1 INTRODUZIONE
1.1 IL CARCINOMA ORALE
I tumori dei tessuti molli del cavo orale possono essere distinti in epiteliali e connettivali (Tabella 1).
I tumori maligni a carico del tessuto connettivo sono molto meno frequenti delle forme carcinomatose, tra le quali si annovera il carcinoma squamocellulare, che rappresenta il 90% dei tumori del cavo orale. Accanto alle neoformazioni maligne, si possono distinguere lesioni di natura benigna, tra le quali i papillomi rappresentano quelle di più frequente osservazione.
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Tabella 1. Classificazione delle neoplasie dei tessuti molli del cavo orale.

1.1.1 Epidemiologia
Il carcinoma orale rappresenta la forma di tumore endorale di maggiore incidenza, con una frequenza assoluta molto elevata in rapporto alle altre neoplasie dell’organismo, soprattutto in relazione alle modeste dimensioni della sede (1). Secondo L’American Cancer Society, dati riguardanti l’incidenza e la mortalità per sito anatomico in seguito a carcinoma  evidenzierebbero come il carcinoma orale rappresenti una neoplasia con una morbilità paragonabile a quella della cute e del pancreas e non lontana da quella dell’apparato urinario.

Nei paesi industrializzati il carcinoma orale rappresenta circa il 4% delle forme di tumore riscontrabili nell’uomo (6% negli uomini e 2% nelle donne) ed è responsabile del 3% dei decessi negli uomini e dell’1% dei decessi nelle donne (2). Come per la maggior parte delle forme carcinomatose il tumore del cavo orale insorge in età matura e prevale nel sesso maschile.

Per quanto concerne l’incidenza sesso-correlata, sebbene i soggetti maschili presentino un rischio maggiore di sviluppare la patologia, tuttavia il rapporto uomo/donna si sta notevolmente riducendo, probabilmente per un cambiamento  nell’esposizione ai fattori di rischio tra i quali giocano un ruolo di primaria importanza il consumo di alcol e tabacco (3-4). 

L’incidenza età-correlata presenta un picco massimo intorno alla VI-VII decade di vita (5). Il 50,3% dei soggetti colpiti si attesta nella fascia di età compresa tra i 35 e i 64 anni, il 46,1% presenta un’età superiore ai 65 anni e solo il 3,6% ha meno di 35 anni (6). Questi dati variano a seconda dell’area geografica presa in considerazione: nei paesi occidentali il 98% dei carcinomi orali insorge in pazienti di età superiore a 40 anni mentre nel Sud-Est asiatico e in India si osserva una elevata incidenza in soggetti di 30-35 anni; questo sembra essere dovuto alle diverse modalità di assunzione del tabacco in queste zone. Tuttavia, negli ultimi anni l’incidenza del carcinoma orale nei soggetti di età inferiore ai 60 anni è aumentata drammaticamente anche in Europa e negli Stati Uniti dove negli ultimi 50 anni si è osservato un aumento di incidenza soprattutto in soggetti di età compresa tra 30 e 39 anni (7). L’incidenza del carcinoma orale presenta cospicue oscillazioni nei vari paesi: 3-6% d’incidenza in occidente, 30% nei paesi indio-orientali; tale dato è strettamente correlato ad usi e costumi riscontrabili nelle varie popolazioni ed in particolare alle abitudini voluttuarie quali fumo ed alcol (8).  
La percentuale d’incidenza più alta spetta ai paesi del terzo mondo con India e Pakistan al primo posto, mentre tra i paesi industrializzati la Francia risulta essere la più colpita. Aumenti nella mortalità per carcinoma orale sono stati riscontrati in alcuni paesi dell’Unione Europea tra cui Belgio, Danimarca, Grecia, Portogallo e Scozia e nella maggioranza dei paesi dell’Europa centrale ed orientale sin dalla metà degli anni ’90, raggiungendo tassi molto elevati in Ungheria, Slovacchia, Slovenia e Russia dove il carcinoma orale rappresenta un vero problema di salute pubblica (9).

In Italia l’incidenza media è di 8,44 nuovi casi all’anno ogni 100.000 abitanti tra gli uomini e di 2,22 tra le donne. I tassi di incidenza  per il carcinoma orale sono più elevati nelle regioni settentrionali (Veneto, Friuli, Trentino Alto Adige) rispetto a quelle centro-meridionali ed insulari (10).

Per il carcinoma orale la sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi è ancora complessivamente inferiore al 50% e nonostante il distretto orale sia un territorio di facile accessibilità la neoplasia viene diagnosticata molto spesso in fase tardiva e circa l’80% dei pazienti al III o IV stadio muore nei primi 5 anni (11).
1.1.2 Classificazione macroscopica ed istopatologica

Il cavo orale ha una struttura molto varia ed è rivestito da epitelio stratificato, che è la sede di origine del 90% dei tumori maligni di questa regione. Il carcinoma orale può originare dalla componente epiteliale che riveste una qualsiasi struttura anatomica del cavo orale. Le sedi di insorgenza sono strettamente correlate all’esposizione ai fattori di rischio. Le regioni anatomiche più colpite sono infatti rappresentate dai pilastri faringei, dal pavimento orale e dalla lingua, che costituiscono le principali vie di deflusso e di ristagno del cibo, fumo ed altri agenti cancerosi (12).
Per quanto riguarda l’aspetto istologico tra i tumori maligni di origine epiteliale distinguiamo due principali forme neoplastiche: 
1. il carcinoma basocellulare,
2. il carcinoma squamocellulare.
Il carcinoma basocellulare, raro nel cavo orale, interessa esclusivamente il labbro superiore e si ritiene che rappresenti la diffusione di un carcinoma a cellule basali originato dalla cute del labbro stesso. Le cellule dello strato basale della mucosa proliferano formando cordoni pieni e gettoni separati da fasci connettivali, in cui le cellule periferiche presentano una forma cubico-cilindrica e sono disposte a palizzata, mentre quelle centrali hanno aspetto fusato.
Il carcinoma squamocellulare è la forma istologica più frequente del cavo orale, rappresentandone il 90-95% dei casi (13).
Tale neoplasia, originatasi nel contesto dell’epitelio di rivestimento del piano mucoso, inizia con uno sviluppo intraepiteliale, per interessare più o meno rapidamente la membrana basale e superarla con formazione di zaffi infiltrativi. Le cellule carcinomatose, dopo aver interrotto la membrana basale, si raggruppano in gettoni ed in cordoni pieni che si spingono in profondità invadendo i tessuti  sottostanti e circostanti. Tali gettoni presentano in periferia cellule basali mentre al centro si repertano elementi che conservano l’aspetto proprio delle cellule spinose e possono andare incontro a processi di cheratinizzazione con formazione di perle cornee costituite dal raggrupparsi di cellule corneificate che, non potendo eliminarsi per desquamazione come avviene normalmente negli strati superficiali, si aggregano l’una sull’altra a vortice assumendo l’aspetto delle squame di una cipolla. 

Da un punto di vista macroscopico il carcinoma orale si può presentare in varie forme: 
- nodulare,
- ulcerativa,
- vegetante,
- mista.
La forma nodulare (10-15%) è costituita da un nodulo duro con margini indistinti ed infiltranti, aderente ai piani sovra e sottostanti, è indolente, ricoperto da mucosa normale in fase precoce, ma può presentare un’ombelicatura centrale con una ulcerazione in questo punto.

La forma ulcerativa (20-25%) è caratterizzata da un’area ulcerata infiltrata e mal delimitata dai tessuti circostanti, con bordi rilevati e piuttosto duri, con il fondo ricoperto da materiale emorragico, fibrinoso, necrotico, che allontanato evidenzia un fondo irregolare granuleggiante e facilmente sanguinante. 

La forma vegetante (15-20%) si presenta sotto forma di escrescenze pluri-mammellonate, di consistenza molliccia, colore variabile, dal bianco/rosa al rosso intenso, facilmente sanguinanti, con base di impianto poco evidente e con limiti indistinti. Può insorgere su gengive, mucosa geniena, pavimento orale o labbro, dove la lesione è caratterizzata da maggiore cheratinizzazione, fibrosi ed elevata consistenza e presenta di frequente un’ulcerazione centrale che si alterna con una fase crostosa.

La forma mista (40-60%) è caratterizzata dalla coesistenza dei quadri precedenti con forme vegetanti o nodulari associate a forme ulcerative (14).

1.1.3 Eziopatologia: fattori di rischio e cause genetiche
La cancerogenesi è un processo ad eziologia multifattoriale, nel quale l’interazione di diversi fattori ad azione complementare o sinergica può favorire lo sviluppo della neoplasia. Tra i fattori di rischio legati all’insorgenza del carcinoma orale si annoverano: il tabacco, l’alcol, l’esposizione a cancerogeni ambientali e professionali, fattori nutrizionali e dietetici, agenti infettivi, scarsa igiene orale, traumatismi orali cronici che possono favorire l’insorgenza di lesioni potenzialmente cancerose e fattori genetici (2). Studi presenti in letteratura hanno evidenziato che il consumo di alcol e tabacco rappresenta il principale fattore di rischio per l’insorgenza del carcinoma orale (15-16). 
L’80% dei carcinomi orali si verifica in soggetti fumatori ed il rischio è direttamente proporzionale all’intensità e durata dell’esposizione (17).

Nell’Unione Europea, è stato stimato che approssimativamente il 60% dei tumori del cavo orale negli uomini e il 30% nelle donne potrebbe essere attribuito al solo fumo di sigaretta (18) e nei paesi industrializzati, il fumo è considerato la causa di oltre l’85% dei decessi per tumore orale (19). Anche il tabacco masticato non è privo di conseguenze ed insieme alle noci di Betel, costituisce il maggior fattore di rischio per lo sviluppo di fibrosi orale sottomucosa, che rappresenta una delle principali condizioni precancerose in alcune regioni geografiche. Il meccanismo d’azione del tabacco sembra sia rappresentato da un’attività di tipo irritativo diretta e da un’attività mediata da numerosi agenti cancerogeni, residui della combustione del tabacco (20).

I prodotti del tabacco contengono infatti un grande numero di fattori chimici responsabili dell’insorgenza di vari tipi di tumori inclusi quelli delle vie aero-digestive superiori. Tra i cancerogeni in grado di indurre la formazione del tumore si annoverano gli idrocarburi policiclici aromatici, le amine aromatiche e le nitrosamine tabacco specifiche in grado di alterare il DNA con conseguente mutazione in geni coinvolti nell’eziopatogenesi del carcinoma orale (21). Tra gli idrocarburi policiclici aromatici, il benzopirene rappresenta il primo cancerogeno identificato nel fumo di sigaretta e recenti studi hanno dimostrato come il suo metabolita, il benzo[a]pirene-7,8-diidrodiolo-9,10-epossido, risulti essere  responsabile di mutazioni a carico del gene p53, fondamentale per il controllo del ciclo cellulare, apoptosi e riparazione del DNA (22). 

Studi recenti inoltre indicano che la nicotina potrebbe avere una funzione di promotore tumorale e un’attività co-cancerogena: legandosi ai recettori nicotinici dell’acetilcolina e ad altri recettori innescherebbe una serie di processi che porterebbero ad una diminuita apoptosi, ad un’aumentata formazione di metaboliti dell’acido arachidonico e ad un’aumentata proliferazione cellulare (23). Sempre mediante l’attivazione dei recettori nicotinici stimolerebbe inoltre l’angiogenesi e la crescita tumorale (24).
L’alcol ed, in particolar modo, i superalcolici costituiscono un ulteriore fattore eziologico, che può indurre la carcinogenesi sia danneggiando i tessuti direttamente, sia attraverso la coesistenza di deficit nutrizionali di vitamina C, ferro e riboflavina e deficit funzionali epatici indotti dall’abuso di alcol (25). Anche in questo caso si riscontra un rapporto dose/tempo e l’associazione con il fumo determina un effetto sinergico che porta ad un rischio 100 volte superiore d’insorgenza del carcinoma orale (26). L’alcol può avere un effetto locale agendo come solvente sulle mucose e facilitando l’ingresso dei composti cancerogeni, specialmente quelli prodotti dalla combustione del tabacco. In aggiunta il consumo cronico di alcol è responsabile dell’atrofia del parenchima delle ghiandole parotide e sottomascellare che porta ad una diminuzione funzionale del flusso salivare e ad un aumento della sua viscosità; la superficie delle mucose si trova così a non essere più sufficientemente bagnata e quindi esposta ad una più alta concentrazione di cancerogeni e per un tempo più prolungato (27).  L’alcol viene metabolizzato ad acetaldeide in grado di danneggiare sia il DNA, idrossilandolo, sia il glutatione, peptide coinvolto nella detossificazione di vari cancerogeni. L’alcol sembra inoltre attivare l’enzima citocromo P-4502E1 (CYP2E1), coinvolto nell’attivazione di vari pro-cancerogeni presenti in bevande e fumo di sigarette (28). Altri stimoli irritativi, riconosciuti quali possibili fattori predisponenti, sono rappresentati dalle precarie condizioni d’igiene orale, da protesi malfunzionanti, bordi taglienti d’elementi dentari profondamente cariati, denti malposti che possono traumatizzare le guance e la lingua, dall’esposizione prolungata ai raggi solari e da una inadeguata alimentazione (carenza di vitamina A e ferro) (2).
Tra gli agenti infettivi potenzialmente responsabili d’insorgenza del carcinoma orale si annoverano: lo Human Papilloma Virus (HPV), l’Herpes Simplex e lo Human Immunodeficiency Virus (HIV). Numerosi studi hanno evidenziato una correlazione tra il carcinoma orale e lo HPV (29-30), soprattutto relativamente ai sierotipi 16 e 18, il quale virus codifica le oncoproteine E6 e E7 che si legano rispettivamente alle proteine codificate dai geni p53 e pRB, portando ad un’alterazione del controllo del ciclo cellulare.

Anche il virus di Epstein-Barr (EBV) sembrerebbe correlato con il carcinoma orale in quanto presente nel 50% dei pazienti affetti da tale neoplasia e nel 5,3% di quelli con lesioni orali (31). Ulteriori fattori di rischio sono l’immunodepressione e le infezioni croniche (candidosi cronica iperplastica). 

Alterazioni genetiche sono state inoltre identificate a carico del carcinoma orale, più frequentemente nei cromosomi 3, 9, 11, 13 e 17. In particolare l’inattivazione di geni oncosoppressori come p16 (9p21) e p53 (17p), la sovraespressione di oncogeni come PRAD-1 (11q) e l’alterazione di geni coinvolti nel metabolismo di alcuni cancerogeni o nella riparazione del DNA sembrerebbero giocare un ruolo molto importante nella cancerogenesi del tumore del cavo orale (32). 
1.1.4 Sintomatologia e diagnosi clinica
Nella fase di sviluppo iniziale, il carcinoma orale si presenta  per lo più asintomatico e la presenza della neoplasia viene in genere avvertita dal paziente in fase tardiva per la comparsa di sintomi quali algie, bruciori, senso
di corpo estraneo, sanguinamento, dolore irradiato all’orecchio e ingrossamento dei linfonodi laterocervicali (4).
Per tale ragione la diagnosi viene in genere effettuata ad uno stadio avanzato del tumore e la terapia che ne consegue risulta spesso deturpante per il paziente, non solo da un punto di vista estetico, ma anche per gli effetti debilitanti che ad essa seguono, con compromissione della parola e della deglutizione, a cui consegue un peggioramento della qualità della vita. Una diagnosi precoce è possibile mediante un’attenta ispezione nel 90% dei casi e l'esame istologico su biopsia è risolutivo nel 98% dei casi. Il carcinoma orale esordisce frequentemente come lesione superficiale micropapulare, sebbene tenda rapidamente ad ulcerarsi e ad infiltrare le strutture sottostanti (muscolatura, periostio, osso). L'aspetto clinico più comune è quello di un’ulcerazione a bordi rilevati e duri, con fondo carnoso irregolare. Non sono rare le forme nodulari, vegetanti o miste. L'invasione della rete linfatica è piuttosto precoce e si verifica con frequenza variabile secondo la sede d’insorgenza del tumore, anche in caso di tumori primitivi relativamente limitati. Oltre che dalle dimensioni del tumore primitivo, la frequenza delle metastasi linfonodali dipende anche da alcune caratteristiche istologiche della neoplasia (spessore, grado di malignità, invasione perineurale). La diffusione per via linfatica avviene generalmente in modo progressivo, a partire dai linfonodi più prossimi al tumore primitivo per continuarsi in quelli giugulari medi ed inferiori.

Le metastasi a distanza sono rare e tardive ed interessano principalmente i polmoni, rara è la localizzazione alle ossa, fegato e cervello (33-34). La diagnosi clinica del carcinoma orale richiede un’accurata anamnesi, l’esame clinico ed esami strumentali per poter accertare l’estensione locale e l’eventuale diffusione regionale e a distanza.
Anamnesi

In presenza di una lesione del cavo orale va indagato con particolare riguardo l’assunzione di tabacco e bevande alcoliche, la scarsa igiene orale, una storia familiare o personale di neoplasie nella stessa sede o in sedi diverse, l’età superiore ai 40 anni.

Inoltre rappresentano fattori d’allarme di possibile trasformazione di una preesistente lesione fattori quali:
-presenza di macchie bianche che aumentano di dimensione;
-ulcere che non tendono a guarire;
-sanguinamento e/o ipertrofia gengivale;
-improvviso e progressivo vacillamento dentario;
-ferita da estrazione dentaria che non guarisce;
-perdita di ritenzione di una protesi superiore;
-alterazioni della sensibilità;
-dolore all’orecchio (sintomo rivelatore di neoplasia linguale o del pavimento orale);
-progressiva asimmetria facciale; 

-difficoltà nella deglutizione e nel linguaggio.
Il dolore non appare correlato alle dimensioni del tumore e generalmente è ben localizzato e legato alla funzione svolta dalla sede colpita dalla neoplasia.
Esame clinico
L’esame clinico si basa sull’ispezione e la palpazione. L’ispezione visiva è fondamentale nella formulazione del sospetto diagnostico. Si avvale di un’adeguata fonte luminosa e di uno specchietto odontoiatrico che funge sia da divaricatore che da illuminatore, riflettendo la luce della lampada. Si può inoltre utilizzare la fibroscopia per la valutazione dell’eventuale estensione della neoplasia verso il rinofaringe o l’orofaringe.
La palpazione consente di valutare la consistenza, lo stato dei bordi e l’infiltrazione. Per il pavimento orale la palpazione deve essere condotta in modo bimanuale ed attuata ponendo una mano in regione sottomandibolare mentre l’altra valuta la pelvi orale (35). La morfologia clinica del carcinoma orale è molto variabile ed è in funzione della modalità di crescita e sede di insorgenza della neoplasia. L’aspetto più frequente è quello di una lesione bianco/rosa o di un’area ulcerativa. Tali lesioni possono essere esofitiche, di aspetto papillare o verrucoso, oppure endofitiche con aspetto di ulcere penetranti (12, 14).
Diagnosi di diffusione linfatica e metastasi a distanza
La diffusione linfatica è un evento quasi costante e talora molto precoce che, con l’eccezione delle metastasi a distanza, costituisce il singolo elemento prognostico negativo più importante (36). La diffusione linfatica viene valutata attraverso l’esame clinico palpatorio, seguito da tecniche di imaging quali: l’ecografia, la tomografia computerizzata (TC) e la risonanza magnetica (RM). La presenza di metastasi a distanza viene accertata mediante l’ausilio di tecniche di imaging quali: l’ecografia epatica, l’Rx del torace, la TC, la RM e la scintigrafia ossea. Il loro riscontro nel carcinoma orale è considerato un evento raro che interessa principalmente il polmone seguito nell’ordine da fegato ed ossa.
1.1.5 Stadiazione 
Il sistema più comunemente adottato per la stadiazione del carcinoma orale si basa sulla classificazione TNM in cui ogni singolo tumore viene stadiato in
base alle dimensioni (T), l'interessamento linfonodale (N) e presenza di eventuali metastasi a distanza (M).

 T – Tumore primario 
Tx – Impossibile individuare il tumore primitivo. 

T0 – Nessuna evidenza di tumore primitivo. 
Tis – Carcinoma in situ.
T1 – Tumore di 2 cm o meno nella dimensione maggiore. 
T2 –Tumore  > 2 cm ma  < 4 cm nella dimensione maggiore.
T3 – Tumore  > 4 cm nella dimensione maggiore. 
T4 – Tumore che sconfina nei distretti adiacenti. 
N – Linfonodi regionali 
Nx – Impossibile individuare linfonodi regionali.

N0 – Non metastasi ai linfonodi regionali.
N1 – Metastasi in un solo linfonodo omolaterale con dimensione < 3 cm.
N2a – Metastasi in un solo linfonodo omolaterale con dimensione > 3 cm e  
           < 6 cm.
N2b – Metastasi in più linfonodi omolaterali, ognuno con dimensioni < 6 cm.
N2c – Metastasi in linfonodi bilaterali o controlaterali, ognuno con dimensioni            
          < 6 cm.
N3 – Metastasi in un singolo linfonodo con dimensione > 6 cm.
M – Metastasi a distanza 
Mx – Impossibile individuare la metastasi.
M0 – Nessuna metastasi a distanza. 
M1 – Presenza di metastasi a distanza. 
La correlazione dei parametri TNM consente di ottenere una stadiazione del  tumore, essenziale ai fini prognostici e terapeutici (37). 
Stadio 0        Tis N0 M0
Stadio I         T1 N0 M0
Stadio II        T2 N0 M0
Stadio III       T3 N0 M0

                      T1 N1 M0
                      T2 N1 M0
                      T3 N1 M0
Stadio IV  A  T4 N0 M0
                      T4 N1 M0

                      T1 → 4 N2 M0
Stadio IV  B  T1 → 4 N3 M0
Stadio IV  C  Tutte le categorie T o N con M1 
Esiste inoltre una classificazione relativa al grading istologico o pattern di aggressività biologico: 
Gx
Grado di differenziazione non determinabile.
G1
Carcinoma ben differenziato.
G2
Carcinoma moderatamente differenziato.
G3
Carcinoma scarsamente differenziato.
G4
Carcinoma indifferenziato.
1.1.6 Strategie terapeutiche
Le modalità di trattamento del carcinoma orale variano in base all’estensione della massa tumorale e all’avanzamento del processo neoplastico.

Tradizionalmente le neoplasie del cavo orale in fase iniziale vengono trattate con chirurgia e radioterapia che danno risultati sostanzialmente sovrapponibili. Le terapie non chirurgiche in questo caso presentano il notevole vantaggio di consentire la conservazione dell’organo e di limitare i danni funzionali secondari all’intervento chirurgico. Nelle neoplasie avanzate la risposta più efficace rimane legata alla terapia chirurgica generalmente seguita da interventi di chirurgia plastica e ricostruttiva. La terapia radiante viene qui utilizzata con finalità adiuvante e di potenziamento del risultato chirurgico. Di recente è stata proposta la somministrazione di chemioterapici come terapia neoadiuvante, con intento induttivo alla terapia locoregionale, o come terapia adiuvante, successiva alla terapia locoregionale o anche in forma integrata ai trattamenti radioterapici (38).  
Chemioterapia
I chemioterapici possono essere somministrati come terapia neoadiuvante prima delle terapie locoregionali. Benchè siano state studiate numerose combinazioni farmacologiche, attualmente l’associazione cisplatino-fluorouracile sembra manifestare un effetto di potenziamento rispetto ai singoli farmaci, presentando un’elevata efficacia e una tossicità relativamente bassa. Nel paziente con malattia avanzata la somministrazione di chemioterapici a seguito dell’intervento non ha dato risultati incoraggianti in quanto spesso somministrati a pazienti fortemente debilitati da precedenti trattamenti. Risultati ottenuti dalla somministrazione integrata di radio e chemioterapia indicherebbero invece un’efficace controllo locale e un prolungamento dell’intervallo libero da malattia  rispetto alla sola radioterapia, con benefici in termini di sopravvivenza che non sembrano estendersi alla terapia neoadiuvante (39).
Radioterapia
Utilizzata come terapia primaria, soprattutto nelle lesioni non avanzate, può essere somministrata in forma adiuvante, variamente combinata a chirurgia e chemioterapia in protocolli multimodali. Con la radioterapia convenzionale è possibile trattare il 90% dei tumori di piccole dimensioni mentre la prognosi dei tumori di fase avanzata sembra essere meno favorevole.
L’introduzione della programmazione tridimensionale computerizzata dei volumi di irradiazione (3DCRT), tecnica che consente di conformare il trattamento in relazione alla morfologia della lesione in modo da contenere il livello di irradiazione  a carico dei tessuti sani circostanti, ha rappresentato un notevole passo avanti da un punto di vista dell’efficacia terapeutica. Evoluzione tecnologica è rappresentata dalla radioterapia ad intensità modulata (IMRT) con la quale vengono ulteriormente potenziate la selettività e la precisione del trattamento, conformando i gradienti sulla base delle caratteristiche anatomiche delle zone bersaglio. L’IMRT consente di trattare spazi anatomici limitati con ripidi gradienti di dose in modo da ridurre l’esposizione del tessuto sano a radiazioni. La metodica trova possibile applicazione nel caso di margini chirurgici prossimi alla neoplasia, metastasi linfonodali, stadio superiore a T1 N0 o recidiva di malattia (40).  
Alternativa alla radioterapia convenzionale è la brachiterapia che può garantire ottimi risultati su piccole neoplasie con minori danni collaterali, rendendo possibile, dove necessario, effettuare terapia radiante convenzionale successiva in aree non irradiate, come può essere richiesto in caso di un secondo carcinoma primario. Promettente sembra essere la resezione chirurgica seguita da brachiterapia ad alte dosi che permetterebbe un migliore controllo della neoplasia in pazienti ad alto rischio (41).
Terapia chirurgica 
La terapia chirurgica del cavo orale prevede la resezione del tumore primitivo eventualmente associata all’asportazione delle metastasi linfatiche laterocervicali e rappresenta, allo stato attuale, la risposta terapeutica più efficace, soprattutto se ben coordinata nell’ambito di protocolli multimodali.
Le caratteristiche anatomo-funzionali proprie del cavo orale pongono tuttavia problemi specifici per il trattamento chirurgico dei tumori. La chirurgia resettiva, impiegata come terapia di scelta sia nelle lesioni precoci che nei casi più avanzati, è gravata dal problema della mutilazione spesso imposta al paziente dall’atto chirurgico. La possibile perdita di funzione conseguente alla resezione della neoplasia rende ragione del favore incontrato da opzioni non chirurgiche, utilizzate quali alternative alla chirurgia quando i risultati in termini di sopravvivenza siano simili. In tal senso la radioterapia rappresenta  un’alternativa terapeutica curativa quanto la terapia chirurgica per le lesioni precoci, mentre per le lesioni più avanzate non si dimostra altrettanto efficace (42).
1.1.7 Fattori prognostici e prevenzione

Alla base della formulazione della prognosi dei pazienti affetti da carcinoma orale sussiste la valutazione di parametri anatomici, istologici, clinici e

molecolari. Tuttavia i principali indicatori a carattere prognostico risultano essere i fattori tumore-correlati quali:
· lo stadio patologico,

· le dimensioni del tumore,

· il grado istologico,

· l’istotipo.

La definizione dello stadio patologico secondo il metodo TNM, volto alla valutazione dell’estensione locoregionale e/o sistemica della neoplasia orale, costituisce l’indice primario impiegato per stilare la prognosi del paziente. Il carcinoma del cavo orale si diffonde formando metastasi prevalentemente per via linfatica nei linfonodi del collo. L’interessamento linfonodale costituisce un fattore prognostico sfavorevole che riduce al 5-20% la sopravvivenza a 5 anni.
Il grado istologico del tumore viene attribuito in base alla valutazione del grado di differenziazione nucleare delle cellule costituenti la massa neoplastica. Tale sistema di classificazione consente di assegnare 4 diversi gradi istologici, a ciascuno dei quali corrisponde uno specifico grado di differenziamento del tumore. Nonostante il distretto orale sia un territorio di facile accessibilità, circa il 70% dei carcinomi orali viene diagnosticato al III o IV stadio, quando sono già presenti linfoadenopatie neoplastiche e/o metastasi a distanza, obbligando al ricorso di terapie estremamente invasive. 
Una diagnosi precoce, oltre a migliorare notevolmente la prognosi, consentirebbe sicuramente trattamenti assai meno aggressivi e menomanti (43). Per quanto concerne l’istotipo, oltre il 90% dei tumori maligni del cavo orale sono carcinomi squamocellulari, la restante parte è costituita da neoplasie che derivano dall’epitelio delle ghiandole salivari accessorie o da tessuti di origine mesenchimale. Il carcinoma orale a cellule squamose è caratterizzato da una precoce tendenza infiltrativa e da una diffusione per via linfatica maggiore rispetto a quella ematogena. Il sito di metastatizzazione linfonodale è in genere correlata alla sede d’insorgenza della neoplasia primitiva (44). La diagnosi precoce del carcinoma orale consente una sopravvivenza a 5 anni compresa  tra l’80-90% mentre scende al 5-20% in caso di diagnosi in fase avanzata (45). II ritardo diagnostico sembra essere dovuto principalmente alla sottovalutazione dei sintomi, ridotta informazione e scarsa conoscenza  della patologia e ad una continua esposizione ai fattori di rischio. Pertanto anche nel carcinoma orale, come nella maggior parte delle patologie a carattere neoplastico, la prevenzione gioca un ruolo di primaria importanza.
Nella prevenzione del carcinoma orale si possono distinguere tre livelli.
La prevenzione primaria consiste nell’allontanare eventuali fattori di rischio chiamati in causa nella genesi del carcinoma orale.
La prevenzione secondaria consta nella possibilità di attuare una diagnosi precoce attraverso la sorveglianza e il trattamento delle lesioni potenzialmente cancerose (leucoplachia, eritroplachia, lichen planus, cheilite attinica, ecc.), definite come lesioni del cavo orale che hanno capacità di evolvere in neoplasia maligna (46). 
Generalmente il carcinoma orale è preceduto da lesioni già esistenti e sebbene non tutti i disordini potenzialmente maligni (PMD) si trasformano inevitabilmente in tumore è necessario eseguire un’attenta sorveglianza attraverso un esame obiettivo del paziente, seguito se necessario da esami istologici e citologici. La prevenzione terziaria consiste in fine nella possibilità di prevenire eventuali complicanze e nella riabilitazione dell’individuo attraverso un follow-up accurato e la riabilitazione psico-fisica del paziente.

1.2 NICOTINAMIDE N-METILTRASFERASI      
1.2.1 Il metabolismo dei farmaci

I farmaci rappresentano, per l’organismo al quale vengono somministrati, dei composti xenobiotici, cioè molecole estranee che tendono ad essere escrete.

Alcuni farmaci, una volta assunti, possono essere eliminati come tali o subire modifiche strutturali che ne favoriscono l’escrezione.

L’insieme dei meccanismi atti alla realizzazione del processo di biotrasformazione viene definito metabolismo dei farmaci. Le reazioni appartenenti a tale pathway metabolico rientrano in un sofisticato meccanismo di difesa che l’organismo umano attua in condizioni di ambiente sfavorevole dovute all’esposizione a sostanze xenobiotiche.

È necessario, dunque, che un farmaco venga assorbito e distribuito nel distretto bersaglio al fine di  poter espletare la propria azione terapeutica e di essere poi eliminato dall’organismo. I composti a carattere farmacologico, per poter essere assorbiti e correttamente distribuiti, devono possedere caratteristiche chimico-fisiche che contrastino la loro escrezione. 

La natura lipofila e l’assenza di cariche elettriche facilitano l’assorbimento e il raggiungimento del sito specifico d’azione, sfavorendo invece l’eliminazione. È fondamentale, quindi, che l’organismo provveda alla biotrasformazione delle molecole lipofile in composti a maggior carattere idrofilo, peculiarità che le rende idonee ad essere eliminate dall’organismo. I farmaci assunti per somministrazione orale vengono disciolti nei fluidi del tratto gastro-intestinale, assorbiti attraverso l’epitelio dei villi intestinali e riversati nel sangue. L’introduzione diretta di un farmaco nel torrente circolatorio, per via endovenosa o intramuscolare, assicura l’arrivo nella circolazione sistemica dell’intera dose somministrata che raggiunge sia il sito bersaglio, sia la sede in cui verrà metabolizzata. Sebbene ogni tessuto sia dotato di una certa capacità di metabolizzare i farmaci, il fegato rappresenta l’organo di elezione per l’espletamento di tale via metabolica; anche altri tessuti come polmoni, intestino e rene presentano un’attività detossificante significativa.

Le cellule epatiche, in virtù del loro corredo enzimatico, catalizzano reazioni ascrivibili a 2 fasi distinte.

Il metabolismo di fase I include reazioni di funzionalizzazione. Gli enzimi relativi a tale fase si trovano localizzati a livello del reticolo endoplasmatico (enzimi microsomiali) e catalizzano reazioni ossidoriduttive (citocromo P450 monossigenasi, flavina monossigenasi, monoamina ossidasi, alcool deidrogenasi, aldeide deidrogenasi) e idrolitiche (arilesterasi, colinesterasi, epossido idrolasi). I metaboliti di fase I possono essere eliminati dall’organismo se possiedono un sufficiente carattere polare, se ciò non avviene entrano a far parte del metabolismo di fase II. 

Le reazioni caratterizzanti questa fase sono reazioni di coniugazione, nelle quali un composto esogeno o un metabolita derivato dalle reazioni di fase I si lega in modo covalente con una molecola endogena altamente polare. La reazione di catalisi è operata da enzimi (glutatione S-trasferasi, N-acetiltrasferasi, sulfotrasferasi, UDP-glucuroniltrasferasi, metiltrasferasi) a localizzazione principalmente citosolica (47). Nei processi di biotrasformazione che caratterizzano la fase II un importante ruolo viene svolto dagli enzimi coinvolti nelle reazioni di metilazione: le metiltrasferasi. Si ritiene infatti che, le reazioni di trasferimento di gruppi metilici siano alla base del metabolismo di numerosi farmaci, di composti xenobiotici e di neurotrasmettitori (48). La reazione di metilazione dei composti piridinici è stata descritta per la prima volta nel 1884 da Wilhelm His.

Nell’uomo le metiltrasferasi sono in grado di catalizzare reazioni di S-metilazione, di O-metilazione e di N-metilazione. Nei processi di S-metilazione vengono metabolizzati farmaci quali la D-penicillamina (antireumatico), la 6-mercaptopurina (antineoplastico) e il captopril (antiipertensivo), attraverso la catalisi effettuata da due enzimi: la tiolo metiltrasferasi (TMT, E.C. 2.1.1.9) e la tiopurina metiltrasferasi (TPMT, E.C. 2.1.1.67). Gli enzimi catecol-O-metiltrasferasi (COMT, E.C. 2.1.1.6) e fenol O-metiltrasferasi (POMT, E.C. 2.1.1.25) catalizzano le reazioni di O-metilazione che coinvolgono i gruppi fenolici delle catecolamine e dei composti strutturalmente correlati (neurotrasmettitori). Le reazioni di N-metilazione sono catalizzate dagli enzimi istamina N-metiltrasferasi (HNMT, E.E. 2.1.1.8) e  nicotinamide N-metiltrasferasi (NNMT, E.C. 2.1.1.1) (49).

1.2.2 Omeostasi della nicotinamide

La vitamina B3, meglio conosciuta come vitamina PP o niacina, svolge la sua funzione biologica  grazie all’azione svolta da due composti strutturalmente distinti, ma funzionalmente correlati: l’acido nicotinico e la nicotinamide (amide dell’acido nicotinico). La nicotinamide funge da precursore di coenzimi piridinici, quali il NAD+ (Nicotinamide Adenin Dinucleotide) e il NADP+ (Nicotinamide Adenin Dinucleotide Fosfato). Tali molecole rivestono un ruolo fondamentale nella vita della cellula poiché partecipano alla maggior parte delle reazioni metaboliche a carattere ossidoriduttivo, in qualità di vettori di ioni idrogeno e di elettroni. Inoltre, il NAD+  e il NADP+  partecipano a molteplici meccanismi non-redox che conducono alla rottura del legame β-N-glicosidico con conseguente liberazione della nicotinamide e che sono associati a processi cellulari quali:

· l’ADP-ribosilazione delle proteine ad opera delle mono-ADP-ribosiltrasferasi (ARTs) e delle poli(ADP-riboso) polimerasi (PARPs) (50),

· la mobilizzazione delle riserve intracellulari di calcio mediata da cADPR  e da NaADP+ (51) , quali effettori secondari prodotti in seguito all’attività catalitica della molecola CD38,

· la deacetilazione degli istoni e dei fattori trascrizionali catalizzata da enzimi NAD-dipendenti (sirtuine o istone-deacetilasi) (52-53).

La niacina viene assorbita a livello dello stomaco e dell’intestino mediante un meccanismo di trasporto facilitato dipendente dal sodio, in caso di basse concentrazioni della vitamina, o mediante diffusione passiva in caso di elevate quantità (54). Il suo reclutamento, sottoforma di acido nicotinico  e nicotinamide, non avviene esclusivamente attraverso la dieta, ma anche mediante la conversione del triptofano presente nelle proteine. In condizioni particolari di scarsa disponibilità di niacina, si attiva infatti nei mammiferi la via di sintesi di nucleotidi piridinici attraverso il pathway della chinurenina. L’attivazione di tale via metabolica consente la sintesi dell’acido chinolinico e successivamente del NAD+ a partire da L-triptofano (55). Tuttavia, il contributo di quest’ultimo risulta essere piuttosto ridotto in quanto l’efficacia di conversione segue un rapporto di 60:1 a sfavore della vitamina (56). Si evince quindi che, il triptofano disponibile nell’organismo viene utilizzato in maniera prioritaria per la sintesi proteica mentre, solo se disponibile in quantità elevate, tale aminoacido è destinato alla sintesi della nicotinamide e dei suoi derivati piridinici. Un’ulteriore fonte di approvvigionamento di nicotinamide è rappresentata dalle riserve di NAD+  presenti nel fegato (storage NAD+); mediante l’azione delle NAD-glicoidrolasi epatiche, lo “storage NAD+” può essere idrolizzato, favorendo così il rilascio di nicotinamide a livello ematico ed il suo reclutamento a livello dei distretti che ne sono deficitari. 

La nicotinamide presente in eccesso viene destinata al fegato dove subisce metilazione dell’azoto piridinico. In seguito a tale modifica la nicotinamide non può più essere ribosilata in posizione 1 e viene così concentrata a livello renale e successivamente escreta per via urinaria.

Nell’organismo umano, il percorso catabolico della nicotinamide può proseguire con il processo dell’ossidazione, a livello epatico, del metil-derivato e con la conseguente formazione di composti di natura piridonica che vengono anch’essi eliminati con le urine. Sulla base di tale evidenza è possibile affermare che il fegato si configura quale principale organo responsabile del mantenimento costante dei livelli sierici della nicotinamide, elemento chiave che regola il livello dei nucleotidi piridinici nei tessuti (57).

1.2.3 Caratterizzazione dell’NNMT umana

L’enzima Nicotinamide N-metiltrasferasi (NNMT) è un enzima citosolico S-Adenosil-Metionina dipendente, appartenente alla categoria degli enzimi del metabolismo di fase II dove svolge un ruolo di primaria importanza nei processi di biotrasformazione e detossificazione di numerosi farmaci e di composti xenobiotici (49).

Tale enzima catalizza la reazione di N-metilazione della nicotinamide (Figura 1), della piridina e di altri composti strutturalmente correlati, convertendoli in ioni piridinio (58) destinati all’escrezione per via urinaria.

Nell’uomo, il prodotto di reazione N1-metilnicotinamide (MNA) può essere escreto come tale o subire ossidazione a livello epatico ad opera dell’enzima aldeide ossidasi con formazione dell’N1-metil-2-piridone-5-carbossiamide ed N1–metil-4-piridone-3-carbossiamide, anch’essi escreti per via urinaria (59).
Sebbene altre metiltrasferasi siano in grado di catalizzare la reazione di N-metilazione di composti azaeterociclici, solo l’NNMT utilizza la nicotinamide quale accettore di gruppo metilico, svolgendo un ruolo fondamentale nel destino catabolico di quest’ultima (60-61). In seguito alla reazione catalizzata dall’enzima, l’S-adenosil-L-metionina, che funge da  donatore di gruppo metilico, viene convertita in S-Adenosil-omocisteina, successivamente idrolizzata e trasformata in omocisteina ed adenosina.
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Figura 1. Reazioni di metilazione della nicotinamide e di ossidazione dell’N1-metilnicotinamide catalizzate rispettivamente dall’NNMT e dall’aldeide ossidasi.
1   atggaatcaggcttcacctccaaggacacctatctaagccattttaac  48
1    M  E  S  G  F  T  S  K  D  T  Y  L  S  H  F  N   16
49  cctcgggattacctagaaaaatattacaagtttggttctaggcactct  96

17   P  R  D  Y  L  E  K  Y  Y  K  F  G  S  R  H  S   32
97  gcagaaagccagattcttaagcaccttctgaaaaatcttttcaagata 144

33   A  E  S  Q  I  L  K  H  L  L  K  N  L  F  K  I   48
145 ttctgcctagacggtgtgaagggagacctgctgattgacatcggctct 192

49   F  C  L  D  G  V  K  G  D  L  L  I  D  I  G  S   64
193 ggccccactatctatcagctcctctctgcttgtgaatcctttaaggag 240
65   G  P  T  I  Y  Q  L  L  S  A  C  E  S  F  K  E   80
241 atcgtcgtcactgactactcagaccagaacctgcaggagctggagaag 288
81   I  V  V  T  D  Y  S  D  Q  N  L  Q  E  L  E  K   96

289 tggctgaagaaagagccagaggcctttgactggtccccagtggtgacc 336
97   W  L  K  K  E  P  E  A  F  D  W  S  P  V  V  T  112
337 tatgtgtgtgatcttgaagggaacagagtcaagggtccagagaaggag 384
113  Y  V  C  D  L  E  G  N  R  V  K  G  P  E  K  E  128
385 gagaagttgagacaggcggtcaagcaggtgctgaagtgtgatgtgact 432
129  E  K  L  R  Q  A  V  K  Q  V  L  K  C  D  V  T  144
433 cagagccagccactgggggccgtccccttacccccggctgactgcgtg 480
145  Q  S  Q  P  L  G  A  V  P  L  P  P  A  D  C  V  160
481 ctcagcacactgtgtctggatgccgcctgcccagacctccccacctac 528
161  L  S  T  L  C  L  D  A  A  C  P  D  L  P  T  Y  176
529 tgcagggcgctcaggaacctcggcagcctactgaagccagggggcttc 576
177  C  R  A  L  R  N  L  G  S  L  L  K  P  G  G  F  192
577 ctggtgatcatggatgcgctcaagagcagctactacatgattggtgag 624
193  L  V  I  M  D  A  L  K  S  S  Y  Y  M  I  G  E  208
625 cagaagttctccagcctccccctgggccgggaggcagtagaggctgct 672
209  Q  K  F  S  S  L  P  L  G  R  E  A  V  E  A  A  224
673 gtgaaagaggctggctacacaatcgaatggtttgaggtgatctcgcaa 720
225  V  K  E  A  G  Y  T  I  E  W  F  E  V  I  S  Q  240
721 agttattcttccaccatggccaacaacgaaggacttttctccctggtg 768
241  S  Y  S  S  T  M  A  N  N  E  G  L  F  S  L  V  256

769 gcgaggaagctgagcagacccctgtga 792
257  A  R  K  L  S  R  P  L  -  264
Figura 2. Porzione codificante della sequenza nucleotidica relativa al cDNA per l’NNMT umana (gli esoni sono evidenziati con colori diversi) e sequenza aminoacidica della proteina tradotta.

L’enzima umano è stato studiato inizialmente a partire da estratti ottenuti da campioni di tessuto epatico e la sua caratterizzazione è stata effettuata in seguito alla messa a punto di un saggio enzimatico per la determinazione dell’attività catalitica che prevede i seguenti passaggi:

1. l’allestimento di una miscela di saggio impiegando [14CH3]S-adenosil-L-metionina,

2. l’estrazione del prodotto di reazione (N1-metilnicotinamide) in alcol isoamilico al 60% in toluene, in presenza di acido 1-eptansolfonico quale modificatore di fase,

3. la separazione e l’identificazione dell’N1-metilnicotinamide mediante cromatografia a fase inversa in HPLC,

4. il dosaggio della radioattività mediante l’impiego di uno scintillatore liquido.

L’enzima mostra una distribuzione subcellulare citoplasmatica e la sua attività si esprime in condizioni ottimali ad un valore di pH pari a 7,4. I valori di Km determinati per la nicotinamide e l’S-adenosil-L-metionina sono rispettivamente 347 µM e 1,76 µM. L’attività specifica calcolata negli estratti epatici è pari a 51,5 ± 32,5 U/mg e i valori dei singoli campioni presentano una notevole variabilità (62). Tali variazioni individuali sono state riscontrate a carico dell’attività di altre metiltrasferasi umane e sono state imputate a fenomeni di polimorfismo genetico (63-64). All’interno della popolazione analizzata la distribuzione di frequenza delle attività presenta un andamento bimodale e il 25% dei campioni mostra elevati valori di attività specifica. Tali risultati sostengono l’ipotesi secondo la quale i meccanismi di regolazione dell’attività nicotinamide N-metiltraferasica possano essere causati da polimorfismi a carico del gene per l’NNMT. L’analisi dell’influenza sull’attività dell’enzima esercitata dai prodotti di reazione, dagli inibitori di altre metiltrasferasi e dagli ioni metallici ha evidenziato che la maggiore inibizione è esercitata dall’N1-metilnicotinamide e dall’S-adenosil-L-omocisteina (62). 

La proteina nativa è stata parzialmente purificata da tessuto epatico mediante cromatografia a scambio ionico seguita da gel filtrazione. La preparazione ottenuta è stata assoggettata a elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) e in seguito a “photoaffinity labeling” è stato possibile identificare un peptide di massa molecolare pari a 29 kDa corrispondente all’NNMT. La proteina è stata quindi assoggettata a digestione chimico-enzimatica e l’analisi aminoacidica dei frammenti ottenuti ha consentito di risalire al cDNA relativo. Tale cDNA mostra una sequenza di 969 bp ed è costituito da una regione di 792 bp che codifica per una proteina di 264 aminoacidi (Figura 2) con una massa molecolare corrispondente a circa 29600 Da. Il cDNA, amplificato mediante PCR, è stato successivamente clonato nel vettore p91023(B) e il costrutto ottenuto è stato quindi utilizzato per trasfettare cellule COS-1 ed esprimere la proteina ricombinante in tale sistema eucariotico. La caratterizzazione biochimica dell’NNMT è stata quindi eseguita sulla preparazione non omogenea da tessuto epatico per quanto riguarda l’enzima nativo e su un lisato di cellule COS-1 per quanto concerne la proteina ricombinante. L’analisi comparativa ha consentito la determinazione dei seguenti parametri cinetici, relativi rispettivamente all’enzima nativo e a quello ricombinante:

· le Km per la nicotinamide pari a 0,43 mM e 0,38 mM;

· le Km  per l’S-adenosil-L-metionina pari a 1,8 µM e 2,2 µM;

· le IC50  per l’N1-metilnicotinamide pari a 60 µM e 30 µM (65).

La mancanza di differenze nella sequenza del cDNA codificante l’NNMT in soggetti che presentavano attività nicotinamide N-metiltrasferasiche significativamente diverse tra loro e l’idividuazione di una correlazione tra i livelli di attività enzimatica e l’entità della sua espressione genica (RNA messaggero e proteina) nei soggetti analizzati ha portato alla ricerca di eventuali polimorfismi genetici nella porzione non codificante del gene (66). Il gene codificante l’NNMT è localizzato nella regione cromosomica 11q23.1, presenta una sequenza nucleotidica di 16,5 Kb ed è organizzato in 3 esoni e 2 introni. A livello della regione al 5’, fiancheggiante la prima tripletta codificante la proteina, è stato individuato il punto di inizio della trascrizione (alla posizione -108), situato 30 nucleotidi a valle di un’atipica sequenza TATA box (TCTAA) (67). Il gene è sottoposto al controllo di un promotore forte che risiede in una sequenza di 700 nucleotidi a monte del punto in cui inizia la trascrizione. 

Studi recenti hanno evidenziato che l’attività di tale promotore risulta essere regolata da fattori trascrizionali quali HNF-1β, TGF-β1, Stat3.

Analisi sperimentali sull’HNF-1β sono state effettuate nel carcinoma tiroideo di tipo papillare. In linee cellulari di tale neoplasia sono stati riscontrati elevati livelli di espressione dell’HNF-1β e dell’NNMT. Sono state pertanto inserite mutazioni a livello della regione del promotore dell’enzima NNMT in corrispondenza del sito di legame per l’HNF-1β. Tali mutazioni hanno portato ad una diminuzione dell’attività del promotore dell’enzima, a testimonianza dell’importanza in tale distretto dell’HNF-1β, quale fattore trascrizionale dell’NNMT (68). Analisi successive condotte utilizzando un’altra linea cellulare di carcinoma tiroideo papillare (BHP 18-21) hanno mostrato una ridotta espressione dell’NNMT sia a carico del messaggero, sia della proteina, in seguito a trattamento con depsipeptide, un inibitore delle deacetilasi istoniche. Studi ulteriori hanno consentito di dimostrare che tale meccanismo di repressione agisce preliminarmente a livello dell’HNF-1β, determinando una downregolazione di tale attivatore trascrizionale (69).

L’espressione dell’NNMT sembra essere regolata anche da un altro fattore trascrizionale, Stat3, attivo in forma fosforilata. Cellule embrionali renali, dopo attivazione del fattore Stat3 con LIF (Leukemia Inhibitory Factor), sono state trasfettate utilizzando un plasmide contenente la regione del promotore relativa all’NNMT. I risultati ottenuti hanno evidenziato elevati livelli di NNMT dovuti ad un’aumentata attività del promotore indotta da Stat3. Stat3 può essere stimolato oltre che da LIF anche da IL-6 (interleukin 6). Studi condotti su linee cellulari di carcinoma mammario, epatico e del colon-retto assoggettate a trattamento con tale citochina hanno mostrato un’overespressione dell’NNMT.

Analisi di Real-Time PCR e di immunoistochimica condotte su campioni bioptici di tumore del colon hanno validato i risultati ottenuti nelle linee cellulari,  confermando l’azione di attivatore trascrizionale di Stat3 (70). 

L’NNMT sembrerebbe, inoltre, essere un gene target di TGF-β1. Infatti, nell’insulinoma, dove la sua espressione risulta diminuita rispetto al tessuto sano di controllo sia a livello di RNA messaggero che di proteina, sono stati osservati anche bassi  livelli di espressione relativi all’NNMT (71). 

Allo scopo di identificare eventuali polimorfismi genetici potenzialmente responsabili delle variazioni individuali di attività catalitica, è stata eseguita l’analisi della sequenza del gene per l’NNMT, relativamente alle porzioni esoniche, introniche, 3’- e 5’-UTR e del promotore. I risultati ottenuti finora non hanno evidenziato la presenza di polimorfismi correlabili alle differenze nei livelli di attività nicotinamide N-metiltrasferasica dei relativi soggetti (72-73). Il messaggero relativo all’NNMT umana è particolarmente rappresentato nel fegato, ma è stato riscontrato anche in altri organi e tessuti quali la placenta, il polmone, il cuore, il muscolo scheletrico, il rene, la milza, il timo, la prostata, il testicolo, l’ovaia, l’intestino, lo stomaco, la tiroide, il midollo spinale, i linfonodi, la trachea, la ghiandola surrenale, il midollo osseo (65, 72) e in particolari aree del sistema nervoso. 

1.2.4 Caratterizzazione dell’NNMT murina

La caratterizzazione biochimica della proteina nativa murina è stata eseguita a partire da estratti di tessuto epatico ottenuti da topi maschi di età compresa tra 7 e 8 settimane e appartenenti al ceppo C57BL/6J. L’NNMT murina, analogamente all’enzima umano, è un enzima citosolico e lavora in condizioni ottimali ad un pH pari a 7,4. Le Km per la nicotinamide e l’S-adenosil-L-metionina sono rispettivamente 370 µM e 6,5 µM. L’analisi eseguita al fine di saggiare l’influenza di diversi fattori sull’attività dell’NNMT da topo ha prodotto risultati virtualmente identici a quelli ottenuti a carico dell’enzima umano, evidenziando una sensibile inibizione da substrato ad opera della N1-metilnicotinamide e dall’S-adenosil-L-omocisteina. L’attività nicotinamide N-metiltrasferasica mostra una variabilità con fattore 14 relativamente a 10 diversi ceppi analizzati. Dall’analisi comparativa tra le popolazioni maschili e femminili relative agli stessi ceppi non si osservano invece variazioni significative dei valori d’attività enzimatica.

Analisi cromatografiche eseguite successivamente hanno escluso la presenza di isoforme enzimatiche ascrivibili ai diversi ceppi murini, in grado di giustificare la variabilità riscontrata a carico dell’attività dell’NNMT (74).

Sulla base delle conoscenze relative all’NNMT umana, si è risaliti alla sequenza del cDNA murino, costituita da 1015 bp. Tale cDNA presenta una sequenza di 792 bp, con un’omologia dell’83% con quella umana e codifica una proteina di 264 aminoacidi, di massa molecolare pari a 29600 Da. La successiva caratterizzazione biochimica dell’enzima murino è stata eseguita in maniera comparativa tra la proteina ricombinante presente nell’estratto di cellule COS-1 trasfettate con il vettore p91023(B) ospitante il cDNA per  l’NNMT del ceppo C57BL/6J e la proteina nativa ottenuta da preparazioni di tessuto epatico murino dello stesso ceppo. L’lC50 per l’N1-metilnicotinamide e le Km per la nicotinamide e l’S-adenosil-L-metionina sono rispettivamente 41 µM, 0,36 mM e 4,8 µM per la proteina ricombinante e 71 µM, 0,43 mM e 6,8 µM per l’enzima nativo. 

Il monitoraggio dell’attività nicotinamide N-metiltrasferasica nel tessuto epatico di esemplari murini di differenti età ed appartenenti ai ceppi C57BL/6J e C3H/HeJ ha dimostrato che la variabilità ceppo-dipendente dell’attività è influenzata da meccanismi che regolano i processi di crescita e di sviluppo dell’organismo (75). Il gene codificante l’NNMT murina presenta una sequenza di circa 16 Kb, è organizzato in 3 esoni e 2 introni e risiede in una regione del cromosoma 9 sintenica a quella in cui è localizzato il gene per l’NNMT umana (11q). Nonostante la mancata identificazione di una sequenza TATA box canonica, a livello del sito d’inizio della trascrizione (posizione -194) è stata individuata una sequenza “iniziatrice” (Inr). Il gene risulta sottoposto al controllo di un promotore forte localizzato nella regione al 5’ ad una distanza di 750 bp dal punto in cui ha inizio la sequenza codificante la proteina (76).

Il trascritto per l’NNMT murina è presente in organi quali il fegato, il polmone, il muscolo ed il rene (75). L’attività enzimatica è principalmente rilevabile nel fegato e, a livelli più ridotti, nel surrene, nel pancreas, nel rene e nel cervello (77). Un aumento significativo dell’attività nicotinamide N-metiltrasferasica rispetto ai controlli sani è stato evidenziato nel fegato di topi sottoposti a trapianto intraperitoneale di cellule di carcinoma ascitico di Ehrlich. In seguito alla somministrazione orale di nicotinamide è stato inoltre riscontrato un aumento dei livelli ematici di N1-metilnicotinamide, correlato con quello dell’attività enzimatica rilevabile a livello epatico. Tali risultati hanno evidenziato l’importanza della valutazione dei livelli di attività biologica dell’NNMT nell’ambito della diagnosi prechirurgica dei tumori, candidando l’N1-metilnicotinamide quale marcatore periferico di neoplasia (78). Analogamente topi trapiantati con cellule di adenocarcinoma del colon in grado di indurre cachessia e perdita di peso hanno mostrato un’elevata attività nicotinamide N-metiltrasferasica epatica, rispetto agli esemplari in cui sono stati trapiantati cloni che non possedevano tale caratteristica. In tal senso è stata messa in evidenza la correlazione tra un parametro biologico (livello di attività dell’NNMT) ed un parametro clinico (perdita di peso), dato che propone l’enzima come un potenziale marcatore di cachessia neoplastica (79). Un aumento dei livelli del trascritto per l’NNMT è stato invece rilevato nel fegato di topi infettati per via sperimentale con l’agente eziologico dell’epatite fulminante (P. acnes) (80).
Analisi Microarray, condotte su campioni epatici di topi sottoposti ad una dieta a selettiva restrizione calorica (CR), hanno evidenziato un’overespressione dell’NNMT, confermata da esperimenti di Real time PCR. Tale studio suggerisce che la  restrizione calorica possa aumentare la qualità e la durata di vita nei topi regolando l’espressione di specifici geni. In tale contesto l’NNMT potrebbe agire al livello del pathway delle sirtuine e cioè la sua aumentata espressione porterebbe ad una diminuzione dei livelli di nicotinamide, consentendo alle sirtuine di esplicare la loro funzione a livello cellulare (81).   
1.2.5 Caratterizzazione dell’NNMT suina

L’enzima suino è stato purificato da un estratto di tessuto epatico sottoposto ai seguenti passaggi: precipitazione in fase alcolica, cromatografia a scambio

Cationico (CM-cellulosa), cromatografia a scambio anionico (DEAE-cellulosa), gel filtrazione (Sephadex G-100), cromatografia su idrossiapatite e un’ulteriore cromatografia a scambio anionico (Mono Q). Al termine di tale processo l’enzima è stato purificato ad omogeneità (fattore di purificazione pari a 1360) ed assoggettato a SDS-PAGE e gel filtrazione, metodiche che hanno consentito di ricavare la sua massa molecolare, stimata intorno ai 27000 Da. L’NNMT suina è un enzima citosolico presente in forma monomerica. La determinazione della sua attività è stata effettuata sia mediante un saggio radioattivo, sia mediante un saggio fluorimetrico. Il saggio fluorimetrico prevede il trattamento della miscela di reazione con acetofenone, KOH e acido formico; in seguito a questi passaggi il prodotto di metilazione (N1-metilnicotinamide) viene convertito in un derivato naftipiridinico che può essere dosato in fluorescenza, mediante eccitazione a 370 nm ed emissione a 430 nm (82-83). Successive modifiche a tale metodica, applicate per la determinazione dell’attività nicotinamide N-metiltrasferasica murina, hanno previsto l’utilizzo di molecole accettrici di gruppo metilico alternative alla nicotinamide quali la 2-, la 4-, la 5- e la 6-metilnicotinamide (61, 84-85). La caratterizzazione dell’enzima suino omogeneo ha portato alla determinazione di un valore di pH ottimale pari a 7,2 e delle Km per la nicotinamide e l’S-adenosil-L-metionina pari rispettivamente a 0,83 mM e 0,016 mM. L’enzima, stabilizzato da agenti quali i tioli (β-mercaptoetanolo e DDT) e il glicerolo, sembra avere affinità, seppur ridotta rispetto alla nicotinamide, con substrati come la tionicotinamide, la chinolina, l’isochinolina, la 3-acetilpiridina e l’1,2,3,4-tetraidroisochinolina (82).

1.2.6 Polimorfismi

Analisi epidemiologiche hanno evidenziato un’associazione tra la moderata iperomocisteinemia plasmatica e il rischio di sviluppare patologie quali la trombosi venosa, l’infarto miocardico, l’ictus, l’insufficienza cardiaca congestizia, l’osteoporosi, l’aterosclerosi e il morbo di Alzheimer. Screening effettuati a livello del genoma di 398 individui appartenenti a 21 famiglie di nazionalità spagnola, in cui si osservavano significative alterazioni dei livelli di omocisteina plasmatica, hanno rivelato la presenza di un determinante genetico nella regione 11q23 nella quale è localizzato il gene che codifica l’NNMT. L’indagine aplotipica effettuata ha consentito di identificare 10 differenti SNPs, uno dei quali è risultato essere associato ai livelli plasmatici di omocisteina. Tale SNP si trova localizzato a livello del primo introne e il suo significato funzionale non è a tutt’oggi ancora chiarito, anche se è possibile ipotizzare che tale polimorfismo sia coinvolto nella regolazione della trascrizione di tale gene, modulando pertanto i livelli di tale attività enzimatica all’interno della cellula.

L’NNMT è coinvolta seppur in maniera indiretta nella sintesi dell’omocisteina; per tale ragione la regolazione della sua attività ad opera di meccanismi genetici sembra suggerire che l’enzima possa giuocare un ruolo chiave nella modulazione dei livelli plasmatici di omocisteina nelle patologie sopra citate (86, 87). Recentemente, è stato inoltre ipotizzato che un polimorfismo a carico del gene per l’NNMT possa influenzare il rischio di difetti cardiaci congeniti nei bambini. Lo studio è stato condotto da un gruppo di ricercatori dell’Erasmus University Medical Center a Rotterdam su 292 casi e 316 famiglie di controllo. Tale ricerca ha evidenziato che l’assunzione di farmaci durante il periodo periconcezionale, assieme a una bassa assunzione di nicotinamide con la dieta e al genotipo dell’NNMT AG/AA (allele NNMT A) è associata ad un rischio otto volte maggiore di difetti cardiaci congeniti (88). 
Un ulteriore studio sulla ricerca di varianti del gene NNMT ha riguardato la genotipizzazione di 252 neonati con spina bifida e 335 controlli, in quanto è stato visto che una moderata iperomocisteinemia può rappresentare un possibile fattore di rischio d’insorgenza dei difetti del tubo neurale. Sebbene siano stati indagati 11 SNPs, tuttavia non è emersa nessuna associazione significativa tra le varianti del gene NNMT nei neonati ed il rischio di spina bifida (89).
Diversi studi suggeriscono l’esistenza di una possibile associazione tra l’aneurisma aortico addominale (AAA) e l’iperomocisteinemia. 
Varianti geniche dell’NNMT potrebbero rappresentare un possibile fattore di rischio per l’AAA. Per valutare questa possibile associazione sono stati analizzati, mediante multiplex PCR (90), 56 polimorfismi a carico di 17 geni coinvolti nel metabolismo della metionina, in 423 pazienti affetti da AAA e 423 controlli. Solo 7 geni, incluso l’NNMT, avevano almeno un aplotipo  predisponente l’AAA, inoltre l’influenza di ogni singolo gene in tale patologia era indipendente dal ruolo svolto nel metabolismo dell’omocisteina (91).
Uno studio analogo  è stato svolto dallo stesso gruppo di ricerca su 501 pazienti sopravvissuti ad un infarto ischemico e 1211 controlli sani, tuttavia 
non è emersa nessuna associazione significativa tra le varianti del gene NNMT e tale patologia (92).

Studi recenti hanno evidenziato come polimorfismi di geni appartenenti al pathway del folato siano associati al rischio d’insorgenza di leucemia linfoblastica acuta (ALL). Analisi condotte su 245 pazienti in età pediatrica (<18 anni) con ALL hanno mostrato come specifici polimorfismi a carico dei geni MTHFR (C677C), RFC1 (G80A), NNMT (IVS C-151T) ed una loro associazione sia correlata al rischio di ALL e nel caso dell’NNMT (NNMT IVS-151TT e NNMT IVS-151 CT+TT/RFC1 80AA) ad un aumento del rischio di insorgenza di tale patologia. Tale incremento potrebbe essere dovuto ad una diminuzione dei livelli cellulari di folato e ad un cambiamento dello status di metilazione (93).
In uno studio successivo sono stati raccolti ed esaminati tutti i risultati ottenuti da studi precedenti volti a valutare l’associazione tra i polimorfismi di geni del pathway del folato e la suscettibilità a leucemia linfoblastica acuta. Da questa analisi complessiva sono emersi risultati a volte contrastanti, questo perché è stato osservato come ci sia un diverso impatto dei polimorfismi dei geni del folato sulla suscettibilità ad ALL in funzione del tipo di  popolazione esaminata e a seconda che si tratti di ALL in adulti o in età pediatrica (94).
1.2.7 L’NNMT e il morbo di Parkinson

In virtù dell’attività degli enzimi a carattere metiltrasferasico, diversi composti piridino-simili possono andare incontro a coniugazione con il gruppo metile,

con formazione di ioni N-metilpiridinio che risultano tossici quindi dannosi per l’organismo. Tra questi si annoverano il paraquat e lo ione 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). Il paraquat è un erbicida che espleta la sua tossicità a livello polmonare, dove è responsabile dell’insorgenza di episodi edematosi ed emorragici (95). Lo ione MPP+, metabolita dell’1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), è una potente neurotossina che provoca la degenerazione dei neuroni dopaminergici presenti nella substantia nigra ed il suo accumulo in tali distretti è associato al morbo di Parkinson (96). La scoperta dell’MPTP ha condotto alla formulazione dell’ipotesi secondo la quale il morbo di Parkinson possa essere provocato o aggravato in seguito all’attivazione geneticamente determinata di protossine endogene o presenti a livello ambientale, aventi una struttura MPTP-simile. Le β-carboline e le tetraidroisochinoline (TIQs), in qualità di analoghi endogeni dell’MPTP, rappresentano le principali candidate tra gli agenti eziologici del Parkinson poiché possono essere bioattivate, mediante reazione di N-metilazione ed ossidazione, ed essere convertite in composti strutturalmente correlati allo ione MPP+. Elevati livelli di tali amine azaeterocicliche in forma metilata sono stati infatti rilevati nel fluido cerebrospinale di pazienti affetti da morbo di Parkinson (97). In soggetti sani e patologici è stato inoltre condotto il dosaggio urinario dell’N1-metilnicotinamide dopo carico orale di nicotinamide. I risultati di tale analisi hanno evidenziato un’elevata escrezione urinaria di N1-metilnicotinamide nei pazienti rispetto ai controlli, secondo un andamento età-dipendente. Nei soggetti giovani infatti la quantità di nicotinamide metilata era significativamente maggiore rispetto a quelli più anziani (sani e malati), suggerendo pertanto che la spiccata attività N-metilante costituisce un evento precoce del processo neurodegenerativo (98).

La neurotossicità dell’N1-metilnicotinamide nell’ambito del morbo di Parkinson è stata ampiamente dimostrata. È noto infatti che deficienze a carico di subunità proteiche del complesso I mitocondriale giuocano un ruolo importante nella patogenesi di tale disturbo neurodegenerativo (99). L’N1-metilnicotinamide è in grado di indurre a livello mitocondriale processi quali l’ossidazione del NADH e la perossidazione lipidica. Mediante la catalisi operata dal complesso I (NADH: ubichinone ossidoreduttasi) gli elettroni liberati dall’ossidazione del coenzima piridinico vengono trasferiti all’N1-metilnicotinamide che a sua volta viene convertita in un composto radicalico. Tale specie provoca la perossidazione dei lipidi e l’inattivazione della subunità da 30 kDa dello stesso complesso I. Mentre l’azione dell’enzima superossido dismutasi (SOD) è in grado di contrastare il processo perossidativo a livello lipidico, la distruzione del complesso I avanza incontrastato, innescando la patogenesi del morbo di Parkinson (100-101).

L’azione metilante mostrata dall’NNMT murina e suina nei confronti di substrati alternativi alla nicotinamide (82, 102), rende lecito postulare che l’attività dell’enzima umano, espletata nei confronti di accettori di gruppi metilici MPTP-derivati, possa condurre alla sintesi di composti neurotossici in associazione al morbo di Parkinson. In tali condizione patologica l’enzima, che fisiologicamente svolge un’azione detossificante, contribuisce paradossalmente ad incrementare il livello di tali sostanze dannose nell’organismo. Il notevole interesse suscitato intorno al potenziale ruolo svolto dall’NNMT nell’eziopatogenesi del Parkinson ha indotto un approfondito studio, sia della sua attività enzimatica, sia della sua espressione genica (RNA messaggero e proteina) nel tessuto nervoso di soggetti malati. L’incapacità degli ioni piridinio di attraversare la barriera emato-encefalica fa sì che i prodotti di metilazione della nicotinamide e di eventuali amine azaeterocicliche, riscontrabili nel sistema nervoso, non possano essere traslocati in tale distretto dall’esterno, ma debbano essere sintetizzati in loco ad opera dell’attività dell’NNMT. Per tale ragione la scoperta della presenza dell’NNMT nei tessuti nervosi e l’osservazione che i livelli di tale enzima erano più elevati nel liquido cerebrospinale di pazienti affetti da morbo di Parkinson rispetto ai controlli sani hanno suggerito che l’accumulo dei composti tossici sopra riportati possa essere implicato nella patogenesi di tale disturbo (103).

Nel sistema nervoso dei soggetti sani l’RNA messaggero relativo all’NNMT è presente ad elevati livelli nel midollo spinale, nel lobo temporale e nella medulla, mentre bassi livelli si rilevano nei nuclei subtalamico e caudato e nella porzione cerebellare. Nell’ipotesi che elevati livelli di enzima possano predisporre l’individuo allo sviluppo del morbo di Parkinson, sono state condotte ulteriori analisi a carico della proteina. Nei soggetti sani, sia la proteina, sia l’attività enzimatica sono rilevabili nel lobo temporale e nel midollo spinale. Per quanto concerne la sua localizzazione cellulare, l’NNMT è presente a livello dei neuroni multipolari del lobo temporale, del midollo spinale e del nucleo caudato, nei neuroni dello strato granulare cerebellare, a livello delle sezioni mesencefaliche, nei neuroni dopaminergici costituenti la substantia nigra e negli assoni del terzo nervo cranico.

L’espressione della proteina e i relativi livelli di attività enzimatica determinati nel nucleo caudato e nella porzione cerebellare sono significativamente più elevati nei soggetti malati rispetto ai controlli sani. Tali evidenze costituiscono la prima dimostrazione di un’overespressione dell’NNMT in un distretto del sistema nervoso centrale in associazione alla degenerazione neuronale del Parkinson (104). L’MPTP rappresenta una protossina che a livello delle cellule gliali può essere convertita in MPP+, ad opera dell’enzima monoaminoossidasi-B (MAO-B) (Figura 3). Tale composto esercita una funzione neurotossica a livello dei neuroni dopaminergici inibendo il complesso I che, nell’ambito della catena respiratoria mitocondriale, rappresenta il punto di inizio della fosforilazione ossidativa. L’effetto finale di tale inibizione consiste in una diminuzione della produzione di ATP ed un aumento dello stress ossidativo cellulare (105). La scarsa specificità di substrato mostrata dall’NNMT suggerisce la possibilità, da parte dell’enzima, di utilizzare quale accettore metilico la 4-fenilpiridina (106), composto che a differenza dell’MPTP (precursore sintetico dell’MPP+) può essere introdotto nell’organismo con la dieta o formarsi nel corso del metabolismo cellulare. Il prodotto di metilazione di tale substrato è lo ione MPP+ (Figura 3) che in sinergia con i composti MPP+-simili derivati dalla metilazione delle β-carboline e tetraidroisochinoline, esercita la sua azione neurotossica. Un ulteriore effetto deleterio provocato dagli elevati livelli di NNMT in associazione alla patologia di Parkinson è dovuto all’espletamento della sua attività nei confronti del substrato di elezione. L’ipermetilazione della nicotinamide riduce infatti la disponibilità di tale precursore per la sintesi del NADH, con conseguente riduzione della produzione di ATP (105, 107-108).
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Figura 3. Sintesi dello ione 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) catalizzata dalla monoaminoossidasi-B (MAO-B) a partire dall’1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) attraverso l’intermedio di reazione 2,3-diidro-1-metil-4-fenilpiridina (DMPP+) e dall’NNMT a partire dalla 4-fenilpiridina (PP).
1.2.8 Ruolo dell’NNMT nelle patologie non neoplastiche

Analisi effettuate a carico di pazienti affetti da cirrosi hanno evidenziato un elevato livello basale di N1-metilnicotinamide serica rispetto ai soggetti sani.  Dopo somministrazione orale di nicotinamide il tasso di N1-metilnicotinamide risultava significativamente più elevato sia nel plasma, sia nelle urine dei soggetti patologici rispetto ai controlli sani. Tali risultati hanno dimostrato che lo stato cirrotico esalta il processo di metilazione della nicotinamide (109).

L’N1-metilnicotinamide, prodotta in seguito alla reazione di N-metilazione catalizzata dall’enzima NNMT, è stata sempre considerata un prodotto di scarto. Solo recentemente sono state evidenziate le proprietà antinfiammatorie di tale molecola in seguito ad applicazioni topiche per la cura di patologie dermatologiche quali l’acne vulgaris, le dermatiti da contatto, suggerendone la possibile valenza terapeutica (110). Probabilmente, l’azione antinfiammatoria svolta dall’N1-metilnicotinamide potrebbe essere associata alla capacità di tale molecola  di ridurre l’adesione delle cellule pro-infiammatorie all’endotelio vascolare (111). 
Inoltre è stato dimostrato che l’N1-metilnicotinamide esercita un’attività antitrombotica maggiore rispetto alla nicotinamide la cui azione trombolitica risulta essere di minor entità e durata. Infatti, in seguito a somministrazione orale nei topi di N1-metilnicotinamide veniva indotta la risposta antitrombotica e tale risposta era mediata dalla prostaciclina formata via COX-2. A tutt’oggi questo meccanismo di rilascio non è ancora interamente compreso (112).
Analisi svolte su topi con aterosclerosi hanno mostrato come la progressione della patologia sia  associata ad un aumento dell’attività epatica dell’NNMT e dei livelli di MNA nel plasma. Data l’attività antitrombotica e antinfiammatoria dell’NMA, legata a meccanismi PGI2 dipendenti, l’aumentata attivazione del pathway NNMT-MNA nell’aterosclerosi potrebbe rappresentare un meccanismo compensatorio che fa fronte ad un processo d’infiammazione vascolare avanzata (113). 
Esperimenti condotti successivamente  su topi con epatite indotta in seguito a somministrazione di concanavalina A (ConA), hanno ugualmente evidenziato un’aumentata attività epatica dell’NNMT e un incremento della concentrazione di N1-metilnicotinamide nel plasma durante la progressione della patologia. Tale aumento osservato nei topi trattati con ConA, potrebbe rappresentare un meccanismo di difesa endogeno in grado di limitare il processo infiammatorio in atto nel fegato, attraverso un meccanismo PGI2-dipendente (114). 
L’induzione dell’espressione delle proteine del core del virus dell’epatite C (HCV) in linee cellulari trasformate di epatoma umano (Huh7) ha evidenziato un’overespressione dei messaggeri relativi alla nicotinamide N-metiltrasferasi e ad una proteina glutatione perossidasi-simile. Tali evidenze suggeriscono che l’espressione delle proteine del core virale dell’HCV inducono uno stress ossidativo intracellulare che tende ad essere contrastato dall’attivazione di meccanismi antiossidanti (115).

Un’elevata espressione del gene per l’NNMT è stata evidenziata a carico del suo mRNA in campioni bioptici relativi a tessuto renale umano asportato in seguito a rigetto acuto dopo allotrapianto (116). 
L’enzima è risultato inoltre espresso nel tessuto endometriale di donne che sono successivamente rimaste gravide in seguito a microiniezione intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI). Tale risultato evidenzia come l’NNMT possa svolgere un ruolo importante a livello endometriale, favorendo il processo dell’impianto nell’utero (117). 
Studi condotti su cellule stromali endometriali fatte crescere in un terreno contenente fattori di rilascio di cellule macrofagiche, hanno evidenziato una overespressione dell’enzima a livello cellulare. L’interazione delle cellule con i macrofagi stimolerebbe l’espressione di determinati geni nelle cellule stromali endometriali che favorirebbero l’insorgenza dell’endometriosi. In questo senso l’aumentata espressione dell’NNMT a livello cellulare potrebbe essere legata al meccanismo di proliferazione e invasione delle cellule endometriali che si viene a verificare durante tale patologia (118).

Inoltre, un’aumentata espressione dell’NNMT è stata riscontrata nel tessuto muscolare di soggetti affetti da ostruzione cronica polmonare (COPD) rispetto ai controlli sani (119). Studi condotti successivamente  su cellule mioblastiche in coltura hanno mostrato come l’overespressione dell’NNMT porti ad un aumento della capacità proliferativa e della migrazione cellulare, e protegga tali cellule contro i danni indotti dai radicali liberi dell’ossigeno. Questi risultati suggeriscono come l’elevata espressione dell’enzima nei muscoli scheletrici di pazienti affetti da COPD tende a favorire la rigenerazione muscolare e la difesa contro lo stress ossidativo (120). Tuttavia non sempre un aumento di espressione dell’enzima risulta associato a meccanismi di difesa nei confronti di specie reattive all’ossigeno. Un aumento dell’attività nicotinamide N-metiltrasferasica è stato recentemente evidenziato in topi trattati con fenobarbitolo. Tale agente è noto indurre lo stress ossidativo attraverso gli enzimi della famiglia del citocromo P450, considerati fonti di specie reattive dell’ossigeno. In tale ambito l’aumento dei livelli dell’NNMT potrebbe essere interpretato come uno dei fattori responsabili della perdita dei sistemi di protezione nei confronti dello stress ossidativo, sistemi correlati ai nucleotidi piridinici (121). 
Diversi studi sono stati condotti per valutare l’esistenza di una possibile correlazione tra l’NNMT e il fenomeno dell’iperomocisteinemia, essendo l’omocisteina il derivato di un prodotto di reazione dell’enzima. Analisi effettuate su campioni di tessuto adiposo umano e murino e su adipociti murini hanno evidenziato elevati livelli di espressione e di attività dell’enzima e conseguente rilascio di omocisteina. Alimentando i topi con una dieta ricca di grassi si è osservato un aumento dell’attività enzimatica. Questo ha permesso di ipotizzare che l’obesità possa essere associata ad una maggiore espressione dell’enzima. Più elevati livelli di attività nicotinamide N-metiltrasferasica determinerebbero una maggiore produzione e rilascio di omocisteina, condizione che potrebbe aumentare il rischio d’insorgenza di malattie cardiovascolari (122).
1.2.9 Studi di espressione dell’NNMT in campo oncologico

Analisi dei profili di espressione genica condotte su campioni di glioblastoma multiforme (GBM) hanno mostrato elevati livelli di messaggero per l’NNMT

rispetto ai controlli, costituiti da campioni di tessuto cerebrale rimossi chirurgicamente da pazienti affetti da forme epilettiche particolarmente severe (123). 
Elevati livelli di attività dell’enzima e del suo prodotto di reazione N1-metilnicotinamide sono stati inoltre riscontrati in cellule di glioma umano LN 229 trattate con interferone gamma (124).
Studi condotti su cellule in coltura di carcinoma mammario hanno evidenziato la presenza dell’NNMT in linee cellulari adriamicina-resistenti (MCF-7/ADR). L’espressione di tale enzima non è stata invece rilevata a livello delle cellule progenitrici (MCF-7) sensibili al trattamento con tale fattore chemioterapico (125-126).

In campo urologico analisi relative all’enzima sono state eseguite a carico del tumore della vescica e del carcinoma renale. La valutazione dell’espressione genica a carico del messaggero per l’NNMT ha evidenziato la presenza di più alti livelli di tale trascritto in una linea cellulare di carcinoma della vescica (MGH-U1) radioresistente, rispetto ad un subclone radiosensibile (S40b). Tale evidenza ha aperto la strada a future analisi volte a chiarire un eventuale ruolo svolto dall’enzima nella responsività della cellula neoplastica al trattamento radioterapico. Il possibile coinvolgimento dell’NNMT nel determinare radioresistenza nella cellula neoplastica potrebbe essere dovuto alla sua attività catalitica. Un’iperespressione dell’enzima potrebbe infatti determinare una riduzione intracellulare dei livelli di nicotinamide, noto radiosensibilizzante in grado di amplificare a livello cellulare il danno prodotto dalle radiazioni (127). 
Recenti studi condotti su linee cellulari e campioni di tessuto vescicale hanno mostrato una correlazione tra i livelli d’espressione dell’enzima e lo stadio del tumore ed un possibile coinvolgimento dell’NNMT nei meccanismi di migrazione e crescita cellulare. Esperimenti di silenziamento genico a carico dell’enzima hanno infatti evidenziato una riduzione nella migrazione e proliferazione della cellula neoplastica, indicando un possibile ruolo dell’enzima nella progressione del tumore (128).

Elevati livelli di messaggero sono stati inoltre rilevati a carico del tessuto canceroso, rispetto a quello sano, in pazienti affetti da carcinoma renale. L’analisi statistica evidenzia una correlazione inversa con le dimensioni del tumore, suggerendo quindi un coinvolgimento dell’enzima nelle fasi iniziali della carcinogenesi (129-130).
Analisi immunoistochimiche condotte su campioni di carcinoma renale hanno mostrato l’esistenza di una correlazione inversa tra i livelli di espressione dell’enzima, la sopravvivenza e l’età del paziente. Tale analisi ha inoltre evidenziato la presenza di un’overespressione dell’NNMT nel carcinoma renale a cellule chiare rispetto all’istotipo cromofobo (131).

In un ulteriore studio, analisi  2-DE e di immunoistochimica hanno mostrato la presenza di elevati livelli di NNMT nei campioni di carcinoma renale rispetto ai campioni di controllo, in particolare nell’istotipo a cellule chiare dove è stata riscontrata una correlazione inversa con il grado. Successivi test ELISA effettuati sul plasma di pazienti affetti da carcinoma renale e soggetti sani hanno confermato la presenza di un maggiore quantitativo di enzima nei campioni neoplastici (132).
Allo scopo di chiarire i meccanismi molecolari relativi alla patogenesi del cancro della tiroide, sono stati analizzati i profili di espressione genica di linee cellulari di carcinoma tiroideo di tipo papillare, anaplastico, follicolare e midollare. I risultati prodotti da tale studio, confermati da analisi mediante PCR semiquantitativa e Northern blot, hanno evidenziato un’overespressione del gene per l’NNMT nella tipologia papillare. Successive indagini condotte a carico della proteina hanno dimostrato elevati valori di attività enzimatica a livello delle cellule di carcinoma tiroideo di tipo papillare rispetto a quelli ottenuti in altre tipologie cellulari, nel tessuto sano e nelle colture primarie di cellule tiroidee. Per quanto riguarda l’esplorazione dell’accumulo della proteina a livello cellulare, le analisi immunoistochimiche hanno prodotto risultati che sono in accordo con il dato relativo all’attività catalitica. A livello tissutale la proteina è abbondante nel carcinoma papillare e follicolare, mentre non viene rilevata nel tessuto sano e nell’adenoma follicolare. Tali indagini immunoistochimiche hanno inoltre confermato la localizzazione citoplasmatica dell’NNMT ed evidenziato una blanda positività anticorpale a livello nucleare, positività riscontrata soprattutto nei controlli e probabilmente ascrivibile a reattività aspecifica dell’anticorpo policlonale utilizzato nel saggio (133). Come precedentemente riportato, a livello del carcinoma tiroideo di tipo papillare il promotore del gene per l’NNMT risulta attivato dal fattore di trascrizione HNF-1β (68). In uno studio condotto su una linea cellulare papillare (BHP 18-21) è stata messa in evidenza la ridotta espressione dell’NNMT sia a carico del messaggero, sia della proteina, in seguito a trattamento con depsipeptide, un inibitore delle deacetilasi istoniche. Ulteriori analisi hanno consentito di dimostrare che tale meccanismo di repressione sembra agire preliminarmente a livello del HNF-1β, determinando una down-regolazione di tale attivatore trascrizionale (134).

Nell’ambito delle neoplasie dell’apparato digerente l’espressione dell’enzima è stata valutata nel carcinoma dell’intestino, del pancreas e dello stomaco. Analisi condotte a carico di campioni tissutali relativi a soggetti affetti da carcinoma colorettale hanno evidenziato elevati livelli proteici di NNMT nel tessuto canceroso rispetto a quello sano. Allo scopo di candidare l’enzima quale potenziale marker periferico del carcinoma colorettale, è stato effettuato un screening della presenza della proteina a livello serico in un elevato numero di campioni di sangue, provenienti da soggetti sani e da pazienti. I risultati prodotti da tale analisi hanno rivelato la presenza di elevati livelli di NNMT nel siero dei soggetti patologici. Nonostante l’NNMT sia descritta quale proteina citosolica non soggetta a secrezione, il suo rilevamento serico fa ipotizzare che:

1. nei soggetti patologici la lesione neoplastica intestinale determini un rilascio dell’enzima a livello sistemico,

2. nei soggetti sani la presenza di disturbi epatici non manifesti induca la traslocazione di parte della proteina nel siero (109).

Pertanto la valutazione dei livelli proteici di NNMT a livello serico potrebbe avere importanti risvolti nella diagnosi precoce del carcinoma colorettale (135). Analisi mediante test ELISA sono state condotte successivamente allo scopo di identificare la presenza di auto-anticorpi contro l’NNMT nel siero di pazienti affetti da carcinoma colorettale e in quello di soggetti sani; tuttavia la ridotta sensibilità della metodica non ha consentito di ottenere risultati soddisfacenti (136). L’analisi dei profili di espressione genica effettuata a partire dall’RNA isolato dal succo pancreatico, ha evidenziato un’elevata espressione del gene per l’NNMT nei pazienti affetti da carcinoma del pancreas rispetto ai soggetti affetti da patologie non neoplastiche a carico del tratto gastrointestinale superiore (137). 
Sempre a livello pancreatico  sono stati condotti studi di profili di espressione genica dell’insulinoma. I risultati ottenuti evidenziano che il gene NNMT  è un gene target del TGF-β1 i cui livelli di espressione in tale patologia risultano essere diminuiti rispetto al controllo sano, portando di conseguenza ad una diminuzione anche dei livelli dell’NNMT (138). L’analisi proteomica effettuata in campioni di carcinoma gastrico ha consentito di rilevare elevati livelli di NNMT nel tessuto canceroso rispetto a quello sano in pazienti affetti da tale patologia (139). Successive analisi hanno da un lato confermato tali risultati, dall’altro hanno evidenziato la presenza di un singolo segnale per l’NNMT a livello del tessuto gastrico sano o ulceroso e di 4 o 5 diversi segnali a carico del tessuto tumorale. Tale risultato ha successivamente consentito di ipotizzare la presenza di forme fosforilate di NNMT nel tessuto gastrico canceroso, forme che verrebbero prodotte in seguito a processi di modificazione post-traduzionale a carico della proteina (140).

Esperimenti ELISA condotti a carico dell’enzima hanno rilevato la presenza di elevati livelli serici di NNMT in pazienti affetti da carcinoma polmonare non microcitoma (NSCLC) rispetto a soggetti sani e a pazienti affetti da COPD. Successive analisi statistiche hanno inoltre evidenziato come la misurazione serica dell’NNMT insieme a quella del CEA (carcinoembryonic antigen), marcatore serico attualmente impiegato per NSCLC, aumenti la sensibilità per la determinazione di questo tipo di neoplasia (141).
Esperimenti di Real-time PCR hanno mostrato una marcata diminuzione dei livelli di messaggero per l’NNMT in campioni di carcinoma epatocellulare rispetto al tessuto sano adiacente. Analisi statistiche hanno tuttavia evidenziato l’esistenza di una correlazione diretta tra l’espressione dell’NNMT e lo stadio tumorale e una correlazione inversa con la sopravvivenza suggerendo un possibile ruolo dell’enzima quale marcatore prognostico (142).  Analisi microarray condotte su campioni epatici di topi trattati con fenetil-isotiocianato (PEITC) hanno evidenziato una downregolazione dell’NNMT confermata da esperimenti di Real-Time PCR. Questa ridotta espressione dell’enzima in seguito a somministrazione di PEITC potrebbe giocare un ruolo importante nel processo di prevenzione del tumore svolto dal fenetil-isotiocianato, inoltre l’enzima potrebbe rappresentare un nuovo target per il trattamento di diversi tipi di cancro (143). 
1.3 SCOPO DEL LAVORO

L’eterogeneità e la complessità dei tratti caratterizzanti le cellule neoplastiche richiedono l’individuazione di biomarcatori tumorali che fungano da indicatori della presenza del processo neoplastico e delle sue caratteristiche biologiche. Per raggiungere tale obiettivo è necessario individuare da un lato siti di indagine diagnostica a ridotta invasività che permettano di eseguire un monitoraggio clinico accurato e prolungato nel tempo, dall’altro procedure che siano informative sulle complesse proprietà biologiche della cellula tumorale. L’identificazione di tali caratteristiche può derivare dall’integrazione di numerosi tratti fenotipici, attraverso la tracciatura di specifici profili biomolecolari. Gli approcci della genomica e, più recentemente della trascrittomica e della proteomica, hanno fornito importanti informazioni per la tipizzazione dei tumori. Tuttavia molte conoscenze sono ancora ad uno stadio iniziale, soprattutto per quanto concerne la predizione della risposta clinica a vari agenti terapeutici o l’evoluzione biologica del cancro. L’identificazione delle alterazioni molecolari che caratterizzano la cellula tumorale e del loro possibile ruolo, quali bersagli di appropriati interventi correttivi, è fondamentale per una idonea strategia terapeutica della patologia.
In considerazione dei dati presenti in letteratura che descrivono un aumento dell’espressione dell’enzima NNMT in alcune tipologie di tumore, nel presente lavoro di ricerca è stato affrontato lo studio dell’espressione dell’NNMT nel carcinoma orale squamocellulare.
Tale analisi è stata condotta su campioni di tessuto orale sano e canceroso relativi a pazienti affetti da OSCC, affrontando uno studio sia a carico del mRNA mediante RT-PCR e Real-Time PCR, sia a carico della proteina mediante Western blot, analisi immunoistochimica e saggio di attività enzimatica. 

Le analisi effettuate hanno permesso di evidenziare una marcata overespressione dell’enzima nel tessuto tumorale rispetto alla mucosa sana.

Allo scopo di esplorare il coinvolgimento dell’NNMT nel metabolismo della cellula tumorale, sono stati successivamente effettuati esperimenti di silenziamento dell’enzima in cellule in coltura, utilizzando una linea cellulare di carcinoma orale.
Le cellule trasfettate e quelle di controllo sono state in seguito inoculate in topi nudi per valutare se la riduzione dell’espressione dell’NNMT fosse in grado di alterare il fenotipo della cellula neoplastica e quindi di verificare la possibilità di utilizzare L’NNMT quale target nella terapia del carcinoma orale.

2 MATERIALI E METODI
2.1 ANALISI TISSUTALE
Negli esperimenti descritti di seguito sia la vetreria sia la strumentazione utilizzate sono state trattate con una soluzione di DEPC allo 0,1% in acqua milliQ e successivamente autoclavate a 120°C per 30’, trattamento necessario per la manipolazione dell’RNA. Il piano di lavoro e gli strumenti non autoclavabili sono stati trattati con RNase ZAP (Sigma).

2.1.1 Raccolta dei campioni di tessuto orale
I campioni di tessuto orale, tumorale (carcinoma squamocellulare) e sano (mucosa orale adiacente al tumore), sono stati ottenuti da pazienti sottoposti ad intervento chirurgico per OSCC presso la Clinica Odontostomatologica  dell’Università Politecnica delle Marche. Una prima coorte di campioni (22 coppie) è stata raccolta nel periodo compreso tra Aprile 2002 e Maggio 2005, immediatamente congelata in azoto liquido dopo il prelievo chirurgico e successivamente conservata a -80°C. Tali campioni sono stati poi impiegati per lo svolgimento di analisi di RT-PCR, Real-Time PCR e Western blot (Tabella 2). Un secondo gruppo di campioni (27 coppie) è stato raccolto nel periodo compreso tra Maggio 2005 e Giugno 2010 ed impiegato per il saggio di attività enzimatica.
92 campioni chirurgici di tessuto tumorale (OSCC) e 52 campioni di mucosa orale sana sono stati raccolti tra Aprile 1990 e Maggio 2005 e il materiale è stato subito fissato in formalina ed incluso in paraffina. I campioni sono stati recuperati dall’archivio dell’Anatomia Patologica dell’Università Politecnica delle Marche ed impiegati per analisi immunoistochimiche (Tabella 3). 
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Tabella 2. Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti presi in esame per lo svolgimento di analisi di RT-PCR, Real-Time PCR e Western blot.
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Tabella 3. Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti presi in esame per lo svolgimento di analisi immunoistochimiche.
2.1.2 Estrazione dell’RNA totale
L’RNA totale è stato isolato da aliquote di tessuto orale (20-40 mg) sano e tumorale mediante l’impiego del Kit SV Total RNA Isolation System (Promega). Al fine di determinare la concentrazione e di verificare la qualità del materiale ottenuto, è stata effettuata un’analisi spettrofotometrica dell’RNA isolato da campioni tissutali sani e patologici, che prevede la valutazione dei valori di densità ottica a tre diverse lunghezze d’onda: 230, 260, 280 nm. Allo scopo di valutare l’integrità dell’RNA isolato, i campioni sono stati assoggettati a migrazione su gel di agarosio all’1% in TBE 1X. 

2.1.3 RT-PCR semiquantitativa

 L’analisi dei livelli dell’RNA messaggero per l’NNMT nel tessuto orale sano e canceroso è stata inizialmente effettuata mediante RT-PCR. L’RNA totale precedentemente isolato è stato retrotrascritto utilizzando il First Strand cDNA Synthesis Kit II (Bio. Basic. Inc) e i nonameri quali primers. Un’aliquota della miscela di retrotrascrizione è stata impiegata quale stampo per l’amplificazione mediante PCR di una porzione del cDNA relativo all’NNMT (gene d’interesse). La miscela di PCR è stata allestita in un volume finale di 25 µl in presenza di 0,05 U/µl di BioTherm Taq DNA Polymerase e Buffer (GeneCraft), 200 µM di ciascuno dei quattro dNTPs, 300 nM di ciascuno dei due primers e 0,5 µl di cDNA quale stampo. L’amplificazione ha previsto l’adozione delle seguenti condizioni:
1. denaturazione a 94°C per 3’
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denaturazione a 94°C per 30’’          

3. annealing a 56°C per 30’’

4. polimerizzazione a 72°C per 5’

Allo scopo di normalizzare, e quindi rendere confrontabili, i risultati relativi al tessuto sano e canceroso dei soggetti presi in esame, relativamente a ciascun campione è stato amplificata una regione del cDNA per la β-actina (gene housekeeping). I primers impiegati per l’amplificazione delle porzioni del cDNA per i 2 geni presentano le seguenti sequenze nucleotidiche:

· NNMT1f (1° esone) → 5’-TGGCTTCTGGAGGAAAGAGA-3’

· NNMT2r (2° esone) → 5’-AATCAGCAGGTCTCCCTTCA-3’

· β-ACTf (2° esone)  → 5’-CCAACCGCGAGAAGATGAC-3’

· β-ACTr (3° esone)  → 5’-GAGGCGTACAGGGATAGCACA-3’

Tali nucleotidi consentono di amplificare un frammento di 238 bp per l’NNMT e uno di 94 bp per la β-actina. I prodotti di PCR sono stati quindi visualizzati dopo elettroforesi su gel di agarosio al 2% in TAE 1X.

2.1.4 Real-Time PCR

La determinazione quantitativa dell’entità dell’espressione differenziale dell’NNMT nel tessuto sano e tumorale è stata effettuata mediante Real-Time PCR. Tale metodica consente la simultanea amplificazione e quantizzazione del templato utilizzato quale stampo. Grazie all’emissione di fluorescenza da parte del prodotto di amplificazione è possibile monitorare in tempo reale lo stato di avanzamento della reazione. Tale risultato si ottiene in virtù dell’impiego di marcatori fluorescenti, il cui accumulo, a livello del prodotto di amplificazione, segue la stessa cinetica della reazione a catena della polimerasi. In una reazione di amplificazione la quantità di prodotto che si forma dopo un ciclo termico raddoppia al ciclo successivo. Pertanto, misurando l’incremento di fluorescenza dovuto alla formazione di nuovo prodotto all’avanzare dei cicli, è possibile ricavare la curva di amplificazione del templato di interesse, avente un andamento sigmoide. Nella fase esponenziale crescente di tale curva è possibile individuare un ciclo di amplificazione ottimale a cui corrisponde un valore di fluorescenza che è misura della quantità di prodotto che si è formato: il ciclo soglia (Ct). Graficamente il Ct è determinato dalla proiezione sull’asse delle ascisse del punto in cui la curva di amplificazione interseca la linea di base, al di sopra della quale qualsiasi incremento di fluorescenza diventa significativo.

La Real-Time PCR consente di effettuare una valutazione dei livelli di espressione di un gene d’interesse, grazie alla determinazione quantitativa del relativo RNA messaggero, dopo la sua conversione in cDNA. Tale prodotto di retrotrascrizione rappresenta infatti il templato idoneo per effettuare una reazione di amplificazione mediante PCR con primers specifici per il gene di interesse. I prodotti di amplificazione possono essere quantizzati in maniera assoluta o relativa. La quantizzazione assoluta è basata sulla costruzione di una curva standard che si ricava dall’amplificazione di diluizioni seriali di DNA plasmidico, o altre forme di DNA, contenenti nella loro sequenza nucleotidica l’amplicone relativo al gene d'interesse. Essendo nota la concentrazione dello standard preso in esame è possibile risalire al numero di copie del prodotto di amplificazione. Il metodo di quantizzazione relativa, impiegata nel seguente studio, consente invece di valutare le differenze nei livelli di espressione di un gene tra un campione ed il relativo controllo mediante il confronto dei cicli soglia. Per poter effettuare tale confronto è necessario scegliere un gene di riferimento che funga da standard interno sia per il campione, sia per il controllo e che sia diverso dal gene d’interesse (GOI): il gene housekeeping (HKG). Calcolati i valori di Ct relativi al GOI e all’HKG si procede quindi alla determinazione del ΔCt = (GOI Ct – HKG Ct). Il parametro che quantifica l’espressione relativa del GOI nel campione (S) rispetto al controllo (C) è pari a 
2-ΔΔCt = 2–(SΔCt - CΔCt)
L’analisi dell’espressione relativa dell’NNMT nei campioni di tessuto orale sano e tumorale è stata condotta utilizzando il Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research). La fluorescenza emessa in seguito ad irraggiamento da parte di una sorgente luminosa a carico del termociclatore è stata acquisita da un lettore ottico e il segnale ottenuto è stato rielaborato da un software opportuno. La chimica adottata per la rilevazione dei prodotti di amplificazione ha previsto l’impiego del SYBR Green, quale molecola fluorescente in grado di intercalarsi al doppio filamento di DNA. 

Relativamente a ciascun campione sono state allestite miscele di reazione di 25 µl (in duplicato) contenenti 1 µl di cDNA ottenuto da tessuto orale, buffer 1X , MgCl2 3 mM, 0,2 mM di ciascuno dei quattro dNTPs, 0,05 U/μl di DNA polimerasi JumpStartTM (Sigma) e i primers specifici per l’NNMT (GOI) e la β-actina (HKG) ad una concentrazione finale pari a 500 nM. Le condizioni di reazione hanno previsto lo svolgimento di 45 cicli di amplificazione, ciascuno dei quali costituito da una fase di denaturazione a 94°C per 15” e da una fase di annealing-elongazione a 54°C per 30”. Le sequenze nucleotidiche relative alle coppie di primers impiegate per l’amplificazione dell’NNMT sono:

· NNMTbiof (1° esone) → 5’-ATTACAAGTTTGGTTCTAGGCACT-3’

· NNMTbior (2° esone)→ 5’-GGCCAGAGCCGATGTCAAT-3'

Per la β-actina sono stati utilizzati gli stessi primers impiegati negli esperimenti di RT-PCR come descritto nel paragrafo 2.1.3.
2.1.5 Western blot

Aliquote di tessuto orale normale e tumorale (~30 mg) sono state omogeneizzate mediante cavitron e potter in 1 ml di tampone PBS 1X, contenente Nonidet-P40 10 mg/ml, desossicolato di sodio 5 mg/ml, SDS 1 mg/ml, ortovanadato di sodio 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 2 µg/ml. La valutazione della concentrazione proteica è stata effettuata mediante il saggio di Bradford. 50 µg dell’estratto proteico ottenuto da ciascun campione sono stati assoggettati ad elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) secondo il metodo Laemmli, impiegando un running gel ad una concentrazione di poliacrilamide pari al 15%.

Terminata la corsa elettroforetica è stato effettuato il trasferimento delle proteine dal gel ad una membrana di PVDF. Il gel è stato immerso nel tampone di trasferimento (CAPS 10 mM, metanolo al 10%, pH 11) per 10’. La membrana di PVDF, essendo altamente idrofobica, è stata dapprima immersa in metanolo 100% per alcuni secondi, quindi in acqua per 2-3 minuti ed infine nel tampone di trasferimento per 30’. Si è quindi proceduto con l’assemblaggio del sistema di trasferimento: su un supporto, formato da due lastre di plastica, si depongono uno sull’altro in successione una spugnetta e due pezzi di carta da filtro, imbevuti di tampone di trasferimento. Di seguito si aggiungono il gel, la membrana di PVDF (delle stesse dimensioni del gel), altri due pezzi di carta da filtro e un’altra spugnetta (sempre precedentemente imbevuti di tampone di trasferimento).

Tutto il dispositivo viene posto tra due elettrodi paralleli all’interno di una vaschetta per elettroforesi contenente il tampone di trasferimento, rivolgendo il lato relativo alla membrana di PVDF verso l’anodo. Le proteine, cariche negativamente, migrano verso il polo positivo passando dal gel alla membrana. Il trasferimento viene protratto per 30’ a 250 mA, a 4°C.

I filtri su cui sono state trasferite le proteine relative agli estratti proteici sono stati sottoposti a 3 lavaggi da 5’ ciascuno con PBS 1X, Tween 20 0,05% (soluzione A), e poi incubati per  un’ora con anticorpi policlonali di coniglio anti-NNMT, diluiti 1:1000 in PBS 1X, Tween 20 0,05% e siero di latte al 5% (soluzione B). Successivamente sono stati eseguiti 5 lavaggi da 5’ ciascuno con la soluzione A e un’incubazione di due ore con gli anticorpi secondari anti-rabbit coniugati con la perossidasi, diluiti 1:2000 in soluzione B, mediante l’impiego di HRP-Conjugated Goat anti-rabbit (Pierce). Sono stati eseguiti altri 5 lavaggi da 5’ ciascuno in soluzione A e si è quindi proceduto alla rivelazione del segnale chemiluminescente relativo all’NNMT mediante un’incubazione di 5’ con SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce). L’acquisizione delle immagini relative ai filtri ha previsto l’impiego del Gel/Chemidoc (Biorad), strumento in grado di acquisire il segnale chemiluminescente delle bande relative all’NNMT e del software Quantity One per la gestione delle immagini digitali.

2.1.6 Analisi immunoistochimica
L’analisi immunoistochimica è stata effettuata su campioni di tessuto orale sano e tumorale inclusi in paraffina. Per ogni campione sono state tagliate e montate su vetrini ricoperti da poly-L-lisina delle sezioni seriali di 4 micron a partire da blocchetti fissati con formalina ed inclusi in paraffina come di routine. Si è poi passati alla deparaffinizzazione e la reidratazione dei campioni che sono stati in seguito incubati in una soluzione di perossido d'idrogeno al 3% in metanolo per 30 minuti, al fine di inattivare la perossidasi endogena, e riequilibrati per 20 minuti in PBS 1X.
Per prevenire la formazione di legami aspecifici, le sezioni sono state pre-incubate per 30 minuti con siero equino non immune al 5% in PBS. I campioni sono stati infine incubati overnight a 4°C con anticorpi policlonali di coniglio anti-NNMT (Richard Weinshilboum, Mayo Clinic, Rochester, MN), diluiti 1:500 in PBS 1X. Dopo aver effettuato 3 lavaggi in PBS è stata eseguita, a temperatura ambiente per 30 minuti, l'incubazione sequenziale con anticorpi secondari biotinilati e streptoavidina marcata con la perossidasi (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories,Burlingame, CA, USA).

Dopo 3 lavaggi in PBS l'attività perossidasica è stata ottenuta mediante l'incubazione per 2 minuti  con 0,1%  3.3'-diaminobenzidina (DAB, Laboratories Vector, Burlinghame, USA) come soluzione cromogena di substrato e 0,02% di perossido di idrogeno. Le sezioni sono state controcolorate con Ematossilina di Mayer per 3-5 minuti e l’immunoreattività è stata osservata al microscopio. In ogni fase è stato eseguito un controllo negativo sostituendo gli anticorpi primari con un reagente non immune (Dako diluente per anticorpi, Dakopatts, Amburgo, Germania). I controlli positivi consistevano in sezioni di tessuto epatico umano con reattività antigenica nota. La valutazione dell’espressione dell’NNMT è stata effettuata valutando la percentuale di cellule positive derivante dall’analisi di 100 cellule in 10 campi ad alto ingrandimento. Il valore è stato espresso come percentuale di cellule positive rispetto al numero totale di cellule presenti e i casi sono stati suddivisi in 5 differenti categorie:
· Score 0 = cellule positive >0% e <10%;

· Score 1 = cellule positive >10% e <30%;
· Score 2 = cellule positive >30% e <50%;
· Score 3 = cellule positive >50% e <80%;
· Score 4 = cellule positive >80%.
2.1.7 Determinazione dell’attività nicotinamide N- metiltrasferasica
La determinazione dell’attività enzimatica dell’NNMT nel tessuto orale sano e canceroso di 27 pazienti è stata effettuata mediante valutazione quantitativa di uno dei due prodotti di reazione, l’N1-metilnicotinamide, attraverso un sistema HPLC. Nel presente lavoro è stato impiegato un SPD-M20A HPLC System (Shimadzu), provvisto di un Diode Array Detector, che consente di visualizzare per ogni punto del cromatogramma il corrispondente spettro di assorbimento. La separazione cromatografica è stata realizzata mediante l’utilizzo di una Supelcosil LC-18-S HPLC Column (Supelco), colonna cromatografica avente dimensioni pari a 25 cm (lunghezza) x 4,6 mm (diametro) e costituita da una matrice di silice a cui è legata una fase stazionaria formata da catene idrocarburiche a 18 atomi di carbonio. L’utilizzo di tale colonna ha consentito di operare una separazione dell’analita di interesse mediante il principio della cromatografia di adsorbimento a fase inversa in cui, la fase mobile, rappresentata da una soluzione acquosa, presenta una polarità maggiore di quella stazionaria, condizione che determina un’elevata interazione di tipo idrofobico tra quest’ultima ed il campione.

La colonna è stata equilibrata in tampone A contenente 0,1 M KH2PO4 pH 6; l’eluizione del campione è avvenuta mediante il tampone A ed il tampone B, costituito dall’80% del tampone A e dal 20% di metanolo. Il monitoraggio dell’eluato è stato effettuato mediante valutazione dell’assorbanza a 260 nm. Aliquote pari a 35-40 mg di tessuto orale sano e patologico sono state omogeneizzate mediante potter in 500 µl  di tampone Tris-HCl 50 mM pH 8,6 contenente aprotinina 2 µg/ml, PMSF 1mM e DTT 1mM. L’omogenato ottenuto è stato quindi centrifugato a 16000 x g per 10’ a 4°C e la determinazione dell’attività nicotinamide N-metiltrasferasica è stata effettuata utilizzando il sovranatante quale campione enzimatico. La miscela di reazione conteneva Tris-HCl 50 mM pH 8,6, DTT 1 mM, S-adenosil-L-metionina 0,5 mM, Nicotinamide 5 mM ed un opportuno volume di sovranatante. La reazione enzimatica è iniziata in seguito all’aggiunta di S-adenosil-L-metionina e l’incubazione della miscela è stata effettuata a 37°C per tempi diversi compresi tra 0’ e 60’. La reazione è stata interrotta aggiungendo 50 µl di HClO4 1,2 M freddo a 100 µl di miscela prelevata. La soluzione acida è stata mantenuta in ghiaccio per 5’ e dopo una centrifugazione a 16000 x g per 1’, un volume pari a 130 µl del sovranatante è stato prelevato e neutralizzato con 35 µl di K2CO3 0,8 M. Il KClO4 formatosi in seguito alla reazione acido-base è stato rimosso mediante centrifugazione a 16000 x g per 1’. Un volume pari a 100 µl è stato iniettato in HPLC impostando un flusso di eluizione di 1,3 ml/min. L’eluizione del campione è avvenuta applicando un metodo di separazione della durata di 20’, costituito da una prima fase isocratica al 100% di A (5 minuti) ed una seconda fase isocratica al 100% di B (10 minuti) alla quale fa seguito, al termine della corsa, una riequilibrazione della colonna cromatografica con il tampone A (5 minuti). 

Per l’NNMT si definisce unità di attività enzimatica la quantità di enzima che catalizza la formazione di 1 nmole di N1-metilnicotinamide in 1 ora di incubazione a 37°C.
2.1.8 Analisi statistiche

L’esistenza di eventuali correlazioni tra i dati biologici, ottenuti mediante Real-Time PCR e analisi immunoistochimiche, e le caratteristiche clinico-patologiche dei relativi pazienti (sesso, età, grado, stadio del tumore e presenza/assenza di metastasi linfonodali) è stata esplorata mediante i test di Mean-Whitney,  Kruskal-Wallis e Spermann, e le curve di sopravvivenza sono state calcolate con il metodo di Kaplan-Meier.
Tutte le analisi statistiche sono state condotte mediante l’impiego del software GraphPad Prism e la significatività statistica è stata fissata per valori di p<0,05.
2.2 ANALISI CELLULARE

Allo scopo di valutare il ruolo svolto dall’NNMT nel metabolismo della cellula tumorale, sono stati eseguiti esperimenti di silenziamento dell’enzima in cellule in coltura, utilizzando una linea cellulare di carcinoma orale denominata PE/CA-PJ15.

2.2.1 Colture cellulari
Le cellule immortalizzate di carcinoma orale squamocellulare PE/CA-PJ15 sono state ottenute dall’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Le cellule sono state fatte crescere in aderenza con l’aggiunta di terreno DMEM-F12, a cui sono stati addizionati 100 U/ml penicillina, 100 µg/ml streptomicina e 10% FBS e sono state mantenute in coltura a 37°C in incubatore con atmosfera umidificata al 5% di CO2.
2.2.2 Meccanismo dell’RNA interference e trasfezione stabile mediante shRNA 
La linea cellulare di carcinoma orale PE/CA-PJ15 è stata utilizzata per esperimenti di silenziamento genico attraverso il meccanismo dell’RNA interference (RNAi). La tecnologia dell’RNAi si basa su un processo di inattivazione genica post-trascrizionale presente in piante ed animali, innescato da RNA a doppia elica (dsRNA) che inducono la degradazione dell’RNA messaggero a cui si legano in maniera sequenza specifica. Tale silenziamento può avvenire attraverso la trasfezione cellulare con un plasmide contenente una sequenza che codifica per uno shRNA (small hairpin RNA), cioè un RNA che contiene la sequenza senso, uno spacer di 5-6 basi e la sequenza antisenso. All’interno della cellula eucariotica lo shRNA viene trascritto dall’RNA polimerasi III guidata dal promotore umano U6 presente nel plasmide e i filamenti senso e antisenso si appaiano tra loro formando una tipica struttura a “forcina”. Tale struttura viene riconosciuta da complessi multienzimatici specifici che determinano il taglio del loop e del filamento senso, mentre il filamento antisenso si va invece a legare alla sequenza complementare dell’RNA messaggero di interesse, determinandone la degradazione. Le cellule PE/CA-PJ15 sono state seminate in piastre 6 wells (2x105 cellule per pozzetto) e, raggiunta una confluenza del 60-70%, sono state trasfettate con 4 vettori plasmidici shRNA specifici per il silenziamento dell’NNMT (pLKO.1-164, pLKO.1-330, pLKO.1-448, pLKO.1-711) forniti dalla Sigma (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO) (Figura 4). Tali plasmidi recavano all’interno sequenze omologhe a regioni diverse del messaggero dell’NNMT.
La trasfezione è stata eseguita utilizzando il reagente di transfezione TransIT-LT1 (Mirrus, Madison, WI), secondo la procedura prevista dal protocollo. Il reagente trasfettante (3 µl per µg di DNA) è stato aggiunto in una falcon sterile contenente 250 µl di terreno serum-free ed incubato per 15 minuti a temperatura ambiente. Successivamente nella falcon è stato addizionato il DNA plasmidico (2,5 µg a pozzetto) e la soluzione è stata incubata per 30 minuti. Al termine dell’incubazione la soluzione TransIT-LT1/DNA plasmidico  è stata trasferita all’interno di ciascun pozzetto. Le cellule utilizzate come controllo sono state trattate solamente con il reagente trasfettante (mock). La selezione stabile ha avuto inizio 48 ore dopo la transfezione attraverso l’aggiunta di 1µg/ml di puromicina al terreno di coltura ed è stata protratta per un periodo di 2 settimane. I cloni resistenti alla puromicina sono stati isolati, espansi ed analizzati per verificare l’avvenuto silenziamento dell’NNMT. Le cellule selezionate sono state mantenute in un terreno opportuno addizionato con 1µg/ml di puromicina ed utilizzate per lo svolgimento delle analisi cellulari.
[image: image8.emf]
Figura 4. Schema rappresentativo del vettore pLKO.1 puro.                               A valle del promotore U6 sono presenti le 4 sequenze oligonucleotidiche relative al messaggero per NNMT e specifiche per il silenziamento del gene.

2.2.3 Verifica del silenziamento genico mediante Real-Time PCR e Western blot

L’efficienza del silenziamento dell’NNMT è stata verificata a livello di messaggero e di proteina mediante analisi di Real-Time PCR e Western blot.

A tale scopo le cellule sono state staccate con tripsina 0,25%, contante e centrifugate a 10000 rpm per 5 minuti a 4°C. I pellet cellulari (2X106 cellule) sono stati successivamente conservati a -80°C per essere poi impiegati per lo svolgimento delle analisi di verifica. I pellet sono stati assoggettati all’estrazione dell’RNA mediante l’impiego del Kit SV Total RNA Isolation System (Promega) e l’RNA totale isolato è stato retrotrascritto utilizzando il kit M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) e gli oligo(dT)18 quali primers. 
L’analisi d’espressione dell’NNMT nei campioni cellulari (mock e trasfettati) è stata condotta utilizzando iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD). Relativamente a ciascun campione sono state allestite miscele di reazione di 25µl (in duplicato) contenenti 1 µl di cDNA da pellet cellulare, EvaGreen Supermix (BIO-RAD) e i primers specifici per l’NNMT (GOI) e per la β-actina (HKG), ad una concentrazione finale pari a 500 nM. Le condizioni di reazione hanno previsto lo svolgimento di 40 cicli di amplificazione, ciascuno dei quali costituito da una fase di denaturazione a 95°C per 30” e da una fase di annealing-elongazione a 58°C per 30”. Le sequenze nucleotidiche relative alle coppie di primers impiegate  nell’amplificazione delle porzioni del cDNA per NNMT (160 bp) e l’actina (104 bp) sono:
· stNNMTf (1° esone) → 5’-GAATCAGGCTTCACCTCCAA-3’

· stNNMTr (tra 1° e 2° esone) → 5’-TCACACCGTCTAGGCAGAAT-3’

· actina 4-5f (tra 4°e 5° esone)  → 5’-TCCTTCCCTGGGCATGGAGT-3’

· actina 5r (5°esone)  → 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’

Per quanto concerne la valutazione dell’espressione della proteina, i pellet cellulari sono stati risospesi in 200 µl di tampone PBS 1X, contenente Nonidet-P40 10 mg/ml, desossicolato di sodio 5 mg/ml, SDS 1 mg/ml, ortovanadato di sodio 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 2 µg/ml e sottoposti a rottura mediante l’impiego di una siringa di insulina. I campioni sono stati successivamente centrifugati per 10’ a 16000 x g a 4°C, il surnatante è stato recuperato e un quantitativo proteico pari a 50 µg dell’estratto ottenuto da ciascun campione è stato assoggettato ad analisi di Western blot come descritto nel paragrafo 2.1.5, utilizzando anticorpi policlonali di pollo anti-NNMT diluiti 1:1000 ed anticorpi di coniglio anti-pollo IgG diluiti 1:50000 (Sigma-Aldrich, St.Luis, MO). Una volta verificata l’efficienza del silenziamento dell’NNMT, sono stati eseguiti dei saggi cellulari per vedere come le cellule rispondevano a tale silenziamento. 
2.2.4 Test dell’MTT
L’influenza  del silenziamento dell’enzima sulla proliferazone cellulare è stata valutata con il saggio biochimico dell’MTT. Le cellule trasfettate e quelle di controllo sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti (104 cellule a pozzetto) e dopo 24 ore d’incubazione è stato eseguito il test dell’MTT, che si avvale della capacità della deidrogenasi mitocondriale di scindere l’anello tetrazolico del composto MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], aggiunto al terreno di coltura, per dare un sale di formazano dal colore blu scuro-violetto che si accumula all’interno della cellula vitale. Trattando le cellule con un opportuno reagente, si ottengono dei lisati aventi una intensità di colorazione proporzionale alla quantità di formazano prodotta e di conseguenza al numero delle cellule vitali. 10 µl di MTT sono stati depositati all’interno di ciascun pozzetto e dopo un’incubazione di 4 ore a 37°C, il terreno è stato rimosso, sono stati aggiunti 200 µl di isopropanolo a pozzetto ed è stata eseguita la lettura ad un assorbanza di 595 nm, utilizzando un lettore automatico per piastre ELISA. Tale procedura è stata ripetuta per 3 volte, a 24, 48 e 72 ore dal primo test (punto zero) ogni volta su un diverso gruppo di cellule presenti nella 96 well iniziale.
2.2.5 Saggio di crescita in assenza di ancoraggio (Soft Agar Assay)
Per testare la tumorigenicità della linea cellulare PE/CA-PJ15 in seguito a trasfezione, è stato condotto il saggio di crescita su soft agar che valuta la capacità della cellula di crescere e formare colonie in assenza di adesione, in un terreno semi-solido quale può essere l’agar poco concentrato. Questo tipo di crescita in sospensione ancoraggio-indipendente è una peculiarità della cellula neoplastica e rappresenta in vitro un test efficace di valutazione della tumorigenicità cellulare. Le cellule sono state seminate in triplicato in piastre da 24 pozzetti (104 cellule per pozzetto) contenenti agar allo 0,35%, sopra uno strato basale di terreno ed agar allo 0,7%. Le cellule sono state in seguito incubate per 30 giorni a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO2. Ogni 7 giorni venivano aggiunti 500 µl di terreno fresco e le colonie ottenute venivano fotografate al microscopio ottico.
2.2.6 Analisi in vivo
La capacità tumorigenica della linea cellulare PE/CA-PJ15 è stata valutata anche in vivo inoculando le cellule trasfettate con il plasmide risultato più efficiente e le cellule di controllo in topi nudi immunodeficienti BALB/c nu/nu provenienti e stabulati in armadi termostatati presso l’Istituto di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico di Ancona (I.N.R.C.A).  Per effettuare l’inoculo, le cellule sono state staccate con tripsina-EDTA, diluite in terreno contenente PBS e matrigel (BD Biosciences) ed iniettate sottocute nei topi.
Topi nudi di 8 settimane sono stati divisi in 4 gruppi di 10 animali ciascuno:

· nel primo gruppo 5x106 cellule PE/CA-PJ15 di controllo, risospese in 100µl di PBS + 100µl di matrigel, sono state inoculate sottocute nella regione sacrale del topo, 

· nel secondo gruppo sono state inoculate 5x106 cellule PE/CA-PJ15  trasfettate risospese in 100µl di PBS + 100µl di matrigel,
· nel terzo gruppo sono stati inoculati 100µl di PBS + 100µl di matrigel,
· nel quarto gruppo sono stati inoculati 100µl di matrigel. 

La crescita del tumore è stata misurata con il calibro settimanalmente e il volume della massa tumorale è stato calcolato utilizzando la formula lunghezza x altezza x ampiezza. La misurazione è stata effettuata per un totale di 8 settimane.
3 RISULTATI 

3.1 ESPRESSIONE DELL’NNMT NEL TESSUTO ORALE SANO E CANCEROSO
3.1.1 Valutazione qualitativa e quantitativa dell’RNA totale isolato da tessuto orale 
Al fine di verificare la qualità e determinare la concentrazione dell’RNA totale estratto è stata effettuata un’analisi spettrofotometrica. Dallo spettro di assorbimento sono state ricavate le misure di densità ottica relative a 3 diverse lunghezze d’onda (230, 260 e 280 nm) e i valori ottenuti sono stati utilizzati sia per calcolare la concentrazione dell’RNA totale in soluzione, sia per verificare la purezza del materiale ottenuto. Dallo spettro di assorbimento relativo ad uno dei campioni esaminati (Figura 5A) è possibile apprezzare un picco di assorbimento a 260 nm. L’RNA inoltre non presenta contaminazioni né di natura proteica né da guanidina tiocianato, informazione che si evince calcolando i seguenti rapporti:

1. assorbanza a 260 nm/assorbanza a 280 nm = 1,9,

2. assorbanza a 260 nm/assorbanza a 230 nm = 1,7.

Il numero puro risultante dal primo rapporto deve essere compreso nell’intervallo 1,7-2,1 e qualsiasi valore inferiore indica la presenza di un’eventuale contaminazione da proteine. Per quanto concerne il secondo rapporto, un basso quoziente è indice di una contaminazione da guanidina tiocianato, che potrebbe interferire con le applicazioni successive. I valori relativi ad entrambi i parametri sono risultati di fatto compresi nell’intervallo ottimale, testimoniando così la purezza dell’RNA ottenuto dall’estrazione.
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Considerando che, 1 unità di assorbanza a 260 nm equivale a 40 μg/ml di RNA è stato possibile calcolare la concentrazione dell’acido nucleico in soluzione. L’immagine relativa ad un campione di RNA totale, in seguito a migrazione elettroforetica, mostra la presenza di due bande corrispondenti agli rRNA da 28 e 18 S, presenti in rapporto 2:1 a favore del ribosomiale a più alto peso molecolare. Tale evidenza, assieme all’assenza di smear al di sotto della banda relativa all’rRNA 18 S, depone a favore dell’integrità dell’RNA isolato (Figura 5B).
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 Figura 5. Spettro di assorbimento (210-400 nm) dell’RNA estratto come descritto in Materiali e Metodi (A). Campione di RNA totale assoggettato ad elettroforesi su gel di agarosio all’1% in TBE 1X (B).
3.1.2 Valutazione semiquantitativa e quantitativa dell’RNA messaggero dell’NNMT

L’analisi d’espressione dell’NNMT è stata inizialmente condotta sul tessuto orale sano e canceroso relativo ad una coorte di 22 pazienti. Si è proceduto alla determinazione dei livelli dell’RNA messaggero relativo all’NNMT mediante analisi di RT-PCR semiquantitativa, attraverso l’amplificazione di un frammento da 238 bp relativo al cDNA di tale gene. I dati ottenuti hanno evidenziato un aumento dell’espressione dell’NNMT nel tessuto canceroso rispetto alla mucosa sana adiacente nel 50% dei casi esaminati. In particolare l’enzima risultava up-regolato nella maggior parte dei soggetti privi di metastasi (N0), mentre nei casi con presenza di metastasi linfonodali (N+) l’NNMT non subiva marcate alterazioni della sua espressione (Figura 6). 

Le analisi mediante Real-Time PCR eseguite sugli stessi campioni hanno da un lato confermato l’aumento di espressione dell’NNMT nel tessuto tumorale (50% dei soggetti, 9 N0 e 2 N+), dall’altro consentito di quantificare l’entità di tale espressione differenziale mediante il calcolo, per ciascuno dei soggetti presi in esame, dell’espressione relativa dell’NNMT nel tumore rispetto al tessuto sano adiacente (Tabella 4). Gli incrementi, riscontrati nella maggior parte dei casi clinici privi di metastasi, variavano riscontratoioraleità orale i

































































































 da un minimo di 1,1 fino ad un massimo 38, con un valore medio pari a 7,5. Nella maggioranza dei soggetti con metastasi l’espressione dell’NNMT non aumentava ed in alcuni casi risultava perfino diminuita nel tessuto neoplastico rispetto all’epitelio normale.

[image: image11.emf]Casi (N+)

Casi (N0)

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N

Tessuto

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Caso

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N

T   N

T   N T   N

Tessuto

22 21 20 19 18 17 16 15 14

Caso

Figura 6. 

Immagine che mostra l’aumento (casi in verde) o la diminuzione (casi in rosso) dei 

livelli d’espressione dell’NNMT nei campioni di tessuto tumorale (T) rispetto al tessuto sano 

adiacente (N). I casi sono stati divisi sulla base dell’assenza (N0, casi da 1 a 13) o presenza 

di metastasi linfonodali (N+, casi da 14 a 22).

Casi (N+)

Casi (N0)

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N

Tessuto

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Caso

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N

T   N

T   N T   N

Tessuto

22 21 20 19 18 17 16 15 14

Caso

Casi (N+)

Casi (N0)

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N

Tessuto

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Caso

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N

T   N

T   N T   N

Tessuto

22 21 20 19 18 17 16 15 14

Caso

Casi (N+)

Casi (N0)

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N T   N

Tessuto

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Caso

β-actina

NNMT

T   N T   N T   N T   N T   N T   N

T   N

T   N T   N

Tessuto

22 21 20 19 18 17 16 15 14

Caso

Figura 6. 

Immagine che mostra l’aumento (casi in verde) o la diminuzione (casi in rosso) dei 

livelli d’espressione dell’NNMT nei campioni di tessuto tumorale (T) rispetto al tessuto sano 

adiacente (N). I casi sono stati divisi sulla base dell’assenza (N0, casi da 1 a 13) o presenza 

di metastasi linfonodali (N+, casi da 14 a 22).


[image: image12.emf]NNMT

T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N

Tessuto

21 18 11 9 8 7 4 3 1

Caso

Figura 8. 

Immagine che mostra l’aumento (casi in verde) o la diminuzione (casi in 

rosso) d’espressione dell’NNMT in alcuni campioni di tessuto tumorale (T) rispetto al 

tessuto sano adiacente (N).

NNMT

T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N T    N

Tessuto

21 18 11 9 8 7 4 3 1

Caso

Figura 8. 

Immagine che mostra l’aumento (casi in verde) o la diminuzione (casi in 

rosso) d’espressione dell’NNMT in alcuni campioni di tessuto tumorale (T) rispetto al 

tessuto sano adiacente (N).


Tabella 4. Livelli di espressione dell’NNMT nei casi di carcinoma orale rispetto al tessuto sano adiacente. 

3.1.3 Espressione genica dell’NNMT e parametri clinico-patologici 
Le analisi volte all’esplorazione dell’esistenza di eventuali correlazioni tra l’espressione dell’NNMT nel tessuto tumorale rispetto a quello sano e le caratteristiche clinico-patologiche del tumore hanno prodotto dei risultati che sembrerebbero suggerire:

1. che non vi sia alcuna correlazione tra l’espressione dell’NNMT e l’età, il sesso del paziente e il grado istologico del tumore, 
2. che esiste una correlazione inversa statisticamente significativa tra i livelli d’espressione dell’enzima e il pT (Rho= -0,480; p=0,0238) e lo stadio patologico (Rho= -0,5324; p=0,0107; I+II vs III+IV; p=0,0138) (Figura 7A e 7B), 
3. che esiste una correlazione inversa statisticamente significativa (p=0,0417) tra l’incremento di espressione dell’NNMT e la presenza di metastasi linfonodali (Figura 7C). 

Inoltre, suddividendo i pazienti in 2 gruppi sulla base dei livelli di espressione dell’NNMT, è stato possibile apprezzare un maggiore tasso di sopravvivenza nei soggetti in cui l’espressione dell’enzima risultava più elevata nel tumore rispetto alla mucosa sana adiacente, sebbene tale risultato non raggiunge la significatività statistica (Figura 7D) 
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Figura 7. Espressione dell’NNMT e parametri clinico-patologici. I test di Mean-Whitney e Kruskal-Wallis sono stati eseguiti per esplorare l’esistenza di eventuali correlazioni tra i livelli d’espressione dell’enzima e lo stadio (A), il pT (B) e la presenza di metastasi linfonodali (C). Le curve di sopravvivenza sono state calcolate con il metodo di Kaplan-Meier (D) (i rettangoli indicano  i campioni che esprimono elevati livelli di enzima; i rombi i campioni che presentano bassi livelli di NNMT).
3.1.4 Analisi dell’NNMT mediante Western blot

Allo scopo di verificare se agli elevati livelli di RNA messaggero per il gene dell’NNMT corrispondesse un effettivo accumulo di proteina tradotta, sono state condotte analisi di Western blot, a partire da estratti proteici ottenuti da campioni di tessuto orale sano e tumorale. I risultati di tali analisi hanno confermato i dati ottenuti dalle indagini a carico del messaggero, evidenziando un aumento d’espressione dell’enzima nel tessuto tumorale della maggior parte dei soggetti privi di metastasi (N0). Nei soggetti con metastasi (N+) era invece apprezzabile in alcuni casi una down-regolazione della proteina nel tessuto tumorale rispetto a quello sano, mentre in altri la banda di 30 kDa, corrispondente alla massa molecolare dell’NNMT, risultava essere scarsamente rilevabile (Figura 8). 
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3.1.5  Risultati  di immunoistochimica
L’analisi immunoistochimica è stata svolta su 51 campioni di tessuto orale sano e 92 campioni di tessuto tumorale inclusi in paraffina. Tale analisi ha mostrato la presenza di un’immunoreattività per l’NNMT debole, se non assente, a livello della mucosa orale sana. Il segnale risultava invece molto intenso nella maggior parte dei campioni di tessuto neoplastico, evidenziando un aumento significativo dell’espressione dell’enzima nei campioni di OSCC rispetto ai campioni sani di controllo (Figura 9 e Figura 10A). 
3.1.6   Immunoistochimica e parametri clinico-patologici
Le analisi volte all’individuazione di eventuali correlazioni tra l’espressione dell’NNMT nel tessuto tumorale rispetto a quello sano, valutata mediante analisi immunoistochimica, e le caratteristiche clinico-patologiche del tumore hanno prodotto dei risultati che sembrerebbero suggerire:

1. che non vi sia una correlazione statisticamente significativa tra l’espressione dell’NNMT e l’età, il sesso del paziente, lo stadio patologico e la presenza di metastasi linfonodali;

2. che c’è un aumento statisticamente significativo (p=0,0014) di espressione dell’enzima nel tessuto tumorale rispetto alla mucosa sana (Figura 10A); 

3. che esiste una correlazione inversa statisticamente significativa (p=0,0498) tra l’entità d’espressione dell’NNMT e il grado istologico del tumore, infatti la % di cellule esprimenti l’NNMT era più elevata nei tumori moderatamente o ben differenziati rispetto a quelli indifferenziati (Figura 10B). 

Anche in questo caso, suddividendo i pazienti in 2 gruppi sulla base dei livelli di espressione dell’NNMT, è stato possibile apprezzare, sebbene senza una significatività statistica, un maggiore tasso di sopravvivenza nei soggetti in cui l’espressione dell’enzima risultava più elevata nel tumore rispetto alla mucosa orale sana  (Figura 10C) 
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3.1.7 Saggio di attività enzimatica

Per valutare se ad un aumento dell’espressione della proteina corrispondeva un aumento dell’attività enzimatica, è stato da noi messo a punto un saggio HPLC per la determinazione dell’attività dell’NNMT su un totale di 27 campioni di tessuto orale sano e canceroso. Tale determinazione è stata realizzata mediante la valutazione quantitativa di uno dei prodotti di reazione, l’N1-metilnicotinamide (N1MN). La separazione cromatografica è stata ottenuta mediante cromatografia a fase inversa e l’accurata identificazione del picco dell’N1MN è stata resa possibile, in virtù della presenza del rivelatore UV a diode array che consente di registrare, in ogni punto del cromatogramma, lo spettro di assorbimento di ciascun composto eluito dalla colonna. In linea con i dati precedentemente ottenuti, i valori di attività specifica rilevati a livello del tessuto patologico sono risultati più elevati rispetto a quelli determinati nel tessuto sano. In particolare l’attività specifica media nel tumore risultava essere pari a 3,32 U/mg mentre nei campioni di tessuto orale sano nei quali era misurabile era pari a 1,7 U/mg.
Deve comunque essere sottolineato che nella maggior parte dei campioni di tessuto orale sano (16/27, 59%) l’attività risultava essere al di sotto della soglia di rilevabilità (Tabella 5).  
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Tabella 5. Attività specifica (U/mg) dell’NNMT in 27 coppie di tessuto orale sano (N) e tumorale (T).

3.2 RUOLO DELL’NNMT NELLA CELLULA TUMORALE
3.2.1 Efficienza del silenziamento genico
Allo scopo di esplorare il coinvolgimento dell’NNMT nel metabolismo della cellula tumorale, sono stati eseguiti esperimenti di silenziamento dell’enzima in cellule in coltura, utilizzando la linea cellulare di carcinoma orale PE/CA-PJ15. Le cellule sono state trasfettate stabilmente con 4 plasmidi shRNA specifici per il silenziamento dell’NNMT, mentre le cellule utilizzate come controllo sono state trattate esclusivamente con i reagenti di trasfezione (mock). Nelle cellule trasfettate l’efficienza del silenziamento genico è stata verificata a livello di messaggero e di proteina mediante Real-Time PCR e Western blot.  

Le analisi di Real-Time PCR hanno evidenziato nelle cellule trasfettate una riduzione significativa dell’espressione dell’NNMT compresa tra il 70 e il 90% (Figura 11A). L’efficienza del silenziamento è stata confermata anche a livello proteico. I risultati ottenuti hanno mostrato una riduzione di espressione dell’enzima nelle cellule trasfettate rispetto al mock, conservando un trend compatibile con i dati ottenuti mediante Real-Time PCR (Figura 11B).
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Figura 11. Verifica dell’efficienza del silenziamento dell’NNMT. I livelli di espressione dell’NNMT sono stati valutati nelle cellule trasfettate rispetto alle cellule di controllo mediante analisi di Real-Time PCR (A) e Western blot (B).
3.2.2 Effetto del silenziamento dell’NNMT sulla proliferazione cellulare
Una volta verificata l’efficienza del silenziamento dell’enzima, sono stati eseguiti dei saggi cellulari per vedere come la cellula tumorale rispondesse a tale riduzione di espressione genica. L’influenza del silenziamento dell’NNMT sulla proliferazione cellulare è stata valutata con il saggio biochimico dell’MTT che ha evidenziato, nelle cellule trasfettate, una riduzione significativa della capacità proliferativa della cellula neoplastica (Figura 12A). L’inibizione della crescita cellulare in seguito a trasfezione è stata confermata mediante soft-agar colony-forming assay, che ha mostrato come nelle cellule silenziate le colonie fossero molto più piccole e meno numerose di quelle presenti nel mock (Figura 12B).
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Figura 12. Effetto del silenziamento genico sulla crescita cellulare. La proliferazione cellulare è stata valutata mediante il saggio dell’MTT (A) e il soft-agar colony-forming assay (B). La crescita cellulare e la formazione di colonie sono state saggiate, nel mock e nelle cellule trasfettate, rispettivamente per 4 giorni consecutivi (A) e dopo 30 giorni di incubazione (B).
3.2.3 Analisi del silenziamento nei topi
Per valutare se la riduzione di espressione dell’NNMT in seguito a silenziamento genico fosse in grado di alterare il fenotipo della cellula neoplastica, le cellule trasfettate e quelle di controllo sono state inoculate in topi nudi. L’inoculo delle cellule di controllo ha portato alla formazione di masse tumorali di dimensioni maggiori rispetto a quelle formatesi in seguito all’inoculo delle cellule trasfettate, suggerendo che in quest’ultime il silenziamento dell’NNMT aveva condotto ad una marcata riduzione della capacità proliferativa (Figura 13). Inoltre è stato possibile osservare come in seguito all’inoculo del matrigel e del matrigel più PBS, le masse formatesi sono andate incontro ad un progressivo  riassorbimento, fino a scomparire definitivamente all’ottava settimana (Figura 14). Tale evidenza indica come la formazione della massa tumorale verificatasi in seguito all’inoculo sia imputabile esclusivamente alla tumorigenicità delle cellule e non agli agenti impiegati per effettuare l’inoculo.

Figura 13. Inoculo nei topi della linea cellulare PE/CA-PJ15 di controllo e trasfettata. L’immagine mostra le masse tumorali formatesi in seguito all’inoculo sottocutaneo in topi nudi delle cellule di controllo (A) e delle cellule trasfettate (B).

Figura 14. Diagramma a barre relativo alle misurazioni delle masse tumorali. Variazione delle dimensioni delle masse, relative ai topi inoculati con le cellule PE15 di controllo, PE15 trasfettate, matrigel e matrigel + PBS, durante il periodo di osservazione.
4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
Il carcinoma a cellule squamose rappresenta la lesione neoplastica più frequente nel cavo orale. Dati epidemiologici indicano come tale tumore sia una patologia tutt’altro che rara. Infatti, tra tutti i tumori maligni è, per incidenza, all’ottavo posto negli uomini e all’undicesimo nelle donne. Inoltre negli ultimi anni è stato registrato un trend in continuo aumento nella sua incidenza, un abbassamento dell’età media d’insorgenza ed un maggiore interessamento della popolazione femminile, i cui dati epidemiologici vanno progressivamente avvicinandosi a quelli della popolazione maschile. La maggior parte dei pazienti a cui viene diagnosticata tale neoplasia presenta un’anamnesi positiva per consumo di alcol e tabacco. Nonostante i progressi effettuati in campo sia chirurgico, sia terapeutico, la sopravvivenza media a 5 anni si mantiene ancora al di sotto del 50%. Le cause principali sono da attribuire ad una mancata prevenzione e ad una sottovalutazione dei sintomi che portano spesso ad una diagnosi tardiva della neoplasia.
La principale causa di morte è dovuta alla comparsa di metastasi linfonodali la cui incidenza è correlata al grado di differenziazione, alla profondità d’infiltrazione ed alla sede del tumore primitivo. La comprensione dei meccanismi biologici alla base del processo di metastatizzazione risulta quindi di cruciale importanza per una terapia efficace del carcinoma orale. Inoltre, la possibilità di individuare precocemente le lesioni maligne e quelle che andranno incontro a progressione maligna risulta parimenti fondamentale per il miglioramento della prognosi. Tuttavia, per il carcinoma orale non sono stati ancora identificati efficaci marcatori diagnostici e/o del processo neoplastico in atto; lo stesso dicasi per quanto riguarda la prognosi che, mancando di parametri molecolari affidabili, si basa attualmente su criteri clinici ed istopatologici, quali la stadiazione, la localizzazione ed il grado di differenziazione cellulare, che risultano essere spesso fallaci. L’aumento globale d’incidenza e la prognosi tutt’altro che favorevole hanno portato ad un sempre maggior interesse per la prevenzione e la diagnosi precoce, indirizzando l’attenzione della ricerca all’identificazione e alla valutazione di biomarcatori molecolari. In tale ambito è risultata di fondamentale importanza l’applicazione di tecnologie innovative, come l’analisi genomica e proteomica, allo studio dei processi di cancerogenesi orale. La ricerca di determinanti molecolari coinvolti nella progressione neoplastica viene effettuata allo scopo di integrare i fattori prognostici a carattere clinico con quelli a carattere patologico. L’identificazione di specifiche alterazioni genetiche da un lato permette di chiarire i meccanismi biologici alla base della carcinogenesi, dall’altro può fornire importanti informazioni riguardanti il comportamento clinico del carcinoma orale, influenzando così le scelte terapeutiche da adottare. Tra i potenziali marcatori molecolari del carcinoma orale sono stati annoverati numerosi geni coinvolti nella crescita, nella proliferazione cellulare e nell’angiogenesi, nonché molecole responsabili del potenziale metastatico del tumore, molecole di membrana e oncosoppressori.

Nel presente lavoro di ricerca è stato valutato il livello di espressione  dell’enzima NNMT in campioni di tessuto orale sano e canceroso, ottenuti da una coorte di 22 pazienti affetti da OSCC.  Tale indagine è stata effettuata sia a carico del messaggero mediante RT-PCR e Real-Time PCR, sia a carico della proteina mediante Western blot. 
I risultati ottenuti da tali analisi hanno consentito di osservare un aumento significativo dell’espressione dell’NNMT nella metà dei campioni di tessuto tumorale (rispetto alla mucosa sana adiacente) ed in particolare l’enzima sembra essere up-regolato nella maggior parte dei soggetti privi di metastasi, mentre in presenza di metastasi linfonodali l’NNMT sembra non subire, almeno limitatamente ai campioni oggetto della nostra indagine, marcate alterazioni della sua espressione. Allo scopo di validare i risultati ottenuti, la valutazione dell’espressione dell’NNMT è stata estesa a campioni inclusi in paraffina sui quali è stata condotta l’analisi immunoistochimica.
Tale analisi ha confermato l’overespressione della proteina nei campioni di OSCC rispetto ai campioni di mucosa sana dove il segnale era  quasi o del tutto assente. Inoltre l’aumento di espressione dell’NNMT risultava più marcato nei campioni di tumore moderatamente o ben differenziato rispetto ai campioni di tumore indifferenziato.

Per valutare se ad un aumento dell’espressione della proteina corrispondeva un aumento dell’attività enzimatica, è stato messo a punto un saggio HPLC per la determinazione dell’attività dell’NNMT su 27 campioni di tessuto orale sano e canceroso ed anche in questo caso i risultati ottenuti hanno indicato un aumento d’attività dell’NNMT a livello del tessuto tumorale nella quasi totalità dei campioni esaminati. 

Nell’ambito delle ricerche sul coinvolgimento dell’NNMT nel processo neoplastico sono stati in seguito effettuati esperimenti di silenziamento dell’enzima in cellule di carcinoma orale. La riduzione di espressione dell’NNMT ha comportato una diminuzione della crescita cellulare e della capacità di formare colonie in assenza di adesione al substrato, evidenziando un possibile coinvolgimento dell’enzima nel processo di proliferazione e nei meccanismi di  tumorigenicità della cellula neoplastica. Inoculando quindi le cellule trasfettate e di controllo in topi nudi è stato possibile confermare come il silenziamento dell’enzima intervenga nella crescita del tumore determinando una marcata riduzione della capacità proliferativa delle cellule della linea di carcinoma orale oggetto delle nostre sperimentazioni.

L’NNMT catalizza la reazione di N-metilazione della nicotinamide, di alcuni composti piridinici ed di altri analoghi strutturali, svolgendo un ruolo di primaria importanza nei processi di biotrasformazione e detossificazione di numerosi farmaci e composti xenobiotici. L’NNMT umana è principalmente espressa nel fegato, mentre ridotti livelli della sua espressione sono rilevabili nel rene, nel polmone, nel muscolo scheletrico, nella placenta, nel cuore e nel cervello. Secondo quanto riportato in letteratura, relativamente alle patologie a carattere neoplastico, un aumento dell’espressione dell’NNMT è stato riscontrato in una linea chemioresistente di carcinoma mammario, in una linea radioresistente di carcinoma della vescica e in neoplasie quali il glioblastoma multiforme, il carcinoma polmonare non microcitoma, il tumore colorettale, il carcinoma gastrico, dove è stata ipotizzata l’esistenza di modifiche post-traduzionali a carico della proteina, e il carcinoma tiroideo di tipo papillare, nell’ambito del quale l’NNMT è stata oggetto di approfonditi studi per quanto riguarda i meccanismi di regolazione del relativo promotore. Inoltre anche a livello del carcinoma renale a cellule chiare è stata evidenziata un’overespressione dell’enzima nel tessuto canceroso rispetto a quello sano. L’identificazione di una correlazione inversa tra le dimensioni del tumore e i livelli di espressione dell’NNMT nel tessuto neoplastico renale rispetto a quello di controllo suggerisce un potenziale coinvolgimento dell’enzima nelle fasi precoci dell’oncogenesi renale. È stata inoltre osservata un’aumentata espressione dell’mRNA relativo all’NNMT a livello del succo pancreatico di soggetti affetti da carcinoma del pancreas rispetto al succo pancreatico di pazienti con pancreatite cronica.

Alla luce dei dati presenti in letteratura, nel presente lavoro di ricerca è stato affrontato uno studio relativo all’espressione dell’NNMT nel carcinoma orale squamocellulare.
Lo studio intrapreso ha consentito di osservare un’overespressione dell’enzima nel tessuto orale neoplastico rispetto a quello sano, evidenziando un aumento dei livelli del messaggero per l’NNMT e di proteina cataliticamente attiva. Tuttavia rimane ancora sconosciuto il significato biologico di tale incremento, poiché non risulta ancora chiaro in quale modo l’NNMT partecipi all’oncogenesi orale.
Come evidenziato dai nostri esperimenti di silenziamento dell’NNMT e dalle analisi in vivo, l’aumentata espressione di tale enzima potrebbe rivestire un ruolo importante nella regolazione della proliferazione della cellula neoplastica. In linea con quanto da noi osservato sono i risultati di studi condotti su linee cellulari di carcinoma alla vescica, studi che hanno mostrato come, in seguito al silenziamento dell’enzima, si verifichi una riduzione nella migrazione e proliferazione della cellula tumorale.
Inoltre, risultati ottenuti da un gruppo di ricercatori canadesi in mioblasti umani in coltura, sembrerebbero indicare che, viceversa, l’overespressione dell’NNMT conduce ad un aumento della migrazione e della velocità di crescita di tali cellule.
E’ inoltre chiaro come l’attività svolta dall’NNMT giochi un ruolo fondamentale nel destino catabolico della nicotinamide e in tutti quei processi che vedono un coinvolgimento più o meno diretto di quest’ultima.
Come riportato in precedenza, l’NNMT è un enzima citosolico S-adenosil-L-metionina-dipendente che catalizza la reazione di N-metilazione della nicotinamide e di altri analoghi strutturali, con formazione di ioni piridinio. La forma metilata della nicotinamide è idonea ad essere escreta per via urinaria e l’NNMT è l’unico enzima in grado di utilizzare tale substrato, quale accettore del gruppo metilico. La nicotinamide è un precursore dei coenzimi piridinici NAD+ e NADP+, molecole coinvolte in numerosi processi cellulari che comprendono la produzione di energia, la resistenza a condizioni di stress e i processi alla base della longevità. La nicotinamide oltre ad essere riconosciuta come molecola “starter” nella via di recupero del NAD è stata inoltre recentemente proposta come un potente inibitore di enzimi quali le poli(ADP-riboso)polimerasi, che prendono parte ai meccanismi di risposta cellulare al danneggiamento del DNA e le sirtuine, proteine coinvolte nel silenziamento genico, nella risposta allo stress e nella regolazione dell’apoptosi. Pertanto è necessario che i livelli intracellulari di nicotinamide siano assoggettati ad un sofisticato meccanismo di controllo e l’NNMT potrebbe partecipare a tale regolazione modulando, attraverso la sua attività metilante, l’entità dell’escrezione urinaria della nicotinamide. Un aumento dell’espressione dell’NNMT potrebbe quindi avere delle ricadute su tutti gli eventi che, a livello cellulare, vedono il coinvolgimento della nicotinamide.

Le variazioni nei livelli di attività nicotinamide N-metiltrasferasica potrebbero avere importanti conseguenze anche dal punto di vista tossicologico. Infatti i processi di metilazione sono alla base dei meccanismi di biotrasformazione dei farmaci e dei composti xenobiotici. L’attività metilante svolta dall’NNMT nei confronti della nicotinamide e di un’ampia varietà di composti piridinici potrebbe essere alla base del ruolo svolto dall’enzima nell’ambito dei meccanismi di detossificazione cellulare dalle sostanze xenobiotiche. Tuttavia l’attività catalitica dell’NNMT potrebbe condurre anche alla produzione di composti tossici per la cellula come è stato osservato a livello del tessuto nervoso di soggetti affetti dal morbo di Parkinson. In tale situazione patologica si osservano infatti elevati livelli di attività nicotinamide N-metiltrasferasica nelle cellule nervose e a tale overespressione dell’NNMT sembra imputabile l’accumulo di composti neurotossici di natura metilfenilpiridinica, responsabili della degenerazione del tessuto nervoso dei pazienti.

L’attività dell’enzima oltre a partecipare all’omeostasi della nicotinamide, potrebbe prendere parte alla regolazione dei processi di transmetilazione che vedono coinvolta l’S-adenosil-L-metionina, quale donatore di gruppo metilico. A livello tissutale infatti il parametro determinante la regolazione dell’attività transmetilante è costituito dal rapporto tra le concentrazioni di S-adenosil-L-metionina e di S-adenosil-L-omocisteina. Diversi studi sono stati condotti per valutare l’esistenza di una possibile correlazione tra l’NNMT e il fenomeno dell’iperomocisteinemia, essendo l’omocisteina il derivato di un prodotto di reazione dell’enzima.
Studi recenti hanno inoltre evidenziato come l’N1-metilnicotinamide, prodotto in seguito alla reazione di N-metilazione catalizzata dall’enzima possieda proprietà antinfiammatorie e antitrombotiche suggerendone una possibile valenza terapeutica. 
A livello farmacologico l’overespressione dell’NNMT potrebbe avere un ruolo importante nel metabolismo cellulare dei farmaci ad azione antineoplastica. La ridotta specificità di substrato che l’enzima presenta rende infatti plausibile l’ipotesi secondo la quale l’attività metilante dell’NNMT possa essere espletata nei confronti dei principi attivi delle sostanze chemioterapiche, riducendone l’efficacia terapeutica e/o facilitandone l’eliminazione.

L’elevata espressione dell’NNMT nel carcinoma squamocellulare suggerisce che l’enzima possa svolgere un importante ruolo nel processo di oncogenesi orale, potendo pertanto rappresentare un nuovo bersaglio per alcuni trattamenti chemioterapici ed immunoterapici. L’identificazione di una correlazione inversa statisticamente significativa tra i livelli di espressione dell’NNMT in OSCC (tumore versus mucosa sana) e i parametri clinico-patologici quali il pT e lo stadio suggerisce la possibilità di candidare l’enzima a potenziale marcatore prognostico di tale neoplasia. Tale potenziale ruolo è avvalorato dai risultati delle analisi immunoistochimiche che hanno confermato l’overespressione dell’enzima nel carcinoma squamocellulare evidenziando l’esistenza di una correlazione inversa tra i livelli di espressione dell’NNMT e il grado istologico, suggerendo inoltre un possibile ruolo dell’enzima nelle fasi iniziali della trasformazione neoplastica. Le analisi di attività enzimatica hanno inoltre consentito di candidare l’NNMT quale possibile marcatore diagnostico.

I risultati ottenuti in seguito agli esperimenti di silenziamento ed analisi in vivo suggeriscono un coinvolgimento dell’enzima NNMT nella proliferazione cellulare. Il silenziamento di tale enzima comporta infatti una riduzione della capacità proliferativa e del potenziale tumorigenico della cellula neoplastica; la sua inibizione potrebbe quindi rappresentare un possibile approccio molecolare alla terapia del carcinoma orale.
Nonostante rimanga ancora sconosciuto il coinvolgimento dell’NNMT nella progressione neoplastica, i dati ottenuti consentono di ipotizzare che l’NNMT possa avere un ruolo nella crescita e nell’espansione del tumore. L’analisi dell’espressione dell’NNMT in una più ampia coorte di pazienti affetti da OSCC consentirà di testare la sua effettiva valenza prognostica quale biomarcatore. Studi futuri saranno inoltre rivolti ad esperimenti di silenziamento del gene codificante l’NNMT in altre linee cellulari di carcinoma orale con l’obiettivo di valutare se la riduzione di espressione dell’NNMT sia effettivamente in grado di alterare, nell’ambito delle patologie neoplastiche del cavo orale, il fenotipo della cellula neoplastica, modificandone ad esempio l’invasività e la capacità metastatizzante.
5 ABBREVIAZIONI
ADP
Adenosina 5’-difosfato
ATP                                    Adenosina 5’-trifosfato

cADPR                               Adenosina 5’-difosfato riboso ciclico

CAPS
                                Acido N-cicloesil-3-aminopropansolfonico

CCD                                   Charge coupled device

cDNA                                  DNA complementare

DEPC                                 Dietilpirocarbonato

DNA                                   Acido deossiribonucleico

dNTP                                 Deossinucleotide 5’-trifosfato

DTT                                    Ditiotreitolo

FBS
Fetal bovine serum 
HCV
                                 Virus dell’epatite C

HGF                                    Fattore di crescita epatocitario

HNF-1β
Hepatocyte nuclear factor beta 1
HPLC
High performance liquid chromatography

NAD(H)
Nicotinamide adenin dinucleotide (ridotto)
NADP(H)
Nicotinamide adenin dinucleotide fosfato (ridotto)

NNMT
Nicotinamide N-metiltraferasi

PAGE
Polyacrylamide gel electrophoresis

PBS
Phosphate-buffered saline

PCR
Reazione a catena della polimerasi

PDGF
Platelet-derived growth factor

PMSF
Fenilmetilsolfonilfluoruro

PVDF
Polivinilidene difluoruro

RNA
Acido ribonucleico

SDS
Sodio dodecilsolfato

SNP
Single nucleotide polymorphysm

Stat3                                  Signal Transducer and Activator of Transcription 3
TAE
Tris-acetato, EDTA

TBE
Tris-borato, EDTA
TGF-1β                                  Transforming growth factor beta 1
Tris
Tris 2-amino-2-(idrossimetil)-1,3-propandiolo
UTR
Untranslated region
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