDENZIATO TRAMITE IMMUNOISTOCHIMICA SU
TESSUTO

Nelle linee cellulari di melanoma abbiamo dimostrato che NAMPT viene overespresso
nelle linee BiR e assume una maggiore localizzazione nucleare. E dimostrato che
I’overespressione di NAMPT ¢ associata con ’attivazione del pathway oncogenico di
BRAF. Studi precedenti della Dott.ssa Audrito dimostrano che pazienti con mutazione
in BRAF presentano aumentati livelli di NAMPT rispetto a pazienti WT (Audrito et
al., 2022).

Per avere una conferma della localizzazione nucleare di NAMPT e della sua
associazione con le mutazioni in BRAF non solo su linee cellulari ma anche su
pazienti, in collaborazione con la Prof.ssa Massi dell’Universita di Firenze, & stata
effettuata un’analisi in immunoistochimica di NAMPT su un microarray di tessuto
(TMA) di 129 pazienti di melanoma (vedi paragrafo 3.6, tabella 4). In questa nuova
analisi dei tessuti dei pazienti abbiamo quantificato la percentuale di nuclei postivi per
NAMPT (immagine rappresentativa Figura 29A) confrontando tessuti derivati da
pazienti BRAF mutati (73) BRAF WT (33) e BRAF all WT (23 pazienti senza
mutazioni in BRAF, NRAS e c-Kit), tabella 4. Le analisi cumulative evidenziano una
maggiore e significativa % di nuclei positivi per NAMPT nei pazienti BRAF mutati
(media £ SD: 38,08 + 34,15), rispetto ai pazienti WT (25,55 + 31,81) e all WT (16,7
+ 29,07) (Figura 29B).
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Figura 29 Analisi di NAMPT in immunoistochimica su TMA di pazienti con
melanoma

A) Immagine rappresentativa di un “core” del TMA che evidenzia un’elevata espressione di
NAMPT in immunoistochimica nel tessuto e anche a livello dei nuclei (frecce bianche
sull’inserto ingrandito). A partire dall'alto immagine con ingrandimento 4X, al centro
immagine con ingrandimento 10X, infine ingrandimento 20X e inserto ingrandito sulla destra.
B) Box plot dell’analisi cumulativa della percentuale di positivita dei nuclei per l'espressione
di NAMPT su pazienti di MM (129) di cui 73 BRAF mutati; 56 BRAF WT di cui 23 negativi
per mutazioni in BRAF, NRAS e c-Kit. Mann-Whitney t-test *P-value<0,05; **P-
value<0,01; ***P-value<0,001; ****P-value<0,0001.
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45 NAMPT POTREBBE ASSOCIARSI A IMPORTINA E
ESPORTINA PER ENTRARE NEL NUCLEO

Le principali proteine coinvolte nel trafficking nucleare appartengono alla famiglia
delle Karioferine(Xu et al., 2010). Sono incluse in questa famiglia le importine e le
esportine. Come dettagliatamente descritto nel capitolo introduttivo 1.3.1, I'importina
B ¢ un recettore di trasporto cruciale nel traffico nucleare che facilita I'importazione
delle proteine nel nucleo. Essa si lega con alta affinita ai segnali di localizzazione
nucleare (NLS) delle proteine cargo, interagisce con le nucleoporine FG (FG-NUPS)
che rivestono il complesso del poro nucleare (NPC) nel citoplasma, e si associa con la
proteina RanGTP, la quale induce un cambiamento conformazionale essenziale per il
rilascio del carico all'interno del nucleo. L’importina 3 puo legarsi direttamente alle
proteine da importare tramite le ripetizioni HEAT o attraverso adattatori come
l'importina a, grazie alla presenza di un dominio di legame all’importina B (IBB)
(Pumroy & Cingolani, 2015). L'importina a possiede tre domini strutturali chiave: un
dominio N-terminale che lega l'importina e regola il legame del carico cNLS; il
dominio ARM (ripetizioni Armadillo) che fungono da sito di legame per la sequenza
NLS e unaregione C-terminale che, interagendo con il fattore di esportazione nucleare
CAS/CSE1L facilita il rilascio del carico cNLS (Oka & Yoneda, 2018). L'esportina 1
¢ una delle principali proteine coinvolte nell’esportazione nucleare. XPO1 si lega ai
segnali di esportazione nucleare (NES) presenti sulle molecole cargo e collabora con
la RAN GTPasi, la quale fornisce I'energia necessaria per il trasporto attraverso il poro
nucleare (NPC).

Inizialmente abbiamo indagato 1’espressione basale di queste tre proteine nelle linee
cellulari di melanoma utilizzate: A375 e M14 nella forma S e BIR, per verificare che
esprimessero livelli apprezzabili di tutte e tre le proteine I’importina a, I’importina 3
I’esportina 1. In Figura 30 € rappresentato un western blot rappresentativo delle A375
(A) e M14 (B) che mostra una buona espressione delle proteine, apparentemente
omogenea tra S e BiR. Esportina 1 e importina p sembrano le piu espresse, minore

I’espressione dell’importina a.
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Figura 30 Espressione di importina a, importina § e esportina 1 nelle linee di
melanoma.

A sinistra blot rappresentativo 1’espressione basale dell’esportina 1, importina 3 € importina a
nelle linee A375 (A) e M14 (B). Nel gel di policrilamide sono stati caricati 20 pg di proteine
di lisato totale di ogni campione. L’actina ¢ stata utilizzata come controllo di caricamento del
gel. Sulla destra dell’immagine sono riportati i grafici cumulativi dell’analisi densitometrica
dell’espressione delle tre principali proteine coinvolte nei meccanismi di traffiking nucleare
(esportina 1, importina § e importina o) normalizzato su actina di 3 esperimenti indipendenti.
t-test. | dati in figura sono rappresentati con media + SEM. La significativita é rappresentata
come: * p<0.05, ** p <0.01, *** p<0.001 and **** p <0.0001.

La nostra ipotesi € che NAMPT possa fisicamente interagire con queste proteine ed
entrare/uscire dal nucleo mediante questi meccanismi importine/esportine-mediati. Per
un altro progetto del laboratorio per identificare ’interattoma di NAMPT ¢ stato
effettuato un esperimento di immunoprecipitazione (IP) di NAMPT da estratti proteici

totali derivati dalla linea cellulare M14 S e BIR, seguito da analisi di proteomica
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utilizzando la spettrometria di massa (MS). Dall’analisi proteomica applicando dei cut-
off statistici le proteine rilevate sono state considerate arricchite nella condizione IP-
NAMPT (rispetto a IP-1gG di controllo) per un p value <0.05 e un log2 del fold change
(FC) tra IP-NAMPT rispetto a IP-1gG >1.5, per restringere 1’analisi a potenziali e piu
certi interattori di NAMPT. Da tale analisi ¢ emerso che I’importina beta (KPNB1) e
I’esportina 1 (XPO1) possono essere potenziali interattori di NAMPT con un maggiore
arricchimento nella linea resistente rispetto alla linea sensibile: XPO1 FC in M14 BiR
451vs FCin S 2,51; KPN1 FC in M14 BIiR 4,64 vs FC in S 2,30 (Figura 31). Questi
risultati, che dovranno essere confermati con esperimenti di co-IP e western blot,
avvalorano la nostra ipotesi sul meccanismo di traffiking di NAMPT al nucleo mediato
da importine ed esportine piu evidente nelle cellule resistenti.

M14 BIR M14 S
Name Avg NAMPT|Avg IgG [FC |p-Value Avg NAMPT |Avg IgG FC |p-Value
Exportin-1 XPO1 218446,10 |48479,18 |4,51| 0,0127509 [217799,01 [86759,27 |2,51|0,0044010
Importin subunit beta-1 KPNBl] 37181,35 | 8019,49 |4,64| 0,0000674 | 38340,54 |16687,16 |2,30|0,0048105

Figura 31 XPO1 e KPNB1: potenziali interattori di NAMPT.

Nella tabella sono riportati i dati derivati dall’immunoprecipitazione di NAMPT e successiva
analisi MS. I dati riportati indicano ’abbondanza delle proteine immunoprecipitate con un Ab
anti-NAMPT o una IgG di controllo. Il fold change (FC) ¢ calcolato rispetto all’IgG. Dal dato
di FC e dal p-value emerge come I’esportina 1 e I’importina 3 siano piu arricchite come
potenziale legame a NAMPT nella linea BiR.
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4.6 GENERAZIONE DI UNA LINEA OVERESPRIMENTE
NAMPT NEL NUCLEO

La quota di NAMPT nucleare rispetto a quella citoplasmatica €, seppur arricchita nelle
linee BiR, molto ridotta almeno in condizioni basali. Per poter definire il ruolo
funzionale di NAMPT nel nucleo abbiamo quindi generato una linea A375
NLS_NAMPT in cui abbiamo forzato 1’espressione di NAMPT nel nucleo
manipolando la linea parentale. Questa linea € stata generata in collaborazione con il
laboratorio della Prof.ssa Grolla, dell’Universita del Piemonte Orientale a Novara.
L’overespressione stabile nucleare di NAMPT é stata ottenuta tramite infezione
lentivirale di un costrutto NLS _NAMPT precedentemente ottenuto in Grolla et al.
(Ambra Grolla et al., 2020), vedi materiali e metodi paragrafo 3.1.5 e schema Figura
32. NLS_NAMPT ¢ stato ottenuto legando all’N-terminale della sequenza del
NAMPT murino addizionata di una sequenza FLAG(FLAG-NAMPT) I'NLS del virus
SV40 (ATGGCAGTTCCCAAGAAGAAGAGGAAAGTTGAG). Il costrutto cosi
ottenuto NLS_NAMPT é stato clonato nel vettore lentivirale bicistronico pLV che
esprime il sito di ingresso del ribosoma interno NLS-FLAG-NAMPT GFP (Ambra
Grolla et al., 2020). Come controllo dell’infezione lentivirale ¢ stata creata una linea
A375 SCR in cui é stata infettata la linea A375 S con un vettore vuoto. Le cellule
infettate sono state selezionate mediante FACS sorting delle sole cellule GFP+, per

ottenere una linea omogenea.

Lentivirus particles
pLV-FLAG-NAMPT-
IRES-GFP

b 3

AV'A\V Lentivirus infection ) <= GFP* cell sorting / a <

= — Gy — Y
A375 A375 NLS_NAMPT GFP*

Figura 32 Schema del protocollo di generazione della line A375 NLS_NAMPT e
A375 SCR

Per confermare 1’avvenuta infezione delle cellule abbiamo fatto un frazionamento
biochimico dove abbiamo visualizzato tramite western blot il FLAG evidente come

atteso solo nella linea A375 NLS NAMPT. L’espressione di NAMPT nei lisati totali
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e comparabile nelle due linee (Figura 33). Inoltre, € mostrata in Figura 34 una
immagine rappresentativa acquisita al microscopio a fluorescenza che mostra le cellule
GFP+.

WCL A375 SCR
WCL A375 NLS_NAMPT
NU A375SCR

NU A375 NLS_NAMPT
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Figura 33 Frazionamento citosol/nucleo nelle linee A375 NLS_NAMPT e SCR.
Western blot rappresentativi sulla metodica di frazionamento. WCL= lisato cellulare totale;
NU= frazione nucleare. Sono stati caricati 10 g di proteine nella corsa elettroforetica per ogni
campione WCL e 50 10 pg di proteine per ogni NU. La vinculina ¢ utilizzata nel western blot
come marcatore citosolico, mentre la lamina € espressa principalmente a livello nucleare. La
membrana é stata blottata con un anticorpo anti-FLAG (evidente la banda solo nelle
NLS_NAMPT come atteso) e con un anticorpo anti-NAMPT di controllo che evidenzia una
quantita comparabile di NAMPT nei lisati totali.

A375 SCR A375 NLS_NAMPT

Figura 34 Espressione di NAMPT nelle A375 NLS_NAMPT e A375 SCR al
microscopio a fluorescenza
Immagini rappresentative di microscopia a fluorescenza (ingrandimento 20x) per valutare
I’espressione della GFP (fluorescenza verde) in cellule di melanoma overesprimenti NAMPT
nel nucleo (A375 NLS_NAMPT) e nella linea di controllo (A375 SCR).
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4.7 LA LINEA A375 NLS_NAMPT CRESCE MAGGIORMENTE
RISPETTO ALLA LINEA DI CONTROLLO SCR

L’ipotesi dietro questa tesi ¢ come 1’overespressione di NAMPT nel nucleo possa
avere un ruolo funzionale nel modulare processi biologici in cui una regolazione
alterata delle concentrazioni di NAD possa giocare un ruolo chiave. Un aumento di
NAMPT nel nucleo, e di conseguenza maggiori livelli di NAD, puo influire
sull’attivita di enzimi nucleari NAD dipendenti come le sirtuine ¢ le PARP (Chiarugi
et al., 2012), e quindi di conseguenza alterare il riparo al DNA e la regolazione
epigenetica dell’espressione genica. Prima di concentrarci su sirtuine e PARP, che
saranno esperimenti futuri, siamo andati a valutare un potenziale impatto di un
aumento di NAMPT nucleare sulla modulazione della crescita delle cellule di
melanoma e della loro sensibilitd a BRAF e MEK inibitori.

Interessatamente, le cellule A375 NLS NAMPT hanno dimostrato di avere un
potenziale replicativo maggiore rispetto alla linea di controllo A375 SCR. Questo dato
e stato confermato attraverso due metodiche differenti: i) un saggio di proliferazione
CCKS8 (Figura 35) a 72 ore, in condizioni basali ovvero ponendo le cellule con un

terreno completo, e ii) un saggio di formazione di colonie a 12 giorni (Figura 36 A-B).
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Figura 35 Analisi della proliferazione cellulare delle linee A375 NLS_NAMPT e
SCR

Negli istogrammi sono rappresentati i dati cumulativi delle assorbanze (O.D.) registrate con il
saggio CCK-8 dopo 72 ore (4 esperimenti indipendenti in triplicato sperimentale). Negli
istogrammi € riportata la media * la deviazione standard della proliferazione delle due linee
A375 NLS_NAMPT e SCR. Mann-Whitney t-test. *P-value<0,05; **P-value<0,01; ***P-
value<0,001; ****P-value<0,0001.
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Figura 36 Analisi della formazione di colonie CFU nelle linee A375
NLS NAMPT e SCR.

A) L’immagine rappresentativa del saggio CFU, realizzato con le linee cellulari A375 SCR ed
NLS_NAMPT, mostra una ridotta formazione di colonie nella linea SCR rispetto alla linea
NLS_NAMPT in condizioni basali. La tempistica del saggio é stata di 72h. B) Anche 1’analisi
cumulativa, riportante la % di area occupata dalle colonie, conferma che la % di area occupata
dalle colonie nella linea A375 SCR ¢ inferiore rispetto a quella della linea NLS NAMPT. La
percentuale dell’area ¢ stata calcolata utilizzando una roi uguale per tutte le linee (ImagelJ
software). |l test statistico applicato & un t-test unpaired. *P-value<0,05; **P-value<0,01;
***P_value<0,001; ****P-value<0,0001.
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48 LA LINEA A375 NLS NAMPT ACQUISISCE UNA
RESISTENZA INTRINSECA AGLI INBITORI DI BRAF E MEK

| BRAF e MEK inibitori sono la terapia di prima linea nel MM definita terapia al
bersaglio (Brummer et al., 2019; Long et al., 2019; Michielin et al., 2020). La loro
attivita blocca I’attivazione oncogenica della via delle MAP chinasi inducendo un
blocco della crescita tumorale. Come atteso, anche sulle nostre linee A375
NLS_NAMPT e SCR questi farmaci inducono un significativo blocco della crescita
dose dipendente (Figura 34 A-C linea NLS_NAMPT e SCR) valutato con il saggio
CCK-8 dopo 72 ore in terreno completo senza o con i farmaci alle dosi indicate (0,2;
0,5; 1; 2; 5; 10 uM) dati singolarmente o in combinazione. Come emerge dai grafici
cumulativi nelle due linee, il Vemurafenib, un BRAF inibitore, € potente anche usato
singolarmente a basse concentrazioni (0.2 uM e 0.5 uM) (Figura 37 A). UO126, un
MEK inibitore, da solo induce un blocco della crescita, come noto, solo a
concentrazioni piu elevate (1 uM e 2 uM) (Figura 37 B). In combinazione I’attivita ¢
sinergica con un significativo blocco molto evidente gia alla dose minore (0,2 uM di
Vemurafenib e UO126, Figura 37 C); infatti, i pazienti con MM attualmente vengono

trattati con la combinazione degli inibitori (Michielin et al.,2020).
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Figura 37 Analisi della proliferazione delle linee A375 SCR e NLS_NAMPT in
seguito a trattamento con BRAF e/o MEK inibitori

Grafici rappresentanti la proliferazione cellulare dopo 72 ore, ottenuta mediante saggio
CCKa8, delle linee A375 SCR e NLS espressa in percentuale rispetto alla condizione
non trattata (UN), a seguito di trattamento a differenti dosi di BRAFi e MEKi. A)
Grafici rappresentanti le linee trattate con Vemurafenib a differenti dosi (0.2 pM-0.5
UM-1 uM-2 uM-5 uM-10 pM) dopo 72 ore di trattamento. B) Grafici rappresentanti
le linee trattate con UO-126 a differenti dosi (0.2 uM-0.5 pM-1 pM-2 pM-5 pM-10
pMM) dopo 72 ore di trattamento. C) Grafici rappresentanti le linee trattate con la
combinazione di Vemurafenib e UO-126 equimolari a differenti dosi (0.2 uM-0.5 pM-
1 uM-2 pM-5 pM-10 pM) dopo 72 ore di trattamento. L’analisi statistica utilizzata ¢
un ANOVA test con comparazioni multiple rispetto alla condizione UN. *P-value<0,05;
**P-yalue<0,01; ***P-value<0,001; ****P-value<0,0001.
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Tuttavia, sorprendentemente, avvalorando la nostra ipotesi, ’aumento selettivo di
NAMPT nel nucleo (nella linea A375 NLS_NAMPT) induce un’acquisizione di
resistenza ai farmaci. Confrontando le due linee A375 NLS_NAMPT e A375 SCR la
linea A375 NLS_NAMPT nei saggi di proliferazione CCK-8 a 72 ore sembra aver
acquisito una maggior resistenza intrinseca ai BRAF e MEK inibitori, come riportato
in Figura 35. La differenza di vitalita cellulare e significativa trattando le cellule alle
dosi piu basse di Vemurafenib 0.2 uM e 0.5 pM (Figura 38 A); UO126 alle
concentrazioni 1 uM e 2 uM (Figura 38 B) e rimane una differenza significativa anche
combinando i farmaci alle concentrazioni di 0.2 uM e 0.5 uM (Figura 38 C).

A

Vemurafenib 0.2 uM Vemurafenib 0.5 pM
£ * g Kk
k=l —
2 50 — 5507
©
c c
o) [e]
o c 5 40
§8 %7 S8
S S8
88304 T 8 Ss04 T
55 55
55 S G,
5 g 20 5 220
X3 X3
N 10— N 104
= S
E £
S o go
=~ SCR NLS SCR NLS
B
U0126 1 uM U126 2 uM
= * c *
S A g 80—
£ 1504 kS|
c c
S 38
o c 5
S3 Sg 60
8% 100 g8
= c = C
° 5 © 5 40
S5 ]
5 3 53
© 50 o
83 S8 20+
N N
© ©
E E
e 0 e 0
~ SCR NLS ~ SCR NLS

78



Combination of Vemurafenib Combination of Vemurafenib
and UO126 0.2 pM and UO126 0.5 uM
5 * 5 *
= _ | — = 40
k=] 50 k]
c c
o o
o o
S8 40 38 30
g g o g g -
£ € 30+ £ E
S S S S 20
ST} o]
53 204 G 3
(<
S 7 104
N N
= 104 =
< <
£ £
g o g 0
SCR NLS ~ SCR NLS

Figura 38 Grafici mostranti la proliferazione ottenuta mediante CCKS8, delle
linee cellulari A375 SCR e NLS alle dosi piu efficaci

Istogrammi rappresentanti la proliferazione cellulare dopo 72 ore, ottenuta mediante saggio
CCKaS, delle linee A375 SCR e NLS espressa in percentuale, a seguito di trattamento alle dosi
piu efficaci di BRAFi e MEKI. A) Grafici rappresentanti le linee trattate con Vemurafenib alle
dosi che si son rivelate piu efficaci (0.2 uM e 0.5 uM) dopo 72 ore di trattamento. B) Grafici
rappresentanti le linee trattate con UO-126 alle dosi che si son rivelate piu efficaci (1 pM e 2
LUM) dopo 72 ore di trattamento. C) Grafici rappresentanti le linee trattate con la combinazione
di Vemurafenib e UO-126 equimolari alle dosi che si son rivelate piu efficaci (0.2 uM e 0.5
M) dopo 72 ore di trattamento. |l test statistico applicato & un t-test unpaired. *P-value<0,05;
**P-yalue<0,01; ***P-value<0,001; ****P-value<0,0001.

L’aumento della resistenza intrinseca alla target therapy della linea NLS NAMPT
rispetto alla linea di controllo e stata valutata anche tramite il saggio dei CFU a 12
giorni. Sono stati effettuati solo due replicati per linea che non permettono una analisi
statistica significativa, ma dall’analisi visiva di tali esperimenti preliminari
sembrerebbe confermarsi il risultato ottenuto dal saggio di proliferazione a 72 ore
(CCKS8), ovvero un aumento della resistenza intrinseca ai BRAF e MEK inibitori della
linea NLS_NAMPT rispetto alla linea SCR. In Figura 39 sono riportate le immagini
rappresentative dei CFU nelle varie condizioni nelle due linee.
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Figura 39 Immagini dei CFU delle linee A375 NLS_NAMPT e SCR

Dalle immagini rappresentative i CFU della linea NLS_NAMPT (A) e la linea SCR (B) ¢
visibile I’aumento del numero di colonie, a parita di condizione, della linea NLS_NAMPT
rispetto alla linea SCR. Il saggio ha una durata di 12 giorni, terminati i quali le colonie vengono
fissate in metanolo e colorate con il Crystal Violet. Per entrambe le linee sono stati seminati
tre pozzetti a condizione ciascuno con 500 cellule/pozzetto. Le condizioni dei CFU sono:
Untreated, Vemurafenib 0.2 uM-0.5 pM; UO126 1 pM-2 pM-5 pM-10 uM e la combinazione
dei due farmaci alle concentrazioni 0.2 uM-0.5 uM.
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5. DISCUSSIONE
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Il cofattore nicotinamide dinucleotide (NAD) e essenziale in numerose reazioni redox
e non redox del metabolismo energetico cellulare e per diversi enzimi NAD-
dipendenti, come le sirtuine e le PARPs, coinvolte nella regolazione dell’espressione
genica ¢ nel riparo del DNA, rispettivamente. L’omeostasi del NAD ¢ quindi
fondamentale nel regolare molteplici processi chiave nella vita della cellula quali la
trascrizione, la divisione cellulare e la morte cellulare programmata (Chiarugi et al.,
2012).

I livelli di NAD aumentano nelle cellule tumorali per supportare la loro proliferazione
incontrollata e il processo di riprogrammazione metabolica, caratteristica principale
dei tumori (Chiarugi et al., 2012; Hannah et al., 2022) Il NAD nei tumori viene
principalmente sintetizzato a partire dalla nicotinamide, piu abbondante precursore,
attraverso D’attivita dell’enzima limitante la via di riciclo NAMPT (Audrito et al.,
2018; Garten et al., 2015). NAMPT spesso € overespresso nei tumori, sia come enzima
intracellulare che come fattore solubile nel microambiente, garantendo un’elevata
produzione di NAD e supportando numerosi processi legati a una maggiore
aggressivita tumorale e alla modulazione dell’interazione tra tumore e
ospite(Gasparrini & Audrito, 2022; Semerena et al., 2023). Recentemente, in diversi
modelli tumorali NAMPT ¢ stato dimostrato essere “driver” nell’acquisizione della
resistenza ai farmaci come nel modello malattia in studio in questo elaborato: il
melanoma metastatico (Audrito et al., 2018, 2022; Ohanna et al., 2018).

NAMPT & un enzima espresso in praticamente tutti i tessuti e cellule, prettamente con
una localizzazione citosolica, ma pud anche essere secreto nello spazio extracellulare,
dove, i suoi livelli correlano con una maggiore aggressivita e progressione tumorale.
Inoltre, pochi lavori pubblicati recentemente hanno evidenziato che NAMPT puo
anche traslocare nel nucleo in particolari condizioni di stress (Butdak et al., 2014;
Christie et al., 2016; Kitani et al., 2003; Kosugi et al., 2009; Romacho et al., 2013;
Svoboda et al., 2019). Dagli studi di Svoboda e colleghi emerge che la localizzazione
di NAMPT nucleare dipenda dalle fasi del ciclo: NAMPT viene esportato dal nucleo
immediatamente dopo la mitosi per poi ritornare nel nucleo durante la progressione
del ciclo. Inoltre, NAMPT e abbondante nel nucleo durante la fase S suggerendo un
suo coinvolgimento nella replicazione del DNA (Svoboda et al., 2019). L’aumento di
NAMPT nel nucleo é anche legato a fattori di stress che causano danni al DNA, come
I’esposizione alle radiazioni UV o all’H20z, che attivano le PARPs, una famiglia di
proteine nucleari che svolgono la loro funzione di riparo del DNA, consumando NAD
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(Svoboda et al., 2019). Nel 2020 Grolla e colleghi hanno dimostrato che in seguito a
stress cellulare, per esempio trattamento con chemioterapici, NAMPT, associandosi
fisicamente a GAPDH trasloca nel nucleo (Ambra Grolla et al., 2020). Il complesso &
composto da un dimero di NAMPT e un monomero di GAPDH (Ambra Grolla et al.,
2020).

La sequenza di localizzazione nucleare (NLS) del NAMPT identificata da Svoboda e
colleghi (Svoboda et al., 2019) & 2 KRSKKGR “? ¢ si adatta a una NLS di classe 2
(Kosugi et al., 2009), suggerendo che NAMPT possa essere trasportato nel nucleo
mediante un meccanismo che utilizza le importine o e B e la piccola GTPasi Ran
(Christie et al., 2016). Tuttavia, come il NAMPT traslochi nel nucleo, in seguito a
quali differenti stress cellulari, e quale sia la sua funzione nucleare & ancora poco nota
e oggetto di studio. Proprio per questa ragione un filone del progetto di ricerca del
laboratorio in cui ho fatto la tesi & dedicato a rispondere a queste domande.

NAMPT ¢ coinvolto nell’acquisizione della resistenza ai BRAF/MEK inibitori, come
precedentemente pubblicato(Audrito et al., 2018, 2022; Ohanna et al., 2018).

Dai risultati ottenuti in questa tesi &€ emerso come NAMPT, overespresso nelle linee
cellulari resistenti alla terapia e nei pazienti di MM, si ritrovi maggiormente a livello
nucleare quando le cellule acquisiscono la resistenza ai farmaci. Questo dato é stato
dimostrato dalle analisi biochimiche attraverso i frazionamenti nucleo/citosol e dai dati
emersi analizzando le immagini di microscopia confocale confrontando le linee di MM
resistenti e sensibili ai BRAF inibitori. Inoltre, questo aumento nucleare di NAMPT
non é limitato ai modelli cellulari utilizzati e generati in laboratorio, ma lo si apprezza
anche nelle cellule dei pazienti come emerge dai dati di espressione di NAMPT in
immunoistochimica sui TMA. | pazienti con mutazione in BRAF, che attivano la via
oncogenica del pathway delle MAPK acquisendo poi resistenza alle terapie, hanno una
% di NAMPT nucleare maggiore rispetto ai pazienti BRAF wt. Queste evidenze
suggeriscono un coinvolgimento del NAMPT nucleare nell’acquisizione della
resistenza, anche se il ruolo funzionale ¢ ancora da definire. La generazione di una
linea di melanoma A375 NLS NAMPT in cui ¢ stato forzato I’ingresso di NAMPT
nel nucleo ci ha permesso di iniziare a studiare il ruolo di NAMPT nucleare. | dati
dimostrano che una maggiore quantita di NAMPT nel nucleo accelera la proliferazione
di queste cellule e le rende maggiormente resistenti ai BRAF e MEK inibitori, come
evidenziato dai saggi di proliferazione (CCKS8, 72h; CFU, 12 giorni). Questi dati

ovviamente dovranno essere ulteriormente confermati, anche in una seconda linea, ma
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incoraggiano a ipotizzare a una specifica funzione di NAMPT nel nucleo. Inoltre,
riguardo al meccanismo molecolare di ingresso/uscita di NAMPT dal nucleo,
attualmente sconosciuto, i nostri dati evidenziano una buona espressione nelle linee di
melanoma di esportina e importine che potrebbero mediare la traslocazione di NAMPT
dentro e fuori dal nucleo. Da una analisi proteomica mediante spettrometria di massa
sull’interattoma di NAMPT esportina 1 (XPO1) e importina f (KPNB1) sono emerse
come potenziali interattori, con una maggiore significativita e arricchimento nella linea
resistente. Successive analisi di co-immunoprecipitazione, e trattamento con specifici
inibitori di queste proteine, dovranno confermare questo dato preliminare, e definire il
meccanismo attraverso il quale NAMPT riesce ad entrare e uscire dal nucleo e in
seguito a quali stress cellulari.

Riassumendo, i risultati ottenuti attraverso questo lavoro di tesi, suggeriscono che il
trasporto di NAMPT tra citosol e nucleo sia un processo regolato. L’ipotesi piu
accreditata sul ruolo funzionale della traslocazione nucleare di NAMPT ¢ legata alla
sua capacita di sintetizzare il NAD a livello nucleare e poter quindi supportare 1’attivita
di enzimi NAD-dipendenti che lavorano nel nucleo come PARPSs e sirtuine. Tuttavia,
in una visione piu ampia I’asse NAMPT/NAD potrebbe avere un ruolo nel modulare
I’acetiloma e, da provare sperimentalmente, nel modulare direttamente 1’accessibilita
alla cromatina attivando/reprimendo 1’espressione genica, come avviene per altri
enzimi/metaboliti (Lin & Hoelz, 2019). Queste funzioni potrebbero essere non solo
limitate al melanoma ma diventare delle nuove funzioni di NAMPT anche in altri
modelli patologici.

In ultimo, strettamente legato al modello melanoma e ai pazienti resistenti ai
BRAF/MEK inbitori, 1’aumento dei livelli di NAMPT nel nucleo correla con una
maggiore resistenza alla terapia al bersaglio e capacita proliferativa cellulare,
suggerendo che la traslocazione di NAMPT nel nucleo possa andare a modulare
processi legati alla resistenza. Anche questo sara oggetto di futuri studi.

In un’ottica di inibire NAMPT, come strategia per la cura dei tumori, numerosi studi
hanno dimostrato ottimi risultati nella riduzione della crescita tumorale utilizzando
NAMPT inibitori (Gibson et al., 2020; Indini et al., 2022; Schuster et al., 2015),
tuttavia la scoperta di una nuova funzione e localizzazione di NAMPT nel nucleo apre
e ad un “targeting” di NAMPT mirato a quell’organello per interferire con il ruolo
dell’enzima a livello nucleare, riducendo 1 livelli di NAD e deregolando funzioni

nucleari NAD-dipendenti, risparmiando quindi, i processi metabolici nel citosol e nei
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mitocondri e diminuendo la tossicita causata dall'inibizione dell'attivita enzimatica di
NAMPT. Viceversa, in altri contesti, verra magari definita una strategia per
promuoverne la localizzazione nucleare di NAMPT e supportare la generazione di
NAD.
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6. CONCLUSIONI
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L’enzima NAMPT, limitante nella sintesi del NAD, ¢ overespresso in numerosi
modelli tumorali, tra cui il melanoma metastatico. Dati ottenuti nel Laboratorio di
Biochimica dei Tumori della professoressa Valentina Audrito, laboratorio dove ho
svolto il mio periodo di tirocinio, hanno dimostrato come NAMPT sia presente con
livelli aumentati nelle linee A375 e M14 BRAF mutate nella forma resistente (BiR)
rispetto alla forma sensibile (S), diventando un “driver” nell’acquisizione della
resistenza alla terapia al bersaglio. Una maggiore espressione e attivita di NAMPT
cellulare garantisce alti livelli di NAD, un cofattore essenziale per numerose reazioni
redox, e per molti enzimi NAD dipendenti come le sirtuine e le PARPS,
rispettivamente coinvolte nella regolazione epigenetica e nel riparo del danno al DNA.
Nonostante NAMPT sia un enzima prettamente citosolico puo traslocare nel nucleo in
particolari condizioni di stress che causano danni al DNA, come 1’esposizione alle
radiazioni UV o all’H20». Tuttavia, ad oggi, il ruolo, la funzione e il meccanismo di
traslocazione nucleare di NAMPT sono poco studiati.

Questo lavoro di tesi ha avuto come obiettivo lo studio della localizzazione nucleare
di NAMPT nel MM e un inizio di studio sulla sua funzione e traffiking citosol/nucleo.
Dai risultati ottenuti in questa tesi &€ emerso come NAMPT, overespresso nelle linee
cellulari resistenti alla terapia e nei pazienti di MM, si ritrovi maggiormente a livello
nucleare quando le cellule acquisiscono la resistenza ai farmaci. L’aumento di
NAMPT nel nucleo ¢ stato dimostrato non solo attraverso frazionamento biochimico
nucleo/citosol e microscopia confocale nelle linee in laboratorio ma anche nei pazienti
dall’analisi in immuistochimica, Grazie alla generazione di una linea NLS_NAMPT
in cui é stato forzato I’ingresso di NAMPT nel nucleo, Si &€ dimostrato che I’aumento
di NAMPT nucleare porta a un vantaggio di crescita e un aumento di resistenza ai
BRAF/MEK inibitori.

In conclusione, i risultati ottenuti attraverso questo lavoro di tesi, suggeriscono che il
trasporto di NAMPT tra citosol e nucleo ¢ un processo regolato. L’ipotesi piu
accreditata sul ruolo funzionale della traslocazione nucleare di NAMPT ¢ legata alla
sua capacita di sintetizzare il NAD, che a livello nucleare sara disponibile per
supportare 1’attivita di enzimi NAD-dipendenti che lavorano nel nucleo come PARPs
e sirtuine. Diversi altri studi dovranno essere effettuati per comprendere a fondo la
funzione di NAMPT nel nucleo; tuttavia, potremmo ipotizzare in futuro ad una mirata

inibizione di NAMPT nel nucleo, piuttosto che in tutta la cellula, per contrastare
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processi NAD-dipendenti nucleari evitando una tossicita cellulare derivante dalla

deplezione di NAD nel citosol e nel mitocondrio.
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