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1 INTRODUZIONE 

 

1.1 MELANOMA CUTANEO 

 

1.1.1 Genesi e mutazioni 

 

L’origine del termine Melanoma risale al 400 a.C., quando Ippocrate descrisse delle lesioni 

nere con le parole μɛ̀λανoζ (“nero”) e ωμα (“inumano”, in seguito usato come suffisso per 

‘tumore’) (1). 

Il melanoma è un tumore derivante dalla trasformazione neoplastica dei melanociti e può 

svilupparsi a livello delle superfici delle mucose, del tratto uveale e delle leptomeningi. 

Tuttavia, il melanoma più comune è quello che insorge a livello cutaneo (2). 

I melanociti, insieme ai cheratinociti, sono le cellule più abbondanti dell’epidermide, 

rappresentando rispettivamente circa il 5-10% e l’80% della popolazione cellulare di questo 

strato della cute. 

In seguito al danno al DNA causato dalle radiazioni ultraviolette (UV), i cheratinociti 

producono l’ormone stimolante i melanociti (MSH) che si lega ad un recettore presente sui 

melanociti: il recettore della melanocortina 1 (MC1R). Dopo il legame, i melanociti 

producono e rilasciano la melanina, un pigmento che agisce da scudo per le radiazioni UV e 

che, di conseguenza, previene un’ulteriore alterazione del DNA (3). Per questo motivo tale 

recettore è coinvolto non solo nella pigmentazione e nell’abbronzatura adattativa, ma anche 

nei meccanismi che contrastano l’insorgenza del melanoma. 

Le radiazioni UV possono indurre la trasformazione maligna dei melanociti attraverso un 

meccanismo diretto oppure un meccanismo indiretto. 
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Nella trasformazione diretta si verificano diverse mutazioni, che riguardano sia proto-

oncogeni sia geni oncosoppressori, e nel complesso determinano l’insorgenza del tumore.  

Nella trasformazione indiretta invece i melanociti si trasformano dapprima in nevi benigni che 

nell’80% dei casi hanno la mutazione BRAFV600E. Tali nevi rimangono indolenti per 

decenni grazie al sistema immunitario e questo spiega perché i nevi benigni raramente 

progrediscono fino al melanoma. Tuttavia, le radiazioni UV possono determinare l’insorgenza 

di mutazioni aggiuntive, come ad esempio quelle a carico dei geni TERT (trascrittasi inversa 

della telomerasi) e CDKN2A (inibitore 2A della chinasi ciclina-dipendente), che causano in 

ultima istanza la trasformazione maligna dei melanociti (4, 5) (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Meccanismo diretto ed indiretto di trasformazione maligna dei melanociti. 
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Le mutazioni più frequenti riscontrate nel melanoma riguardano diversi geni: BRAF, NRAS, 

NF1, PTEN, KIT, TP53, CDKN2A, TERT (6, 7). Tali mutazioni portano ad un’attivazione 

anomala dei due principali pathway di segnale nel melanoma: la via di trasmissione del 

segnale RAS/RAF/MEK/ERK, mediata dalla proteina chinasi MAPK, e il pathway fosfatidil 

inositolo 3-chinasi (PI3K)/AKT (8). 

Il pathway MAPK è quello più frequentemente attivato nel melanoma (9) ed è coinvolto nella 

trasduzione dei segnali intracellulari indotti dai fattori di crescita e dagli ormoni, con 

conseguente attivazione dell’espressione di geni coinvolti nella proliferazione e nel 

differenziamento cellulare (10, 11). 

Una percentuale che oscilla tra il 37% e il 50% dei melanomi è caratterizzata da una 

mutazione nel proto-oncogene BRAF (12). Tali mutazioni insorgono quasi sempre a livello 

della tripletta in posizione 600, che codifica per l’aminoacido valina. Circa l’80-90% delle 

mutazioni BRAF sono V600E (valina sostituita con acido glutammico), mentre il 5-12% sono 

V600K (sostituita da lisina) e ≤5% sono V600D (sostituita da acido aspartico) o V600R 

(sostituita da arginina) (13, 14). 

La proteina BRAF è una serin/treonin protein-chinasi costituita da 766 aa ed è costituita da tre 

domini: due con funzione regolatrice e un dominio catalitico, responsabile della fosforilazione 

di MEK nel pathway MAPK. 

Numerosi studi sono stati condotti al fine di elucidare il coinvolgimento di BRAF nell’ambito 

di eventi di trasduzione del segnale intracellulare. Inizialmente, il legame tra un ligando (ad 

esempio un fattore di crescita) e un recettore tirosin-chinasico a monte della cascata porta ad 

una autofosforilazione del recettore stesso. Tale evento determina l’interazione tra il recettore 

fosforilato e la proteina RAS. Ciò induce l’attivazione della proteina RAS con conseguente 



4 
 

fosforilazione di BRAF. La proteina BRAF fosforilata è in grado di legare e fosforilare a sua 

volta MEK. Tale cascata di attivazione culmina con la fosforilazione e la successiva 

traslocazione di ERK nel nucleo, dove fosforila infine specifici fattori di trascrizione, con 

conseguenti ricadute sull’espressione di geni coinvolti nei processi di crescita e 

differenziamento cellulare. 

Il pathway MAPK ha quindi un ruolo importante nelle cellule normali ma è fondamentale 

prevenirne uno stato di attivazione persistente. A tale scopo, in condizioni fisiologiche la 

cascata viene inibita a monte, mediante un meccanismo di feedback negativo. Tuttavia, nelle 

cellule tumorali che presentano mutazioni del gene BRAF, il processo di attivazione del 

pathway MAPK è diverso: infatti l’assenza di un fisiologico feedback negativo induce una 

permanente attivazione della cascata, che conduce ad una proliferazione cellulare 

incontrollata. 

Nella mutazione BRAFV600E, la valina (idrofobica) è sostituita dall’acido glutammico 

(polare e idrofilico), con conseguenze sostanziali a carico del dominio catalitico. Ciò 

determina infatti un aumento dell’attività chinasica di circa 500 volte rispetto a quella 

riscontrabile a livello di BRAF wild-type. La maggior parte delle mutazioni BRAF non 

V600E agisce in maniera analoga (15, 16). 

Il secondo gene più frequentemente mutato nel melanoma è NRAS che agisce sia sul pathway 

MAPK sia sul pathway PI3K, regolando il processo di divisione cellulare (6, 17, 18). Le 

mutazioni in NRAS e BRAF sono mutualmente esclusive, sebbene raramente possano essere 

concomitanti (18). 
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NF1 è il terzo gene più frequentemente mutato nel melanoma. Si tratta infatti è un 

oncosoppressore mutato nel 10-15% dei melanomi (19, 20) e funge da regolatore negativo del 

pathway MAPK. 

Mutazioni nel gene KIT si riscontrano nel 2-8% dei melanomi. Il recettore tirosin-chinasi KIT 

è coinvolto nella crescita delle cellule tumorali, nell’invasione metastatica e nell’inibizione 

dell’apoptosi attraverso i pathways MAPK e PI3K (21, 22). 

CDKN2A (inibitore 2A della chinasi ciclina-dipendente) codifica per proteine che agiscono 

da soppressori tumorali andando a regolare il ciclo cellulare. 

TERT (trascrittasi inversa della telomerasi) è una delle due componenti della telomerasi, il 

complesso ribonucleoproteico coinvolto nel mantenimento dell’estremità dei telomeri. 

Mutazioni a carico del gene TERT sono correlate all’insorgenza del melanoma. 

Alterazioni di PTEN, un gene oncosoppressore coinvolto nel controllo della progressione del 

ciclo cellulare (6), possono avvenire in seguito a mutazioni missenso e frameshift o delezioni 

cromosomiche. Inoltre, alla base dell’alterazione dell’espressione di PTEN sono stati scoperti 

sia modifiche epigenetiche sia meccanismi di regolazione post-trascrizionale (microRNA) 

(23). 

TP53 è un soppressore tumorale che innesca l’arresto del ciclo cellulare, l’induzione 

dell’apoptosi e della senescenza cellulare, ed è coinvolta nei meccanismi di riparo del DNA. 

Il melanoma cutaneo è classificato in base alla causa che ne determina l’origine in due 

tipologie distinte: il melanoma originato da esposizione cronica della cute al sole (CSD o 

chronic sun damage) e melanoma originato da esposizione intermittente (nCSD o non-chronic 

sun damage). Tali varietà presentano delle differenze. Infatti, i melanomi dovuti a CSD 

insorgono in età più avanzata (maggiore ai 55 anni) ed interessano soprattutto testa, collo, 
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regione dorsale e arti superiori. I drivers genetici che ne causano la formazione o sostengono 

la progressione, sono BRAF, NF1 e NRAS. Inoltre, i melanomi CSD sono caratterizzati da un 

alto carico mutazionale (24, 25, 26). 

Al contrario i nCSD insorgono in individui più giovani (età inferiore ai 55 anni) e riguardano 

in particolare tronco ed estremità prossimali, quindi aree meno esposte al sole. Presentano 

spesso la mutazione BRAFV600E e di solito anche la mutazione nel gene KIT, ed hanno un 

carico mutazionale più basso rispetto ai CSD (25, 26). 

 

1.1.2 Fattori di rischio 

 

Il principale fattorie di rischio del melanoma è rappresentato dall’esposizione alle radiazioni 

UV.  

La radiazione UV è la porzione dello spettro elettromagnetico di lunghezze d’onda comprese 

tra 100 nm e 400 nm ed è suddivisa in radiazione ultravioletta A (315-400 nm), B (280-315 

nm) e C (100-280 nm). Mentre le radiazioni C e la maggior parte di quelle B sono bloccate 

dallo strato di ozono nella stratosfera, una frazione di radiazioni B e tutte le radiazioni A 

raggiungono la superficie terrestre e quindi sono quelle coinvolte nell’insorgenza del 

melanoma (27). 

In aggiunta, è da prendere in considerazione il fatto che nel Nord Europa e negli USA, a 

partire dagli anni ‘80, ha avuto inizio la pratica dell’abbronzatura al chiuso (28) e, a partire 

dal terzo millennio, tale tendenza si è diffusa anche in altri paesi, tra cui l’Australia (29). Di 

conseguenza per gli individui di carnagione chiara, la radiazione ultravioletta fornita dai 

lettini abbronzanti è diventata la principale fonte non-solare di esposizione alla radiazione 

ultravioletta A e in piccola percentuale a quella B. 
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L’esposizione ripetuta a grandi quantità di radiazioni seppur per brevi periodi di tempo 

(normalmente 10-20 minuti) ha un gran numero di effetti negativi sulla salute, molti dei quali 

sono coinvolti in processi di trasformazione neoplastica (30). 

Fino a poco tempo fa, le radiazioni B erano considerate l’unica frazione carcinogena dello 

spettro solare in grado di raggiungere la superficie terrestre. Tuttavia, nel 2009 l’Agenzia 

Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC) ha classificato l’intero spettro ultravioletto e 

i sistemi di abbronzatura al chiuso come carcinogeni per l’uomo (gruppo 1) (31). 

Inoltre, molte sindromi o condizioni genetiche sono associate ad un significativo incremento 

nel rischio di sviluppare il melanoma cutaneo. Tra queste, le principali sono: 

• lo xeroderma pigmentoso, una condizione autosomica recessiva caratterizzata da una 

carenza dei meccanismi di riparo del DNA; 

• la sindrome familiare con nevi atipici multipli e melanoma (FAMMM Familial 

Atypical Multiple Mole Melanoma), causata da mutazioni di CDKN2A (32); 

• le mutazioni a carico di BRCA2, un oncosoppressore coinvolto nei meccanismi di 

riparo del DNA cellulare (33); 

• i nevi melanocitici congeniti (34). 

Queste ultime sono lesioni presenti alla nascita che devono essere seguite attentamente o 

rimosse a scopo profilattico. Bisogna considerare che più grandi sono e maggiore è il rischio 

di sviluppare il melanoma. Dato che i melanomi che derivano dai nevi melanociti congeniti di 

solito si sviluppano prima dei 10 anni, la rimozione di queste lesioni dovrebbe essere 

effettuata in giovane età (34).  
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Anche una storia familiare caratterizzata da un’anamnesi positiva per melanoma costituisce 

un fattore di rischio importante. Infatti, maggiore è il numero dei familiari di primo grado con 

melanoma, maggiore è il rischio di sviluppo della patologia (32). 

Una storia di scottature con bolle nell’infanzia e nell’adolescenza è associata ad una 

probabilità doppia, rispetto al rischio basale, di sviluppare il melanoma (35). Tuttavia, anche 

una significativa esposizione agli UV prima dei 35 anni aumenta il rischio di insorgenza del 

melanoma (34).  

Infine, l’immunosoppressione cronica aumenta le probabilità di insorgenza. Tale condizione 

può essere determinata da patologie quali l’AIDS, la leucemia linfocitica cronica, il linfoma 

non-Hodgkin e dal trattamento farmacologico in seguito al trapianto di organo (34). 

Altri fattori di rischio, associati ad una aumentata insorgenza del melanoma, sono 

rappresentati da specifici tratti fenotipici: carnagione chiara, occhi di colore blu, verde o 

nocciola, capelli chiari o rossi, tendenza a bruciarsi più che ad abbronzarsi, presenza di un 

numero molto elevato di nevi e lentiggini (36). In particolare, per quanto concerne la 

carnagione (fototipo), è stato messo a punto un sistema di classificazione che prevede 

l’assegnazione di un numero che corrisponde al grado di colore della cute. Tale 

classificazione comprende tutte le categorie di individui, da quelli con carnagione molto 

chiara (fototipo I) a quelli con carnagione molto scura (fototipo VI) (37, 38, 39). Tale sistema 

di classificazione è stato ideato da Thomas B. Fitzpatrick nel 1975. 
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1.1.3 Incidenza 

 

Il melanoma è il sesto tumore più frequentemente diagnosticato nell’uomo e rappresenta 

l'80% dei decessi imputabili ai tumori della cute (40). 

L’incidenza del melanoma negli ultimi decenni è aumentata più velocemente rispetto a 

qualsiasi altro tumore (41-44). In particolare, questo incremento ha riguardato molte 

popolazioni caratterizzate da individui con la carnagione chiara presenti in varie regioni del 

mondo, come il Nord America, il Nord Europa, l’Australia e la Nuova Zelanda (42, 45-50). 

La variazione dell’incidenza è influenzata da diversi fattori: etnia, localizzazione geografica, 

età e sesso (41, 44, 51, 52-54). 

È stato dimostrato che l’etnia ha un ruolo chiave. L’incidenza del melanoma è infatti 

maggiore nella popolazione caucasica di carnagione chiara e ciò è causato da una diminuita 

fotoprotezione imputabile alla bassa quantità di melanina (55). Negli individui con 

pigmentazione più scura invece, la maggiore quantità di melanina garantisce una protezione 

migliore, sia dalle radiazioni UV-A sia dalle UV-B (56, 57). 

Le variazioni dell’incidenza in base alla localizzazione geografia sono dovute a differenze 

imputabili all’assorbimento dell’ozono, alla latitudine, all’altitudine, alla nuvolosità e alle 

stagioni. Nelle latitudini più basse l’incidenza annuale del melanoma è maggiore rispetto a 

quella riscontrata nelle latitudini più alte (39). 

Nel 2012 la IARC ha dichiarato che il maggior tasso di incidenza del melanoma è stato 

riportato in Nuova Zelanda, seguita subito dall’Australia (41). I paesi che seguivano erano 

situati nel Nord Europa (Scandinavia) e nel Nord America. 

In Australia, gli individui che vivono in zone prossime all’equatore, essendo esposti a 

notevole irraggiamento solare, presentano il tasso di incidenza di melanoma più elevato (58). 
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In particolare, nel Queensland (latitudine 27°S) si ha un tasso di incidenza più alto rispetto al 

New South Wales (latitudine 34°S) (59, 60). 

In Europa è stato invece osservato un andamento in controtendenza (61), con un tasso di 

incidenza maggiore nei paesi nordici (come la Scandinavia) rispetto alle nazioni del sud 

(come Spagna e Italia) (41). Tale situazione è in parte determinata dalle diverse caratteristiche 

nella pigmentazione delle relative popolazioni. In Scandinavia sono presenti popolazioni a 

carnagione più chiara, mentre nel sud Europa popolazioni con carnagione più scura (41). Ciò 

sottolinea l’importanza di non limitarsi a considerare singolarmente i vari fattori che 

influenzano l’incidenza del melanoma. 

In aggiunta è da considerare che paesi che hanno popolazioni eterogenee come gli USA, la 

Nuova Zelanda, l’Australia e la Repubblica Sudafricana, riescono a mascherare le variazioni 

nell’incidenza. Allo stesso modo paesi come l’Australia, poiché si sviluppano in un ampio 

range di latitudine, rendono più complessa la valutazione delle variazioni dell’incidenza. 

Nella considerazione della localizzazione geografica, si deve tener conto anche dell’altitudine: 

le regioni con altitudine più elevata sono associate ad un’incidenza del melanoma più alta (62, 

63). 

Nel mondo l’incidenza per età aumenta costantemente e raggiunge il picco tra i 70 e gli 80 

anni (41). Questo andamento è stato riscontrato in Australia, in Nuova Zelanda (64, 65) e in 

nord Europa (66, 67). Negli USA, invece, il picco massimo d’insorgenza si raggiunge intorno 

ai 60 anni (51). Il melanoma è tra i tumori più comunemente diagnosticati negli adolescenti e 

nei giovani adulti di tutto il mondo (41, 68). 

Per quanto riguarda il sesso, le donne adolescenti e le giovani adulte sono più suscettibili al 

melanoma rispetto agli uomini (68-70). Alcuni studi confermano che ciò sia dovuto a un 
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maggior uso dei dispositivi di abbronzatura al chiuso tra le donne (71-73). Tuttavia, dopo i 40 

anni il tasso di incidenza si inverte, diventando maggiore negli uomini (68-70). In generale, 

gli uomini sembrano essere più suscettibili delle donne allo sviluppo del melanoma. Alcuni 

studi ipotizzano che tale aumentata suscettibilità sia determinata in parte dagli androgeni (73-

75). 

In Italia il rischio di sviluppare il melanoma è di 1:63 negli uomini e 1:81 nelle donne; 

l’incidenza ha inoltre un andamento decrescente dal nord al sud. Tuttavia, tali dati devono 

essere considerati sottostimati a causa della presenza di melanomi superficiali di piccole 

dimensioni o in situ che vengono asportati, ma non analizzati a livello istopatologico, oppure 

per la mancata registrazione dei melanomi in situ nell’Associazione Italiana Registri Tumori 

(AIRTUM) (76). 

 

1.1.4 Distribuzione anatomica 

 

Negli uomini appartenenti alla popolazione caucasica, il melanoma insorge più 

frequentemente sulla schiena e sulle spalle, mentre nelle donne sulle gambe (77-81). Dato che 

queste parti del corpo sono associate a una più bassa esposizione al sole, queste scoperte 

avvalorano la teoria che si basa sull’effetto dell’esposizione intermittente agli UV, secondo 

cui l’esposizione al sole intermittente ed intensa costituisce un maggior rischio del melanoma 

(82, 83).  

Invece negli uomini e nelle donne australiani il melanoma si sviluppa di solito in regioni 

altamente esposte al sole, come la testa e il collo (84, 85). I tassi più bassi del melanoma sono 

sui glutei di entrambi i sessi e nel cuoio capelluto delle donne (77, 86). 
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Inoltre, i melanomi che si sviluppano sul tronco insorgono tra i 50 e i 60 anni, mentre i 

melanomi che si sviluppano sulla testa e sul collo insorgono intorno agli 80 anni (87-91). 

 

1.1.5 Mortalità 

 

Il tasso di mortalità del melanoma, come quello per l’incidenza, è influenzato dalla geografia, 

dall’etnia, dall’età e dal sesso (43, 44, 65, 68, 69, 92, 93).  

Nelle popolazioni a carnagione chiara il tasso di mortalità è più alto (41). Nell’ultimo 

decennio è progressivamente aumentato nei paesi come la Nuova Zelanda, l’Australia e la 

Scandinavia (44), in cui risulta elevata l’incidenza di melanoma. Al contrario negli USA la 

mortalità di tale neoplasia ha subìto un rallentamento (44). A livello mondiale gli uomini 

hanno tassi di mortalità maggiori delle donne e i tassi sono più alti negli individui oltre i 70 

anni (41, 50). 

Per decenni l’incidenza del melanoma nel mondo è progressivamente aumentata ed è previsto 

un suo ulteriore incremento (41-44, 94, 95). Al contrario i tassi di mortalità, compreso quello 

riscontrato in Italia, non hanno seguito lo stesso andamento (41, 51). Tale discrepanza tra i 

dati relativi ai due parametri sembrerebbe essere semplicemente imputabile al miglioramento 

delle tecniche di screening (94, 96). 

 

1.1.6 Prevenzione 

 

La prevenzione del melanoma viene distinta in primaria e secondaria. La prima ha lo scopo di 

ridurre l’esposizione al sole e garantire protocolli di etichettatura più rigidi per le creme solari 

(97, 98), mentre la seconda comtempla gli esami della cute di tutto il corpo (99). 
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Prevenzione primaria. Nei Paesi ad alta incidenza sono state adottate misure per diminuire 

l’esposizione ai raggi UV. Nel Regno Unito, nel 2003 è stata lanciata una campagna nazionale 

chiamata SunSmart, per cercare di ridurre l’aumento dei casi del melanoma. Questa campagna 

esortava ad utilizzare creme solari con SPF (sun protection factor) ≥15, ad indossare 

indumenti protettivi e cappelli, e ad evitare l’esposizione al sole nelle ore di maggiore 

incidenza dei raggi UV (100). Tuttavia, nonostante questi sforzi l’incidenza del melanoma nel 

Regno Unito è aumentata, in quanto la popolazione continua ad assumere comportamenti ad 

alto rischio (41). In Norvegia e in Svezia sono state lanciate campagne simili a quella inglese, 

ma anche in questi paesi non sono stati raggiunti i risultati sperati (101, 102). Il risultato più 

positivo è stato ottenuto in Australia (44, 103) dove nel 1980 è stata lanciata la campagna 

SunSmart (la stessa che più tardi è stata adottata anche dal Regno Unito) inserendola nei 

programmi delle scuole elementari e diffondendola nei luoghi di lavoro (103). Nei decenni 

successivi il tasso di incidenza del melanoma ha rallentato la sua crescita e tra i più giovani è 

addirittura diminuito (41, 44, 103). Non a caso l’Australia non è più al primo posto nella lista 

dei paesi a maggiore incidenza del melanoma a livello mondiale (41). 

Prevenzione secondaria. Il principale metodo di prevenzione secondaria è l’esame visivo 

della cute. Nel 2003 nel Nord della Germania è stato attuato il programma SCREEN (Skin 

Cancer Research to Provide Evidence for Effectiveness of Screening), un progetto di 

screening della popolazione basato sull’esame della cute dell’intero corpo (WBE o Whole-

Body skin Examination). Trascorso appena un anno dall’adozione di tale programma, è stata 

riscontrata una diminuzione del 48% della mortalità dovuta al melanoma (104). Anche 

l’Australia nel 2008 ha intrapreso una campagna di screening generale della popolazione 

(105), con conseguente diminuzione della mortalità imputabile a melanoma. 
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Per la sua capacità di metastatizzare rapidamente e colpire gli individui più giovani, il 

melanoma rappresenta un problema rilevante dal punto di vista sia della salute sia economico 

(45, 51, 94). 

Sebbene tra le popolazioni ad alto rischio l’incidenza del melanoma probabilmente continuerà 

ad aumentare negli anziani (51), migliori sono le prospettive per quanto concerne l’incidenza 

tra i giovani (44, 60, 99). 

 

1.1.7 Diagnosi 

 

Di solito, le lesioni relative al melanoma vengono diagnosticate casualmente durante gli esami 

di routine della cute (106). In alcuni casi, i pazienti possono avvertire la presenza di un 

nodulo, di un prurito persistente, di sanguinamento, oppure di formazione di una crosta a 

livello di un nevo. Sfortunatamente molti melanomi sono asintomatici e possono causare i 

sintomi di infiammazione locale dopo che è già avvenuta la progressione (107). Una volta 

effettuata la diagnosi, è necessario valutare l’eventuale diffusione metastatica della patologia. 

Qualsiasi lesione pigmentata che presenta caratteristiche ascrivibili alle categorie presenti 

all’interno del sistema denominato “ABCDE” (108) dovrebbe essere considerata sospetta 

(Figura 2). Il sistema ABCDE contempla la valutazione di caratteristiche quali l’Asimmetria 

della lesione, la regolarità dei Bordi, la variazione del Colore, il Diametro e l’Evoluzione, o 

tempistica di crescita, della lesione. L’area circostante deve essere valutata per possibili 

lesioni satellite o metastasi in transito (107). Infine, è necessaria un’accurata ispezione della 

superficie cutanea rimanente. Le lesioni con un’apparenza benigna vanno comunque 

documentate e bisogna analizzare anche tutti i linfonodi drenanti (38). Una volta che una 
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lesione viene considerata sospetta, la diagnosi deve essere confermata mediante biopsia e 

successivo esame istopatologico. 

 

 

 

Figura 2. Sistema ABCDE per la diagnosi del melanoma. 

 

Il campionamento della lesione può essere eseguito attraverso la biopsia escissionale oppure 

la biopsia parziale.  

Considerando che la profondità verticale di invasione è un fattore prognostico molto 

importante, la biopsia escissionale dell’intero campione è il metodo più efficace per 

consentire una corretta diagnosi e pianificare il successivo trattamento. 

In alternativa viene eseguita la biopsia parziale che può essere effettuata attraverso la tecnica 

punch o la tecnica shave. La biopsia punch permette di eseguire un saggio a pieno spessore 

(38). Tuttavia, è un intervento che spesso può prolungarsi a causa dell’applicazione di 

un’adeguata sutura della ferita. La biopsia shave invece è facile da effettuare e normalmente 

non richiede sutura, ma presenta dei rischi legati alla formulazione di errori per quanto 

concerne l’interpretazione istopatologica e la successiva stadiazione; ciò e dovuto al fatto che 

durante l’intervento viene asportato solo un segmento della lesione (38, 109). 
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Le analisi istopatologiche contribuiscono a formulare la diagnosi corretta, distinguendo in 

maniera netta il melanoma dalle lesioni benigne. 

 

1.1.8 Fattori prognostici 

 

Molte caratteristiche valutate durante l’analisi istopatologica rappresentano importanti fattori 

prognostici come lo spessore di Breslow (mm), il sottotipo istologico, il tasso mitotico 

dermale, lo stato dei margini (in periferia e in profondità), la presenza di ulcerazioni, di 

microsatellitosi, di linfociti infiltranti il tumore (TILs), la regressione cellulare, l’invasione 

angiolinfatica, la fase di crescita verticale, il neurotropismo, e la desmoplasia. In aggiunta 

dovrebbero essere riportati i livelli di spessore secondo il metodo di classificazione di Clark 

per lesioni di spessore <1 mm (37). Relativamente a quest’ultimo parametro, è necessario 

precisare che i livelli di Clark sono indicativi dell’approfondimento del melanoma negli strati 

dell’epidermide. 

 

1.1.9 Classificazione istopatologica 

 

I sottotipi istologici primari del melanoma includono il melanoma a diffusione superficiale, 

nodulare, la lentigo maligna, il melanoma lentigginoso acrale, la forma desmoplastica e quella 

amelanotica (110). 

Il sottotipo a diffusione superficiale, comprende circa il 70% dei melanomi, è quello più 

comune e deriva da un nevo esistente. I melanomi nodulari sono caratterizzati dall’assenza 

della fase di crescita radiale, hanno un aspetto variabile e una vigorosa invasione verticale. La 

lentigo maligna è meno comune, di solito mostra una lenta progressione e frequentemente 
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appare in aree esposte al sole come faccia e testa. Il melanoma lentigginoso acrale ha un’alta 

incidenza in pazienti con una pigmentazione della cute più scura e normalmente si verifica sui 

palmi delle mani, sotto la pianta dei piedi e negli spazi subungueali. I melanomi desmoplastici 

sono lesioni non comuni che si riscontrano di solito in pazienti anziani e sono caratterizzati da 

poche cellule del mandrino e atipia cellulare minima. Il melanoma amelanotico è 

caratterizzato da assenza di pigmentazione ed è raro (38). 

 

1.1.10 Stadiazione 

 

Il TNM (Tumor-Nodes-Metastasis) è il sistema più diffuso per la classificazione dello stadio 

di un tumore, è stato creato dalla AJCC (American Joint Committee on Cancer) e dà 

importanti informazioni sulla prognosi e sulla sopravvivenza. 

La stadiazione del melanoma dipende da valutazioni cliniche e da conferme istolopatologiche 

(38, 111) e fornisce informazioni in merito all’accrescimento locale della neoplasia nonché 

alla sua diffusione nel resto del corpo. Il melanoma è caratterizzato da 5 stadi. 

Lo Stadio 0 è relativo al melanoma in situ ed è caratterizzato dalla presenza di cellule 

tumorali identificate microscopicamente, ma che non sono penetrate nell’epidermide (112). 

Gli stadi I e II si riferiscono ad una lesione che si accresce nella zona in cui si è sviluppato il 

tumore primario (T), senza coinvolgimento di strutture limitrofe (linfonodi) o distanti (altre 

parti del corpo). Lo stadio III indica la diffusione del tumore primario ai linfonodi (N), mentre 

lo stadio IV certifica la presenza di metastasi (M) a distanza. 
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1.1.11 Terapia chirurgica 

 

Se diagnosticato precocemente il melanoma localizzato può essere rimosso chirurgicamente 

con una buona prognosi (113). Quando diventa metastatico tuttavia, si trasforma in una 

neoplasia più aggressiva e difficile da trattare (114). Inoltre, la gestione del melanoma 

metastatico si complica se il tumore diventa non resecabile o se si ripresenta poco dopo la 

resezione (115).  

Oltre la chirurgia, altre strategie terapeutiche comprendono la chemioterapia, la radioterapia, 

la terapia mirata e l’immunoterapia. 

La chirurgia rimane il trattamento principale del melanoma primario ed è quasi sempre 

risolutiva. La sua modalità di esecuzione dipende dallo stadio e quindi differisce tra malattia 

localizzata, estesa a livello regionale e metastatica. 

L’ampia escissione locale è la cura attuale per il melanoma cutaneo localizzato e il margine di 

escissione è determinato dallo spessore di Breslow (116). 

Tra i possibili interventi chirurgici c’è la chirurgia micrografica di Mohs (MMS), una 

procedura che prevede l'escissione tangenziale graduale dei margini del campione fino alla 

cute apparentemente normale, seguita da un esame microscopico immediato dell'intero 

margine. È una tecnica utilizzata per la lentigo maligna e non è indicato per il melanoma 

invasivo. Il vantaggio di questa tecnica è che il tessuto viene risparmiato (117). 

La principale caratteristica dei tumori maligni oltre all'aggressività locale, dovuta alla capacità 

di infiltrare tessuti e strutture circostanti, è quella di disseminare metastasi per via linfatica. 

Nella diffusione per via linfatica, le cellule tumorali migrano dal tumore primario ai linfonodi, 

dove stazionano temporaneamente. Successivamente possono passare in altri linfonodi fino a 
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riversarsi nel torrente circolatorio. A questo punto le cellule trasportate dal sangue possono 

colonizzare varie parti dell’organismo riproducendo il tumore da cui sono originate. 

Il linfonodo sentinella è il primo linfonodo ad essere raggiunto dalle metastasi di un tumore 

che diffonde per via linfatica. È importante verificare l'eventuale coinvolgimento dei linfonodi 

locoregionali che drenano la linfa dal tumore. Tale verifica ha un notevole impatto sulla 

prognosi. 

La biopsia dei linfonodi sentinella (SLNB) è fondamentale quando esiste il rischio di 

metastasi nei linfonodi regionali (118). Inoltre, è il miglior predittore di recidiva e di 

sopravvivenza (119). La SLNB è eseguita per i melanomi ≥1,0 mm. Nei pazienti ad alto 

rischio con melanoma tra 0,75 e 1,00 mm raramente viene indicata, mentre nei pazienti con 

melanomi di spessore < 0,75 mm non viene mai considerata (120). 

Le complicanze della SLNB comprendono infezione, linfedema, ematoma/sieroma e danno ai 

nervi sensoriali (121). 

La linfoadenectomia è l'eliminazione di una serie di stazioni linfonodali poste nell'area di 

drenaggio di un tumore, dove è più probabile la presenza di metastasi. 

Il coinvolgimento linfonodale regionale può essere diagnosticato citologicamente mediante 

aspirato con ago sottile o biopsia guidata da immagini. La linfoadenectomia è il trattamento 

preferito nei pazienti con coinvolgimento linfonodale regionale da melanoma (122). Poiché il 

melanoma ha un alto rischio di coinvolgimento di più linfonodi regionali all'interno di un 

bacino linfonodale, a volte è necessaria una linfoadenectomia regionale completa (123). 

Mentre le metastasi satellite si verificano entro 2 cm dal tumore primario, le metastasi in 

transito comprendono qualsiasi metastasi della cute o sottocutanea che si trova a più di 2 cm 
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dalla lesione primaria, ma non oltre il bacino linfonodale regionale (124). Il modo più 

appropriato di eliminarle è costituito dalla metastasectomia (125). 

 

1.1.12 Chemioterapia 

 

La Dacarbazina (DTIC) è stato il primo trattamento chemioterapico approvato dalla Food and 

Drug Administration (FDA) per il melanoma metastatico (126). La Temozolomide, un 

derivato della DTIC, ha la capacità di attraversare la barriera emato-encefalica ed è quindi un 

farmaco molto utile per trattare le metastasi cerebrali (127). 

 

1.1.13 Radioterapia 

 

La radioterapia è utilizzata per curare pazienti con malattia agli stadi avanzati. Tale terapia è 

fondamentale in caso in cui il paziente non possa essere sottoposto ad intervento chirurgico 

oppure nel caso di lentigo maligna. Inoltre, per i pazienti con malattia che prevede 

interessamento linfonodale, la radioterapia adiuvante successiva alla linfoadenectomia 

previene efficacemente le recidive locali e regionali. Invece per i pazienti con malattia 

metastatica, la radioterapia garantisce un’efficace riduzione dei sintomi (terapia palliativa). 

La radioterapia agisce inducendo il danno al DNA delle cellule tumorali. Tuttavia, il 

melanoma è un tumore caratterizzato da una spiccata radioresistenza. Questo ostacolo è stato 

superato con l’evoluzione delle tecniche di imaging come la tomografia computerizzata ad 

alta risoluzione, l’imaging a risonanza magnetica (MRI), la tomografia a emissione di 

positroni (PET), e da miglioramenti nelle tecniche di emissione delle radiazioni (128). 
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La lentigo maligna ha un lento tasso di crescita e difficilmente metastatizza. La chirurgia è di 

solito il trattamento elettivo. Tuttavia, la popolazione più frequentemente affetta da tale forma 

è costituita dagli anziani, nei quali gli interventi chirurgici non sono consigliati (129). Inoltre, 

difficoltà aggiuntive sono date dalla localizzazione e dalla taglia della lesione. Quindi la 

radioterapia è il trattamento preferito per trattare tale forma di melanoma in quanto sicuro, 

tollerato ed efficace. Effetti collaterali come il cambiamento della pigmentazione, la 

telangiectasia e l’eritema sono lievi (130). 

La radioterapia adiuvante viene eseguita dopo l’escissione chirurgica ed è consigliata nei 

pazienti che sono a rischio di recidiva e in quelli con melanoma neurotropico desmoplastico 

(DNM). Si ricorre alla radioterapia adiuvante anche in caso di spessore del tumore >4 mm, di 

ulcerazione oppure di satellitosi (131). 

La radioterapia è molto efficace anche in qualità di terapia palliativa dei sintomi come dolore, 

effetto massa, emorragia legata al tumore e irritazione locale della cute o delle lesioni 

sottocutanee (132). Nuove tecniche come la radiochirurgia stereotassica (SRS) e la 

radioterapia stereotassica del corpo (SBRT) permettono un controllo locale con tossicità 

minime. 

 

1.1.14 Terapia mirata 

 

Le mutazioni di BRAF sono associate ad una proliferazione cellulare massiva e incontrollata, 

conseguente ad una deregolazione del processo apoptotico (133,134). Lo sviluppo di inibitori 

di BRAF (Vemurafenib e Dabrafenib) ha portato a un miglioramento significativo nella 

sopravvivenza (135-137). Inoltre, l’inibizione di BRAF ha un effetto di radio-

sensibilizzazione (138, 139). Tuttavia, tali trattamenti aumentano il rischio di tossicità delle 
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radiazioni nei confronti della cute, evento che viene scongiurato somministrando ridotte dosi 

del farmaco (139-142). Diversi studi hanno riportato un aumento della sopravvivenza in 

pazienti con metastasi cerebrali sottoposti a terapia combinata di inibitore di BRAF e SRS 

(143-145). 

 

1.1.15 Immunoterapia 

 

I checkpoint immunitari sono un meccanismo di controllo critico per disattivare le risposte 

delle cellule T e prevenire l'infiammazione distruttiva. I recettori di controllo del sistema 

immunitario più studiati sono la proteina-4 citotossica associata ai linfociti T (CTLA-4) e la 

proteina di morte cellulare programmata-1 (PD-1). Il blocco di questi checkpoint immunitari 

migliora le risposte immunitarie antitumorali mediate dalle cellule T, portando una migliore 

sopravvivenza e risposte durature nei pazienti. 

Gli inibitori di CTLA-4 e PD-1 hanno mostrato un miglioramento della sopravvivenza dei 

pazienti con melanoma avanzato. In alcuni pazienti è addirittura avvenuta la regressione 

tumorale. Tuttavia, solo un sottogruppo di pazienti risponde agli inibitori di tali checkpoint 

immunitari. Ciò evidenzia la necessità di identificare biomarcatori che siano predittivi di 

risposta. 

Sono stati sviluppati diversi anticorpi anti-CTLA-4. Il più promettente è l’Ipilimumab, un 

anticorpo monoclonale che lega CTLA-4, impedendogli di interagire con i suoi ligandi (CD80 

e CD86) (146). È stato dimostrato che l’Ipilimumab aumenta la sopravvivenza dei pazienti 

trattati ed infatti è stato approvato dalla FDA per la terapia del melanoma in stadio avanzato 

non resecabile (147). La terapia con Ipilimumab ha addirittura portato risultati promettenti in 

pazienti con melanoma con metastasi cerebrali, che sono da sempre una popolazione di 
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pazienti difficile da trattare (148). Recentemente la FDA ha approvato l’utilizzo di 

Ipilimumab anche a fini adiuvanti (149). 

Come il CTLA-4, il PD-1 inibisce l'attività delle cellule T ed è espresso dalle medesime 

cellule attivate. Mentre CTLA-4 inibisce le cellule T durante la fase di innesco della risposta 

immunitaria, sembra che PD-1 inibisca le cellule T attivate in uno stadio successivo nei 

tessuti periferici. 

Sono stati sviluppati diversi anticorpi monoclonali anti-PD-1, tra cui Nivolumab e 

Pembrolizumab, che gli impediscono di interagire con i suoi ligandi PD-L1 (150, 151) e PD-

L2 (152). 

In uno studio è stata confrontata la terapia combinata Nivolumab e Ipilimumab, con quella 

condotta utilizzandovi 2 farmaci separatamente (153). La sopravvivenza libera da 

progressione (PFS) media era rispettivamente di 11,5 mesi, 6,9 mesi e 2,9 mesi. 

Anche Nivolumab è stato in seguito approvato dalla FDA sia come monoterapia sia in 

combinazione con Ipilimumab. 

Nonostante questi successi, solo una minoranza di pazienti con melanoma avanzato risponde 

al blocco del checkpoint, con un tasso di risposta del 10-40% con la monoterapia e fino al 

58% con la terapia combinata. Pertanto, risulta necessario individuare biomarker predittivi per 

identificare i pazienti che hanno maggiori probabilità di trarre beneficio dal blocco dei 

checkpoint. 

Biomarcatori associati all'efficacia del trattamento sono il carico mutazionale del tumore, la 

presenza di linfociti infiltranti il tumore, l'espressione di PD-L1 e il microbiota intestinale. 
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La mancata presentazione dell'antigene tumorale dovuta all’assenza di antigeni associati al 

tumore, è uno dei principali meccanismi attraverso i quali i tumori sfuggono al 

riconoscimento immunitario mediato dalle cellule T (154,155). 

Anche i meccanismi che inibiscono il traffico delle cellule T nel tessuto tumorale causano 

resistenza agli inibitori del checkpoint immunitario. Ad esempio, le mutazioni di BRAF e di 

PTEN inducono la produzione di un numero di proteine immunosoppressive che limitano il 

raggiungimento dei siti tumorali da parte delle cellule T, impedendo quindi lo svolgimento 

delle relative funzioni effettrici (156,157). 

Sono stati anche identificati meccanismi tumore-estrinseci di resistenza al blocco del 

checkpoint immunitario, inclusi ulteriori recettori del checkpoint immunitario come LAG-3, 

TIM-3, VISTA e TIGIT che sono espressi dalle cellule T e regolano negativamente le risposte 

immunitarie (158). 

Gli ostacoli relativi a tali meccanismi di resistenza sono stati tuttavia in gran parte superati. 

Infatti, il trattamento con l'inibitore di BRAF, che è stato approvato dalla FDA per il 

trattamento del melanoma metastatico positivo per la mutazione BRAFV600E, ha dimostrato 

indurre un aumento dell'espressione del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), la 

presentazione dell'antigene tumorale e l'infiltrazione delle cellule T (159-163). Inoltre, sono 

stati sviluppati anticorpi in grado di esercitare un’azione inibitoria nei confronti di LAG-3, 

TIM-3, VISTA e TIGIT (158, 164). 

 

1.1.16 Terapie combinate 

 

La combinazione della radioterapia con la terapia immunologica determina un aumento della 

risposta immunitaria antitumorale. 
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L’impiego della radioterapia migliora la performance del sistema immunitario relativamente a 

differenti aspetti quali la presentazione dell'antigene, nonché la stimolazione e l’infiltrazione 

delle cellule T nei confronti del tumore, anche in siti distanti rispetto a quello in cui si è 

sviluppata la neoplasia primaria (165). Tale effetto, noto con il termine Abscopal, consiste 

nella regressione tumorale in seguito a radioterapia in un sito secondario rispetto a quello in 

cui si è originata la lesione primaria (166-170). 

A tale proposito, sono stati valutati gli effetti conseguenti al trattamento di pazienti affetti da 

melanoma avanzato con Ipilimumab associato o meno a radioterapia. I risultati ottenuti hanno 

dimostrato che la sopravvivenza complessiva e la sopravvivenza libera da progressione sono 

significativamente migliorate con la terapia combinata Ipilimumab-radioterapia. Inoltre, non è 

stato osservato nessun aumento di tossicità nel gruppo Ipilimumab-radioterapia rispetto al 

gruppo trattato con Ipilimumab da solo (171). 
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1.2 NICOTINAMIDE N-METILTRASFERASI 

 

1.2.1 Il metabolismo dei farmaci 

 

Una molecola estranea al metabolismo dell’organismo, definita per questo come ‘xenobiotico’ 

(dal greco ξένος “straniero” e βίος “vita”), nel momento in cui viene introdotta all’interno 

dell’organismo stesso, tende ad essere espulsa.  

I farmaci rientrano tra i composti xenobiotici e per tale motivo sono espulsi dall’organismo 

dopo la loro assunzione. Essi possono essere escreti tal quali o subire modificazioni strutturali 

che ne facilitino l’eliminazione. È quindi di fondamentale importanza che il farmaco sia 

dotato di una struttura chimica che impedisca, o per le meno renda difficile, la sua immediata 

eliminazione in modo che possa raggiungere l’organo target ed espletare la propria funzione. I 

composti xenobiotici possono essere lipofili o idrofili: mentre i primi sono facilmente 

assorbiti, i secondi tendono ad essere escreti. 

Il metabolismo dei farmaci viene espletato in diversi organi, ma la sede principale è 

rappresentata dal fegato. Tale complesso di reazioni è suddiviso in due distinti pathways: fase 

I e fase II. Nella fase I (funzionalizzazione) avvengono reazioni di idrolisi e ossidoriduzione, 

catalizzate da colinesterasi, arilesterasi, epossido idrolasi, alcool deidrogenasi, aldeide 

deidrogenasi, citocromo P450 monossigenasi, flavina monossigenasi e monoamina ossidasi. 

Le modifiche apportate in seguito a tali reazioni conferiscono alla molecola un carattere 

polare volto a garantirne un’escrezione più facile. Durante la fase II (coniugazione) il 

metabolita viene coniugato ad una molecola altamente polare. Nello specifico, in questa fase 

avvengono reazioni catalizzate da enzimi citosolici come le glutatione S-trasferasi, le N-

acetiltrasferasi, le sulfotrasferasi, le UDP-glucoroniltrasferasi e le metiltrasferasi (172). 
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Nel metabolismo dei farmaci, e in generale dei composti xenobiotici, un ruolo chiave è svolto 

dalle metiltrasferasi che possono metilare lo zolfo (S), l’ossigeno (O) e l’azoto (N) (173). In 

particolare, le tiolo metiltrasferasi (TMT) e la tiopurina metiltrasferasi (TPMT) catalizzano la 

S-metilazione di composti ad azione farmacologica come la 6-mercaptopurina, la D-

penicillammina e il captopril, mentre la catecol-O-metiltrasferasi (COMT) e la fenol O-

metiltrasferasi (POMT) catalizzano le reazioni di O-metilazione dei gruppi fenolici delle 

catecolamine e di alcuni neurotrasmettitori. Infine, enzimi come l’istamina N-metiltrasferasi 

(HNMT) e la nicotinamide N-metiltrasferasi (NNMT) catalizzano le reazioni di trasferimento 

di un gruppo metile all’azoto (172). 

 

1.2.2 Omeostasi della nicotinamide 

  

La vitamina B3, conosciuta anche come nicotinamide, niacinamide, niacina o vitamina 

PP, è il precursore dei composti piridinici come il NAD+ (Nicotinamide Adenin 

Dinucleotide) e il NADP+ (Nicotinamide Adenin Dinucleotide Fosfato). Queste due 

molecole sono di fondamentale importanza nella cellula perché coinvolte in gran parte 

delle reazioni di ossidoriduzione, in cui svolgono il ruolo di trasportatori di ioni idrogeno 

ed elettroni. Tali composti prendono parte anche ad altri processi che determinano la 

rottura del legame β-N-glicosidico, con conseguente liberazione di nicotinamide. Questi 

processi comprendono: 

• la deacetilazione degli istoni e di fattori trascrizionali, effettuata da enzimi NAD-

dipendenti come le sirtuine (o istone-deacetilasi) (174, 175), 
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• la produzione di cADPR e NaADP che rappresentano molecole effettrici, derivanti 

dalla catalisi della molecola CD38, in grado di stimolare la mobilizzazione delle 

riserve intracellulari di calcio (175), 

• l’ADP-ribosilazione di proteine da parte delle mono-ADP-ribosiltrasferasi (ARTs) 

e delle poli(ADP-riboso) polimerasi (PARPs) (174). 

La nicotinamide presente nell’organismo proviene da diverse fonti. Infatti, può essere 

introdotta con la dieta e in seguito venire assimilata a livello gastro-intestinale attraverso 

un meccanismo di trasporto transmembranario dose-dipendente (176). In alternativa può 

essere sintetizzata mediante il pathway della chinurenina, una via metabolica che conduce 

alla conversione di L-triptofano in acido chinolinico e NAD+ (177). Tuttavia la quantità di 

nicotinamide ottenuta da questa via è abbastanza ridotta poiché il tasso di conversione 

precursore:vitamina è di 60:1 (178). Un’ultima fonte sono le riserve di NAD+ presenti nel 

fegato (storage NAD+) dove la catalisi espletata dalle NAD-glicoidrolasi determina il 

rilascio della nicotinamide direttamente nel circolo ematico. 

Il fegato riveste un ruolo fondamentale nel mantenimento costante dei livelli di 

nicotinamide, poichè rappresenta anche la sede principale in cui ha luogo il processo che 

segna il destino catabolico della nicotinamide, attraverso la reazione di metilazione 

dell’azoto piridinico. In seguito all’espletamento di tale catalisi, la nicotinamide viene 

concentrata a livello renale e successivamente escreta per via urinaria. La nicotinamide 

metilata può inoltre andare incontro ad una reazione di ossidazione, con conseguente 

formazione di composti di natura piridonica anch’essi escreti con le urine (179).  

 

 



29 
 

1.2.3 Caratterizzazione dell’NNMT umana 

 

L’enzima nicotinamide N-metiltrasferasi (NNMT) agisce a livello della fase II del 

metabolismo dei farmaci. Tale proteina è localizzata nel citosol ed è in grado di metilare 

l’azoto piridinico della nicotinamide e altri di analoghi strutturali della piridina, utilizzando 

l’S-adenosil-L-metionina come donatore di gruppo metilico. Come precedentemente 

anticipato, la nicotinamide metilata (N1-metilnicotinamide o MNA) può subire due destini 

differenti: essere ossidata da parte dell’aldeide ossidasi, con formazione di composti quali 

l’N1-metil-2-piridone-5-carbossiamide e l’N1–metil-4-piridone-3-carbossiamide, oppure 

essere eliminata tal quale attraverso la via urinaria (180). In seguito alla donazione del gruppo 

metile alla nicotinamide, la S-adenosil-L-metionina viene convertita in S-adenosil-L-

omocisteina che successivamente viene scissa in omocisteina ed adenosina (Figura 3). 
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Figura 3. Reazione di metilazione della nicotinamide e di ossidazione dell’N1-

metilnicotinamide, catalizzate rispettivamente dall’NNMT e dall’aldeide ossidasi. 
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La caratterizzazione dell’NNMT umana è stata in prima istanza condotta su estratti di tessuto 

epatico, attraverso un saggio che prevede: 

• l’allestimento di una miscela contenente [14CH3]S-adenosil-L-metionina, 

• l’estrazione dell’N1-metilnicotinamide mediante alcol isoamilico al 60% in toluene, 

con acido 1-eptansolfonico in qualità di modificatore di fase, 

• la separazione e l’identificazione dell’N1-metilmicotinamide attraverso cromatografia 

a fase inversa in HPLC, 

• il dosaggio della radioattività attraverso l’ausilio di uno scintillatore liquido. 

L’enzima mostra una localizzazione citoplasmatica e lavora in condizioni ottimali ad un 

valore di pH intorno a 7,4. I valori di Km calcolati per la nicotinamide e per l’S-adenosil-L-

metionina sono rispettivamente 347 μM e 1,76 μM. L’attività specifica dell’enzima negli 

estratti da tessuto epatico era pari a 51,5 ± 32,5 U/mg. A carico dei campioni tissutali 

analizzati è stata identificata una notevole variabilità dei valori di attività (181); tuttavia tali 

evidenze sono state riscontrate a livello di altre metiltrasferasi e sono state attribuite a 

fenomeni di polimorfismo genetico (172). La popolazione analizzata in questo studio è 

caratterizzata da una distribuzione di frequenza che presenta un andamento bimodale ed il 

25% dei campioni ha mostrato elevati valori di attività specifica. Tali risultati avvalorano 

l’ipotesi secondo cui la regolazione dell’attività dell’NNMT può essere influenzata dalla 

presenza di mutazioni puntiformi a livello del gene codificante l’enzima. Tuttavia, l’analisi 

della sequenza nucleotidica del gene per l’NNMT, relativa alla 3’- e 5’-UTR, alle regioni 

esoniche, introniche e del promotore, ha mostrato che le differenze nei livelli di attività 

dell’enzima precedentemente rilevate, non sono attribuibili alla presenza di polimorfismi. 
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Successivamente l’analisi degli effetti determinati dai prodotti di reazione, dagli inibitori di 

altre metiltrasferasi o ioni metallici, ha mostrato che l’N1-metilnicotinamide e l’S-adenosil-L-

omocisteina esercitano il potere inibitorio maggiore (182). 

La purificazione parziale della proteina nativa da tessuto epatico è avvenuta attraverso 

cromatografia a scambio ionico seguita da gel filtrazione. Il campione ottenuto è stato 

sottoposto ad elettroforesi in condizioni denaturanti (SDS-PAGE) e, in seguito a 

“photoaffinity labeling”, è stata determinata una massa molecolare relativa all’NNMT pari a 

29,6 kDa. 

Il cDNA per l’NNMT è costituito da una regione di 792 bp codificante per una proteina di 

264 aminoacidi (Figura 4). La proteina umana ricombinante è stata caratterizzata a livello 

biochimico mediante clonaggio ed espressione in cellule COS-1, e successivo confronto con 

l’enzima nativo parzialmente purificato da tessuto epatico. Da questa analisi comparativa 

(enzima nativo ed enzima ricombinante) è emerso che i valori dei parametri cinetici 

determinati non differisco in maniera significativa. Infatti: 

• 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 (183). 

Ulteriori analisi hanno dimostrato che il gene codificante l’NNMT umana è localizzato sul 

cromosoma 11, nella regione q23.1. La sua sequenza nucleotidica è costituita da 3 esoni e 2 

introni con una lunghezza complessiva di 16,5 Kb. Il sito d’inizio della trascrizione è stato 

identificato in posizione -108 rispetto alla prima tripletta codificante, 30 nucleotidi a valle di 

una atipica sequenza TATA box (TCTAA) (184). Il gene è posto sotto il controllo di un 

promotore forte, posizionato 700 nucleotidi a monte del sito d’inizio della trascrizione (185). 
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Successivi studi hanno dimostrato che HNF-1β, TGF-β1, STAT3 e IL-6 sono fattori in grado 

di influenzare l’attività trascrizionale del gene per l’NNMT. 

 

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 

145ttctgcctagacggtgtgaagggagacctgctgattgacatcggctct 192 

49  F  C  L  D  G  V  K  G  D  L  L  I  D  I  G  S   64 

193ggccccactatctatcagctcctctctgcttgtgaatcctttaaggag 240 

65  G  P  T  I  Y  Q  L  L  S  A  C  E  S  F  K  E   80 

241atcgtcgtcactgactactcagaccagaacctgcaggagctggagaag 288 

81  I  V  V  T  D  Y  S  D  Q  N  L  Q  E  L  E  K   96 

289tggctgaagaaagagccagaggcctttgactggtccccagtggtgacc 336 

97  W  L  K  K  E  P  E  A  F  D  W  S  P  V  V  T  112 

337tatgtgtgtgatcttgaagggaacagagtcaagggtccagagaaggag 384 

113 Y  V  C  D  L  E  G  N  R  V  K  G  P  E  K  E  128 

385gagaagttgagacaggcggtcaagcaggtgctgaagtgtgatgtgact 432 

129 E  K  L  R  Q  A  V  K  Q  V  L  K  C  D  V  T  144 

433cagagccagccactgggggccgtccccttacccccggctgactgcgtg 480 

145 Q  S  Q  P  L  G  A  V  P  L  P  P  A  D  C  V  160 

481ctcagcacactgtgtctggatgccgcctgcccagacctccccacctac 528 

161 L  S  T  L  C  L  D  A  A  C  P  D  L  P  T  Y  176 

529tgcagggcgctcaggaacctcggcagcctactgaagccagggggcttc 576 

177 C  R  A  L  R  N  L  G  S  L  L  K  P  G  G  F  192 

577ctggtgatcatggatgcgctcaagagcagctactacatgattggtgag 624 

193 L  V  I  M  D  A  L  K  S  S  Y  Y  M  I  G  E  208 

625cagaagttctccagcctccccctgggccgggaggcagtagaggctgct 672 

209 Q  K  F  S  S  L  P  L  G  R  E  A  V  E  A  A  224 

673gtgaaagaggctggctacacaatcgaatggtttgaggtgatctcgcaa 720 

225 V  K  E  A  G  Y  T  I  E  W  F  E  V  I  S  Q  240 

721agttattcttccaccatggccaacaacgaaggacttttctccctggtg 768 

241 S  Y  S  S  T  M  A  N  N  E  G  L  F  S  L  V  256 

769gcgaggaagctgagcagacccctgtga 792 

257 A  R  K  L  S  R  P  L  -  264 

 

 

 

Figura 4. Sequenza codificante dell’NNMT umana. I colori differenti rappresentano i diversi 

esoni. È indicata anche la sequenza amminoacidica della proteina tradotta. 
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STAT3 è un fattore trascrizionale attivo in forma fosforilata. Studi eseguiti su cellule 

embrionali renali hanno indicato un aumento dell’attività del promotore dell’NNMT in 

seguito ad attivazione (mediante fosforilazione) di STAT3 indotta da LIF (Leukemia 

Inhibitory Factor) ed interleuchina 6 (IL-6). Su cellule di carcinoma mammario, epatico e 

colorettale sono stati inoltre intrapresi studi che hanno mostrato elevati livelli di NNMT in 

seguito a trattamento con IL-6 (186). 

L’associazione tra l’overespressione di HNF-1β e quella dell’NNMT è stata riscontrata in 

linee cellulari di carcinoma tiroideo di tipo papillare. Infatti, in seguito all’introduzione di 

mutazioni puntiformi nella regione del promotore dell’NNMT ospitante il sito di legame per 

HNF-1β, è stata osservata una diminuzione dell’attivazione del promotore che ha consentito 

di dimostrare il ruolo chiave svolto da HNF-1β nell’attività trascrizionale dell’NNMT (187). 

Studi condotti nell’insulinoma hanno suggerito che anche la citochina TGF-β1 è coinvolta 

nella regolazione dell’espressione dell’NNMT. Infatti, i risultati hanno dimostrato che i livelli 

di TGF-β1 e dell’NNMT sono ridotti nel tumore rispetto al tessuto sano (188). 

Elevati livelli di RNA messaggero per l’NNMT sono riscontrabili nel fegato, ma una discreta 

abbondanza è stata riscontrata anche in altri organi e tessuti come placenta, rene, polmone, 

muscolo scheletrico, cuore, milza, prostata, timo, testicolo, intestino, ovaio, stomaco, tiroide, 

midollo spinale, linfonodi, trachea, ghiandola surrenale, midollo osseo (174, 183) e in 

particolari aree del sistema nervoso. 

La risoluzione della struttura tridimensionale dell’NNMT è stata ottenuta da analisi di 

diffrazione a raggi X, condotte su cristalli ricavati a partire dalla proteina ricombinante umana 

purificata ad omogeneità. Inoltre, esperimenti di mutagenesi sito-diretta hanno permesso di 

comprendere che i residui aminoacidici tirosina 20 (Y20) e acido aspartico 197 (D197) 

svolgono un ruolo fondamentale nell’espletamento della catalisi enzimatica (Figura 5) (189). 
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Figura 5. Struttura tridimensionale dell’NNMT umana ricombinante in complesso con 

nicotinamide e S-adenosil-L-omocisteina (a). Sito attivo e principali residui aminoacidici 

(Y20 e D197) coinvolti nella catalisi enzimatica (b). 

 

Nonostante la nicotinamide rappresenti il substrato d’elezione dell’NNMT, i risultati di uno 

studio condotto sulla proteina suina nativa, purificata ad omogeneità, dimostrano che l’enzima 

agisce cataliticamente su composti piridino-simili (190). Per tale motivo sono state condotte 

analisi successive in modo da approfondire tale aspetto legato alla specificità di substrati 

dell’enzima. I risultati ottenuti evidenziano che l’attività metilante dell’NNMT umana 

ricombinante può inoltre essere esercitata a carico del norharman (NH), un composto piridino-

derivato in grado di esercitare un effetto inibitorio notevole nei confronti del complesso I 

della catena respiratoria. L’accumulo di tale molecola a livello del sistema nervoso centrale, 

in modo specifico a livello dei neuroni dopaminergici, rappresenta un tratto eziopatogenetico 

del morbo di Parkinson (PD). In particolare, l’enzima catalizza la reazione di metilazione 

dell’NH portando alla formazione del 2-N-metilnorharman (MeNH) e mostra nei confronti di 

tale substrato un’affinità ancora maggiore rispetto a quella rilevata per la nicotinamide (191). 
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Inoltre, l’NNMT è in grado di metilare la 4-fenilpiridina, con conseguente formazione dello 

ione N-metil-4 fenil piridinio (MPP+), una neurotossina il cui accumulo, a livello dei neuroni 

dopaminergici, rappresenta un ulteriore tratto istopatologico caratterizzante il PD (192). 

Di recente è stato messo a punto un rapido saggio per la determinazione dell’attività 

dell’NNMT che consente di individuare substrati alternativi e inibitori dell’enzima. Questo 

saggio, eseguito tramite l’accoppiamento della cromatografia liquida con la spettrometria di 

massa (UHP-HILIC−MS), ha consentito sia di valutare un ampio spettro di composti piridino-

simili come potenziali substrati dell’enzima ma anche di identificare l’efficacia di molecole in 

grado di esercitare azione inibitoria nei confronti dell’enzima (193, 194). 

 

1.2.4 Ruolo dell’NNMT nelle patologie non neoplastiche 

 

Nei pazienti affetti da cirrosi sono stati riscontrati elevati livelli di MNA rispetto ai soggetti 

sani, sia in condizioni basali sia in seguito a carico orale di nicotinamide. Questi dati 

evidenziano che la metilazione della nicotinamide è esaltata dallo stato cirrotico (195). 

L’MNA mostra spiccate proprietà anti-infiammatorie e anti-trombotiche. A livello 

dermatologico, la sua applicazione topica è risultata efficace per la cura di disturbi come 

l’acne vulgaris e la dermatite da contatto (196). Probabilmente la capacità di ridurre 

l’adesione delle cellule pro-infiammatorie a livello dell’endotelio vascolare da parte 

dell’MNA, è alla base di questa azione anti-infiammatoria (197). 

In topi in cui è stata indotta l’insorgenza di trombosi arteriosa e venosa, il trattamento con 

MNA esercita un effetto anti-aggregante attraverso l’azione della prostaciclina (PGI2) 

prodotta mediante cicloossigenasi-2 (COX-2) (198). Nei topi affetti da aterosclerosi invece, è 

emerso un aumento dell’attività dell’NNMT epatica e dei livelli plasmatici di MNA, in 
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maniera proporzionale alla progressione della malattia. Considerando le proprietà possedute 

dall’MNA, l’overespressione dell’NNMT nell’aterosclerosi potrebbe rappresentare un 

meccanismo in grado di contrastare i processi di infiammazione vascolare, associati a tale 

disturbo (199). Altri studi eseguiti su topi in cui è stata indotta l’epatite in seguito a 

somministrazione orale di concanavalina A (ConA), hanno anch’essi dimostrato un 

incremento della concentrazione di MNA plasmatica e dell’attività dell’enzima a livello 

epatico. Tali dati sottolineano ulteriormente il ruolo anti-infiammatorio ed epatoprotettivo 

dell’MNA, espletato attraverso meccanismi PGI2-dipendenti (200). Inoltre, in topi sottoposti 

ad esercizio fisico prolungato, è stato riscontrato un incremento dell’MNA plasmatica ed un 

aumento dell'attività dell’NNMT nel fegato. Tuttavia, lo stesso trattamento in topi knockout 

per IL-6 non ha determinato cambiamenti nell'attività epatica dell'NNMT, mentre ha indotto 

un aumento dell’MNA nel plasma. Tali evidenze indicano che IL-6 è in grado di promuovere 

la trascrizione dell’NNMT, evento che determina un incremento dell’attività catalitica 

dell'NNMT nel fegato (201). Esperimenti su topi IL-6(+/+) e IL-6(-/-) in cui è stata indotta 

l’epatite mediante ConA, hanno dimostrato che il rilascio dell’MNA nella fase precoce 

dell’epatite è IL-6 dipendente (202). 

In linee cellulari trasformate di carcinoma epatico umano (Huh7), in cui è stata indotta 

l’espressione delle proteine del core del virus dell’epatite C (HCV), sono stati rilevati 

aumentati livelli dell’NNMT (203). Successivamente è stato notato un aumento 

dell’espressione del gene per l'NNMT a carico di campioni bioptici di tessuto renale umano 

asportato in seguito a rigetto acuto dopo allotrapianto. 

Nell’insieme tutte queste evidenze suggeriscono che l’aumento dei livelli dell’NNMT è 

strettamente associato allo stato infiammatorio (174). In studi recenti su topi in cui è stata 

indotta insufficienza epatica acuta tramite acetaminofene (paracetamolo o APAP) è stato 
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esaminato il ruolo svolto dall’NNMT. Nel tessuto epatico di topi esprimenti specifiche 

isoforme proteiche della cheratina 8 (K8) e che mostravano una maggiore suscettibilità allo 

sviluppo di tale patologia, sono stati riscontrati livelli di NNMT ridotti rispetto ai controlli. 

L’associazione di tali caratteristiche mostra che l’enzima svolge un ruolo protettivo nei 

confronti dell’insorgenza e della progressione di tale disturbo (204). 

Inoltre, in studi sull’ipertensione polmonare arteriosa (PAH) sono stati analizzati i livelli di 

attività dell’NNMT e dell’MNA nel plasma. Dopo trattamento con monocrotalina, i topi che 

sviluppavano questo disordine ipertensivo hanno mostrato un aumento dei livelli di attività 

dell’NNMT epatica e polmonare oltre che un aumento dell’MNA plasmatica, ed entrambe le 

condizioni sono risultate essere strettamente correlate con la progressione della malattia. Sulla 

base del ruolo vaso-protettivo esercitato dall’MNA, l’attivazione del pathway NNMT-MNA 

potrebbe rappresentare una strategia di compensazione in grado di contrastare l’avanzamento 

della PAH (205). 

Analisi eseguite sul tessuto muscolare di soggetti affetti da bronco pneumopatia cronica 

ostruttiva (COPD) hanno rilevato un’aumentata espressione dell'NNMT (206) che sembra 

essere correlata alla gravità della patologia (207). In seguito, studi condotti su cellule 

mioblastiche in coltura hanno indicato come l’overespressione dell’NNMT determini un 

aumento della capacità proliferativa e della migrazione cellulare, e in aggiunta protegga le 

stesse cellule dai danni indotti dai radicali dell’ossigeno. Ciò suggerisce che l’elevata 

espressione dell’enzima nei muscoli scheletrici di pazienti affetti da COPD favorisca 

probabilmente la rigenerazione delle cellule muscolari e costituisca un meccanismo di difesa 

nei confronti dello stress ossidativo, associato a tale disturbo (208). 

La protezione dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS) da parte dell’NNMT è stata 

dimostrata anche nel danno delle cellule tubulari prossimali renali e nella conseguente 
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disfunzione renale. In particolare, è stato evidenziato come l’MNA riduca la lipotossicità a 

carico delle cellule tubulari renali in termini di stress ossidativo, apoptosi, necrosi, 

infiammazione e fibrosi (209). Tuttavia, l’aumento di espressione dell'enzima non sempre 

costituisce un meccanismo di difesa nei confronti dei ROS. In uno studio condotto su topi 

trattati con fenobarbitolo, un agente in grado di favorire l’insorgenza dello stress ossidativo 

attraverso l'attivazione degli enzimi della famiglia del citocromo P450, è stato mostrato un 

aumento dell'attività dell’NNMT causato dal fenobarbitolo. Tale fenomeno comporta una 

riduzione dei livelli di nicotinamide destinata alla sintesi di NADH e NADPH, cofattori che 

intervengono nella catalisi di enzimi che svolgono funzioni antiossidanti. In base agli effetti 

osservati, l'overespressione dell'NNMT comporterebbe una perdita dei sistemi di protezione 

nei confronti dello stress ossidativo (210). 

Considerando che l'omocisteina è il derivato di uno dei due prodotti di reazione dell'NNMT, 

sono stati eseguiti studi per valutare la possibile correlazione tra il livello di espressione 

dell’enzima e l’iperomocisteinemia. In analisi svolte su campioni di tessuto adiposo umano e 

murino, e su adipociti murini, è stato riscontrato un incremento dei livelli di espressione e di 

attività dell'enzima associati a un elevato rilascio di omocisteina. In esemplari murini, la 

somministrazione di una dieta ricca di grassi ha determinato un aumento dell'attività 

enzimatica. Tale evidenza supporta l’ipotesi secondo la quale l'obesità potrebbe essere 

associata ad una maggiore espressione ed attività catalitica dell'enzima. Pertanto, l’aumento 

dei livelli di attività della NNMT determina un incremento della produzione e del rilascio di 

omocisteina, con conseguente aumento del rischio d’insorgenza di malattie cardiovascolari 

(211). 

Per indagare il ruolo dell’NNMT nella sindrome metabolica, sono stati condotti studi nel 

tessuto adiposo di ratti Wistar Ottawa Karlsburg W (WOKW), che rappresentano un modello 
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animale idoneo allo studio di tale disturbo, e di ratti Dark Agouti (DA) di controllo. In questi 

studi, volti a valutare i livelli di espressione dell’enzima, i livelli aumentati di mRNA, della 

proteina e dell’attività catalitica dell’enzima rilevati nel tessuto adiposo dei ratti WOKW 

hanno evidenziato l’importante ruolo svolto dall’enzima nella patogenesi della sindrome 

metabolica (212). 

Nel tessuto adiposo bianco e nel fegato di topi diabetici ed obesi, l’espressione dell’NNMT è 

aumentata rispetto ai controlli. Inoltre, in seguito all’induzione dell’aumento del dispendio 

energetico cellulare, il successivo knockdown dell’enzima sembra esercitare un effetto 

protettivo nei confronti dei danni correlati all’obesità indotta dalla dieta (213). Recenti studi 

effettuati sul tessuto adiposo di soggetti affetti da insulino-resistenza, mostrano un incremento 

dell’espressione dell’NNMT e tale aumento risulta essere correlato alla gravità del disturbo 

(214).  

In aggiunta l’NNMT può rappresentare un biomarcatore di arteriopatia obliterante periferica, 

poiché nei soggetti affetti da questo disturbo sono stati registrati livelli di espressione 

dell’enzima più alti rispetto a quelli di soggetti sani (215). 

Il fegato quindi è l’organo nel quale l’NNMT è maggiormente espressa. Ciò nonostante, il 

ruolo ricoperto dall’enzima nel metabolismo degli epatociti non è ancora chiaro. In un recente 

studio eseguito su epatociti murini è stato dimostrato che le alterazioni nel metabolismo del 

glucosio e del colesterolo, sono determinati dalla modulazione dei livelli di espressione 

dell’NNMT e che tali effetti sono mediati dall’MNA. Nello specifico fornendo ai topi una 

dieta ricca di lipidi, il trattamento con MNA comporta una riduzione dei livelli di colesterolo 

(serico ed epatico) e di trigliceridi (a livello epatico). Ciò è dovuto alla stabilizzazione della 

proteina SIRT1 da parte dell’MNA, che è in grado di ridurre la degradazione dell’istone 

deacetilasi, impedendone l’ubiquitinazione (216). 
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1.2.5 Ruolo dell’NNMT nella malattia di Parkinson 

 

In diverse aree del sistema nervoso centrale, l’NNMT viene espressa in maniera costitutiva. 

Fisiologicamente i livelli di mRNA relativi all’enzima sono elevati nel midollo spinale, nella 

medulla e nel lobo temporale, risultano invece ridotti nella porzione cerebellare e nei nuclei 

subtalamico e caudato. Nel lobo temporale e nel midollo spinale oltre alla proteina è possibile 

rilevare la sua attività enzimatica (217). L’area cerebellare di soggetti deceduti in seguito a 

malattia di Parkinson è caratterizzata da un aumento dei livelli proteici dell’NNMT. Tale 

incremento ha suggerito di svolgere ricerche per identificare un potenziale coinvolgimento 

dell’NNMT in questo disturbo neurodegenerativo (218). 

Diversi studi hanno indagato la possibile neurotossicità dell’MNA e le conseguenze 

metaboliche della catalisi del substrato preferenziale o di altri substrati alternativi dell’NNMT 

(219-222). Ad oggi, i dati a disposizione in tale ambito indicano la capacità dell’enzima di 

indurre una risposta cellulare che contrasta la condizione di stress associata alla malattia di 

Parkinson. A tal fine andando ad utilizzare come modello sperimentale la linea cellulare di 

neuroblastoma umano SH-SY5Y, è stato scoperto che l’induzione dell’espressione 

dell’NNMT comporta una diminuzione della morte cellulare associata ad un aumento 

dell’attività del complesso I mitocondriale. In aggiunta è stato riscontrato un aumento dei 

livelli intracellulari di ATP e del rapporto ATP/ADP, indice di disponibilità energetica. Nelle 

cellule SH-SY5Y prive dell’espressione endogena dell’NNMT, l’incubazione con MNA 

determina l’insorgenza degli stessi effetti generati dall’espressione dell’enzima. Inoltre, sia il 

trattamento con MNA sia l’espressione dell’NNMT conferiscono alle cellule una maggior 

protezione nei confronti dell’effetto citotossico indotto da inibitori del complesso I, quali 

l’MPP+ e il rotenone (223). Studi successivi, condotti sulla medesima linea cellulare e su 

neuroni dopaminergici mesencefalici murini, hanno evidenziato che l’overespressione 
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dell’NNMT e il trattamento con MNA inducono un aumento del numero degli assoni e del 

grado di ramificazione, modificando di conseguenza la morfologia neuronale (224). La linea 

cellulare SH-SY5Y è stata sottoposta ad altri studi che hanno dimostrato sia l’effetto 

citoprotettivo dell’NNMT nei confronti di composti ad azione neurotossica (225), sia il ruolo 

di mediatore della sirtuina 3 nella promozione dell’attività del complesso I mitocondriale e 

nella sintesi di ATP indotte dall’NNMT (226). 

Con lo scopo di elucidare il ruolo svolto dall’NNMT nell’eziopatogenesi del Parkinson, in 

seguito alla scoperta della sua capacità di metilare l’NH, sono stati intrapresi studi a carico 

delle cellule SH-SY5Y. Nel liquido cefalorachidiano e nel sistema nervoso centrale di 

pazienti affetti dalla malattia di Parkinson sono infatti rilevabili elevati livelli di NH. Poichè 

l’azoto piridinico riscontrabile a livello dell’NH può subire l’N-metilazione da parte 

dell’NNMT con conseguente formazione di MeNH, un inibitore del complesso I della catena 

respiratoria, è sorta l’ipotesi secondo cui l’enzima sia in grado di promuovere la progressione 

della malattia, in quanto responsabile dell’accumulo di composti ad azione neurotossica. 

Tuttavia, i risultati ottenuti hanno smentito questa ipotesi. È stato infatti dimostrato che la 

tossicità causata dall’MeNH è minore di quella esercitata dall’NH. L’attività metilante 

dell’enzima permetterebbe quindi la rimozione dell’NH, proteggendo la cellula dall’azione 

neurotossica esercitata da tale composto. In aggiunta, le cellule esprimenti l’enzima e trattate 

con MeNH sono caratterizzate da un incremento della vitalità e dei livelli di concentrazione di 

ATP, rispetto a cellule in cui l’espressione costitutiva dell’NNMT è assente (191). Nel 

complesso tutte queste evidenze non solo smentiscono il potenziale ruolo pro-

eziopatogenetico dell’enzima nella malattia di Parkinson, ma addirittura gli conferiscono 

un’importanza significativa nell’ambito dei meccanismi volti a contrastare l’avanzamento del 

disturbo neurodegenerativo. 
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1.2.6 Ruolo dell’NNMT nelle neoplasie 

 

L’espressione dell’NNMT risulta significativamente aumentata nel carcinoma orale 

squamocellulare (OSCC); inoltre i suoi livelli sono inversamente correlati allo stadio, al pT, al 

grado istologico e alla presenza di metastasi linfonodali (227, 228). L’analisi dell’espressione 

proteica, effettuata a carico di campioni salivari, ha evidenziato un aumento dei livelli 

dell’enzima in soggetti affetti da OSCC rispetto a quelli rilevati in individui sani. Tale 

risultato ha posto le basi per lo sviluppo di un test per la diagnosi precoce e non-invasiva di 

questa neoplasia (229). Per comprendere il ruolo svolto dall’NNMT nel metabolismo della 

cellula tumorale relativa a tale neoplasia, sono stati eseguiti esperimenti di silenziamento 

dell’enzima nelle linee cellulari KB e PE/CA PJ-15 attraverso l’induzione del meccanismo 

dell’RNA interference (RNAi). La riduzione del livello di espressione dell’NNMT ha 

determinato una diminuzione della crescita cellulare e del potenziale tumorigenico in vivo, 

evidenziando un possibile coinvolgimento dell’enzima nella proliferazione e nei meccanismi 

di tumorigenicità della cellula neoplastica (230, 231). Al contrario, l’induzione 

dell’overespressione dell’NNMT nella linea cellulare HSC-2 è in grado di conferire alla 

cellula di OSCC una maggiore capacità proliferativa in vitro (232). 

Uno studio recente focalizzato a comprendere l’associazione tra NNMT e le cellule staminali 

tumorali (cancer stem cells o CSCs) ha valutato l’espressione dell’enzima nelle cellule 

tumorali staminali ottenute a partire dalla linea cellulare di carcinoma della laringe Hep-2. I 

dati ottenuti indicano un’overespressione dell’NNMT nelle popolazioni arricchite in CSCs 

rispetto alle cellule parentali e conferiscono all’enzima un ruolo rilevante nel metabolismo 

della cellula tumorale, in considerazione del fatto che le CSCs vengono considerate le 

principali responsabili dei fenomeni di chemioresistenza e radioresistenza e inoltre sono 

coinvolte nella possibile recidiva del tumore (233).  
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L’upregolazione dell’NNMT è stata ormai rilevata in diverse neoplasie, tuttavia il suo ruolo 

nel processo di tumorigenesi è ancora in parte sconosciuto. Un’indagine a carattere 

metabolomico ha mostrato che nelle cellule cancerose caratterizzate da un’attività elevata 

dell’NNMT, si riscontra una significativa riduzione dei livelli di S-adenosil-L-metionina con 

conseguente alterazione dello stato di metilazione globale della cellula. Si ritiene che questo 

fenomeno modifichi il quadro epigenetico della cellula neoplastica, causando uno stato di 

ipometilazione degli istoni potenzialmente associato all’induzione dell’espressione di fattori 

protumorigenici (234, 235). 

Studi di espressione genica, condotti in campioni di glioblastoma multiforme (GBM), hanno 

consentito di rilevare elevati livelli di RNA messaggero per l'NNMT rispetto ai controlli. I 

controlli erano costituiti da campioni di tessuto cerebrale rimossi chirurgicamente da pazienti 

affetti da forme epilettiche particolarmente severe (236). In aggiunta sono stati rilevati elevati 

livelli di attività dell’enzima e del suo prodotto di reazione in linee cellulari di glioma umano 

trattate con interferone gamma (237). 

L’espressione dell’enzima e del suo potenziale ruolo è stata inoltre valutata in cellule di 

carcinoma mammario. In particolare, sono state condotte analisi che hanno evidenziato la 

presenza dell'NNMT in linee cellulari adriamicina-resistenti (MCF-7/ADR), mentre 

l’espressione dell’enzima non è stata rilevata invece a livello delle cellule progenitrici (MCF-

7), sensibili al trattamento con questo farmaco ad azione chemioterapica (238, 239). Un 

ulteriore studio condotto su linee cellulari di carcinoma mammario ha consentito di rilevare le 

seguenti evidenze: 

• la downregolazione dell’NNMT nelle linee cellulari Bcap-37 e MDA-MB-2 causa una 

notevole riduzione della crescita cellulare, della capacità di formare colonie in vitro, e 

della tumorigenicità in vivo, 
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• tali linee sono inoltre caratterizzate da una maggiore percentuale di cellule che vanno 

incontro ad apoptosi e da un significativo aumento della produzione di ROS rispetto 

alle cellule di controllo, 

• l’overespressione dell’NNMT nelle linee cellulari MCF-7 e SK-BR-3 è associata ad 

un’aumentata proliferazione cellulare, ad una maggiore capacità di formare colonie ed 

una riduzione dell’apoptosi. 

I risultati appena elencati indicano che il silenziamento genico dell’NNMT può rappresentare 

una strategia molecolare per il trattamento del cancro alla mammella (240). 

Ulteriori studi si sono focalizzati sulla comprensione dei meccanismi molecolari relativi alla 

patogenesi del cancro della tiroide, mediante analisi dei profili di espressione genica di linee 

cellulari di carcinoma tiroideo di tipo papillare, anaplastico, follicolare e midollare. I risultati 

hanno evidenziato un'overespressione del gene per l'NNMT nell’istotipo papillare. Sono 

inoltre stati rilevati elevati valori di attività enzimatica rispetto a quelli relativi ad altre 

tipologie cellulari, al tessuto sano e alle colture primarie di cellule tiroidee. Analisi 

immunoistochimiche hanno permesso di ottenere risultati che sono in accordo con quelli 

dell'attività catalitica: a livello tissutale la proteina è abbondante nel carcinoma papillare e 

follicolare, ma non viene rilevata nel tessuto sano e nell'adenoma follicolare. Inoltre, le 

indagini immunoistochimiche hanno confermato la localizzazione citoplasmatica dell'NNMT 

(241). 

L'analisi dei profili di espressione genica è stata eseguita anche in pazienti affetti da 

carcinoma del pancreas e tale analisi, realizzata a partire dall'RNA isolato dal succo 

pancreatico, ha messo in luce un'elevata espressione del gene per l'NNMT rispetto ai soggetti 

affetti da patologie non neoplastiche relative al tratto gastrointestinale superiore (242). 

Successivamente, è stato condotto uno studio su tessuti provenienti da pazienti affetti da 
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carcinoma pancreatico e da soggetti affetti da pancreatite, al fine di valutare i livelli di 

espressione dell’NNMT nonché di esaminare la valenza prognostica dell’enzima. Dai risultati 

si è evinta un’upregolazione dell’NNMT nel tessuto canceroso rispetto al tessuto di controllo. 

In aggiunta i livelli di espressione dell’enzima nel tessuto canceroso sono significativamente 

correlati ai principali parametri clinico-patologici come lo stadio, la taglia e il grado di 

differenziamento del tumore (243). Infine, uno studio condotto sulla linea cellulare di 

adenocarcinoma pancreatico PANC-1, sottoposta a deprivazione di glucosio, ha dimostrato 

che il silenziamento dell’NNMT comporta una riduzione della proliferazione delle cellule 

tumorali, mentre la sua overespressione promuove la crescita e l’invasività delle stesse 

cellule. Queste evidenze sottolineano il ruolo chiave dell’enzima nella proliferazione cellulare 

e nel potenziale metastatico delle cellule cancerose pancreatiche sottoposte a stress 

metabolico (244). L’analisi del metaboloma della linea cellulare PANC-1 mediante 

cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa (LS-MS) ha riscontrato elevati 

livelli di MNA. Questo aumento è significativamente associato ad elevati livelli di mRNA per 

l’NNMT (245). 

Sono state svolte analisi su campioni tissutali provenienti da soggetti affetti da carcinoma 

colorettale che hanno evidenziato elevati livelli proteici di NNMT nel tessuto canceroso 

rispetto a quello sano. Al fine di esplorare il potenziale ruolo dell’enzima come marker 

periferico di questo tipo di carcinoma è stato eseguito uno screening a livello serico a carico 

di un elevato numero di campioni provenienti da soggetti sani e da pazienti affetti da 

carcinoma colorettale. I risultati hanno mostrato la presenza di elevati livelli di NNMT nel 

siero dei soggetti patologici. Considerando che l'NNMT è una proteina citosolica non soggetta 

a secrezione, il fatto che sia rilevata nel siero fa supporre che nei soggetti affetti da carcinoma 

colorettale la lesione neoplastica intestinale possa determinare un rilascio dell'enzima a livello 
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periferico o che la presenza di condizioni patologiche a livello epatico non ancora manifeste 

(micrometastasi associata a necrosi degli epatociti) induca la traslocazione di parte della 

proteina nel siero. Di conseguenza la determinazione dei livelli plasmatici dell'NNMT 

potrebbe avere un'importante significato nella diagnosi precoce del carcinoma colorettale 

(246). Sulle linee cellulari di carcinoma colorettale HT-29 e SW480 è stata valutata la 

funzione biologica dell’NNMT mediante rispettivamente esperimenti di silenziamento genico 

e di overespressione. I risultati hanno dimostrato che l’upregolazione dell’enzima non solo 

promuove la proliferazione cellulare, aumenta la capacità di formare colonie in vitro e la 

tumorigenesi in vivo, ma induce anche una riduzione dell’apoptosi e dei livelli intracellulari di 

ROS, contestualmente ad un aumento dei livelli di ATP. Inoltre, in seguito a trattamento con 

MNA si osservano effetti analoghi. Per questo motivo tali risultati suggeriscono un potenziale 

coinvolgimento dell’NNMT nel bilancio energetico della cellula e nella produzione di ROS 

(247). 

Studi eseguiti su linee cellulari dell’adenocarcinoma colorettale hanno avuto l’obbiettivo di 

valutare l’effetto dell’NNMT sulla sensibilità del 5-fluorouracile (5-FU), un farmaco 

utilizzato nei protocolli di chemioterapia adoperati per curare questa neoplasia. I risultati 

indicano che l’espressione dell’enzima esalta la refrattarietà di queste linee cellulari al 

trattamento con 5-FU. Ciò e principalmente dovuto al fatto che l’NNMT è in grado di 

determinare un abbassamento dei livelli di ROS, la cui produzione in tale contesto è indotta 

dal trattamento con 5-FU. Per tale motivo si verifica un’inattivazione del pathway ASK1-

p38MAPK che conduce ad una riduzione del tasso di apoptosi 5-FU-associata (248). 

Studi di natura proteomica eseguiti su campioni di carcinoma gastrico hanno permesso di 

rilevare elevati livelli di NNMT nel tessuto canceroso rispetto a quello sano (249). Tale 

overespressione è stata confermata da studi successivi che, in aggiunta, hanno indagato anche 
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il potenziale prognostico dell’NNMT. Sulla base dei risultati ottenuti è stata dimostrata 

l’esistenza di una correlazione tra i livelli di espressione dell’enzima ed i parametri 

strettamente associati alla sopravvivenza, tra cui la dimensioni del tumore, la presenza di 

metastasi linfonodali e lo stadio. Inoltre, la downregolazione dell’enzima nelle linee cellulari 

di carcinoma gastrico comporta una riduzione della proliferazione, della migrazione e 

dell’invasione cellulare (250). 

Elevati livelli serici di NNMT sono stati rilevati tramite il test ELISA in pazienti affetti da 

carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) rispetto a soggetti sani e a pazienti 

affetti da COPD. Grazie ad analisi statistiche svolte in seguito, è stata evidenziata 

l’importanza della valutazione combinata dei livelli serici dell'NNMT e dell’antigene carcino-

embrionario (CEA) per aumentare la sensibilità diagnostica del NSCLC (251). L’analisi dei 

livelli di espressione dell’enzima NNMT (Real-Time PCR, Western blot e saggio per la 

determinazione dell’attività catalitica) è stata successivamente condotta in campioni di tessuto 

tumorale e peritumorale prelevato vicino (1-2 cm) e lontano (>5 cm) rispetto al margine della 

neoplasia, ottenuti da soggetti affetti da NSCLC. Dai risultati acquisiti si è potuto rilevare un 

aumento statisticamente significativo dell’espressione dell’NNMT nel tessuto tumorale 

rispetto a quello peritumorale a livello di messaggero, di proteina e di attività specifica (252). 

Inoltre, esperimenti di silenziamento genico dell’enzima nella linea cellulare A549 relativa a 

tale carcinoma, hanno consentito di valutare l’effetto indotto dalla riduzione dei livelli di 

espressione dell’enzima sul fenotipo della cellula neoplastica. I risultati ottenuti hanno 

evidenziato che il knockdown dell’NNMT comporta una sensibile riduzione della 

tumorigenicità in vitro (253). 

A differenza di quanto riportato finora, in campioni di carcinoma epatocellulare sono 

riscontrati ridotti livelli di messaggero per l'NNMT rispetto al tessuto sano adiacente. Inoltre, 
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i livelli di espressione dell’enzima risultano direttamente correlati con lo stadio tumorale e 

inversamente con la sopravvivenza. Tali osservazioni designano l’NNMT come possibile 

marcatore prognostico (254).  

Per quanto riguarda le neoplasie a carattere urologico, analisi sull'enzima sono state eseguite a 

carico del tumore della vescica, del rene e della prostata. Nella linea di carcinoma vescicale 

radioresistente (MGH-UI) sono stati rilevati elevati livelli di messaggero per l'NNMT rispetto 

a quanto evidenziato nel suo subclone radiosensibile (S40b). Ciò ha sottolineato che l’enzima 

riveste un ruolo nella responsività cellulare al trattamento radioterapico e il possibile 

coinvolgimento dell’NNMT nel determinare questa radioresistenza potrebbe essere dovuto 

alla sua attività catalitica. Infatti, gli elevati livelli di espressione dell’enzima potrebbero 

determinare una riduzione intracellulare dei livelli di nicotinamide, noto radiosensibilizzante 

in grado di amplificare il danno prodotto dalle radiazioni a livello cellulare (255). In tale 

ambito, studi successivi sono stati condotti su CSCs. Cloni di CSCs di origine mesenchimale 

che overesprimono l’NNMT hanno mostrato una spiccata resistenza al trattamento 

radioterapico, permettendo di formulare l’ipotesi che gli elevati livelli di enzima possano 

essere responsabili di radioresistenza. Infatti, l’attività dell’NNMT, poiché abbassa i livelli 

intracellulari di nicotinamide, determina la rimozione dell’inibizione che questo composto 

esercita verso le PARPs, e consentendo così la riparazione del DNA danneggiato. Nei cloni 

radioresistenti sono stati inoltre rilevati elevati livelli di espressione di NAMPT, enzima 

coinvolto nella sintesi del NAD+ a partire dalla nicotinamide. Elevati livelli di NAMPT si 

tradurrebbero in una maggiore disponibilità di NAD+, substrato della PARP nei processi di 

ADP-ribosilazione (256). In linee cellulari di carcinoma della vescica sono stati eseguiti 

esperimenti di silenziamento dell'NNMT che hanno mostrato una riduzione della migrazione 

e della proliferazione cellulare, suggerendo un possibile ruolo dell'enzima nella progressione 
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tumorale (257). In campioni di tessuto canceroso di pazienti affetti da carcinoma uroteliale 

della vescica, uno studio recente ha mostrato alti livelli di espressione e di attività enzimatica 

dell'NNMT. Successive analisi, effettuate su cellule di sfaldamento dell'urotelio provenienti 

da campioni urinari di pazienti affetti da neoplasia vescicale e da soggetti sani, hanno previsto 

la valutazione dell’espressione dell’enzima a livello sia di messaggero sia di proteina. I 

risultati hanno indicato un aumento dei livelli di espressione dell’NNMT nei campioni 

tumorali rispetto ai controlli. In base a tali scoperte, la determinazione dei livelli di 

espressione urinaria dell'enzima può essere usata nella diagnosi precoce e non-invasiva del 

carcinoma uroteliale della vescica (258, 259). 

In pazienti affetti da carcinoma renale a cellule chiare sono stati rilevati elevati livelli di 

messaggero per l’NNMT nel tessuto renale canceroso rispetto a quello sano (260, 261). 

Analisi immunoistochimiche condotte su campioni di carcinoma renale hanno mostrato una 

correlazione inversa tra i livelli di espressione dell'enzima e la sopravvivenza dei pazienti 

(262). Attraverso 2D-PAGE ed analisi immunoistochimica è stata confermata la presenza di 

elevati livelli di NNMT nei campioni di carcinoma renale a cellule chiare rispetto ai campioni 

di controllo, nonché una correlazione inversa tra l’espressione dell’enzima e il grado del 

tumore. Successivamente sul plasma di pazienti affetti da carcinoma renale e di soggetti sani 

sono stati eseguiti test ELISA che hanno confermato la presenza di maggiori livelli di enzima 

nei campioni tumorali (263). Un ulteriore studio effettuato su linee cellulari di carcinoma 

renale a cellule chiare ha messo in evidenza che l’espressione dell’NNMT è in grado di 

promuovere la capacità invasiva della cellula. Al contrario, in seguito al silenziamento 

dell’NNMT si assiste ad una diminuzione della crescita tumorale e del potenziale metastatico 

in vivo della cellula tumorale (264). I risultati di un altro studio condotto sul carcinoma renale 

ha mostrato elevati livelli serici di NNMT nei soggetti patologici rispetto ai controlli, 
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proponendo l'NNMT come promettente biomarker per la diagnosi precoce dei tumori renali, 

sia in termini di specificità sia di sensibilità (265). 

Analisi immunonoistochimiche hanno evidenziato un’overespressione dell’enzima nel 

carcinoma prostatico rispetto all’iperplasia prostatica benigna. Indagini successive, mirate ad 

identificare le correlazioni tra i livelli dell’NNMT ed i parametri clinico-patologici, hanno 

dimostrato che l’espressione dell’enzima è inversamente correlata al grado di 

differenziamento (Gleason score), suggerendo un potenziale coinvolgimento dell’NNMT 

nelle fasi precoci della trasformazione maligna del tessuto prostatico. Di recente sono state 

svolte analisi nei confronti di soggetti affetti da forme più avanzate di carcinoma prostatico 

che hanno dimostrato l’esistenza di una correlazione diretta tra i livelli di espressione 

dell’NNMT e la sopravvivenza. Questi ultimi risultati suggeriscono che l’analisi 

dell’espressione dell’enzima potrebbe essere utilizzata nella formulazione della prognosi dei 

pazienti affetti da tale neoplasia (266). 
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1.3 SCOPO DEL LAVORO 

 

Alla luce degli studi riportati in letteratura, che descrivono un aumento dell’espressione 

dell’NNMT in molte neoplasie, è risultato interessante intraprendere un lavoro ricerca volto 

all’esplorazione del potenziale coinvolgimento dell’enzima nel melanoma cutaneo, 

suddividendo la parte sperimentale in due fasi distinte. In prima istanza, è stato affrontato lo 

studio dell’espressione dell’NNMT mediante analisi immunoistochimica, condotta su 34 

campioni di melanoma e su 34 nevi, utilizzati come controlli. Nel corso della seconda fase, al 

fine comprendere il ruolo svolto dall’enzima nel metabolismo della cellula tumorale, sono 

stati effettuati esperimenti di silenziamento dell’NNMT nella linea cellulare di melanoma 

metastatico umano A375. Per raggiungere tale scopo, le cellule sono state trasfettate con 

plasmidi codificanti shRNAs che hanno come bersaglio la sequenza dell’RNA messaggero 

per l’NNMT. Dopo aver saggiato l’efficienza del silenziamento dell’enzima, le cellule sono 

state assoggettate a saggi volti alla valutazione di aspetti squisitamente correlati alla 

tumorigenicità, quali la proliferazione (saggio MTT) e la migrazione (wound healing assay) 

cellulare. Tali analisi sono state condotte al fine di esplorare se la riduzione dell’espressione 

dell’NNMT fosse in grado di alterare il fenotipo della cellula neoplastica, al fine di verificare 

la possibilità di utilizzare l’enzima quale target molecolare nella terapia del melanoma 

cutaneo. 
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2 MATERIALI E METODI 

2.1 CAMPIONI TISSUTALI 

2.1.1 Analisi immunoistochimica 

 

L’analisi immunoistochimica è stata effettuata su 68 campioni fissati in formalina e inclusi in 

paraffina (FFPE), ottenuti dal Dipartimento di Scienze Biomediche e di Sanità Pubblica 

dell'Università Politecnica delle Marche. 

Dei 68 campioni analizzati, 34 erano relativi a casi di melanoma primario e 34 erano nevi, 

utilizzati come controlli. Nell’ambito dei 34 pazienti affetti da melanoma, 21 erano uomini e 

13 erano donne; l’età media era pari a circa 62 anni. I nevi, utilizzati in qualità di campioni di 

riferimento, sono stati ottenuti da pazienti che non differivano significativamente per età e 

sesso rispetto a quelli relativi ai campioni patologici. Le caratteristiche demografiche e i 

parametri clinico-patologici relativi ai campioni patologici sono riportate nella Tabella 1. 
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CATEGORIE  

CASI 34 

SESSO 
   Uomini 
   Donne 

 
21 
13 

ETÀ 
   Media 
   Range 

 
62 
28 - 96 

SPESSORE DI BRESLOW (mm) 
   Media 
   Range 

 
1.76 
0.1 - 8 

LIVELLO DI CLARK 
   I 
   II 
   III 
   IV 
   V 

 
2 
5 
12 
13 
2 

NUMERO DI MITOSI (mitosi/mm2) 
   Assenza di mitosi 
   1-5 
   > 5 

 
18 
8 
8 

REGRESSIONE 
   No 
   Sì 

 
27 
7 

ULCERAZIONE 
   No 
   Sì 

 
29 
5 

FLOGOSI 
   No 
   Sì 

 
17 
17 

SOTTOTIPO 
   Diffusione superficiale 
   Nodulare 
   Acrale lentigginoso 
   Melanoma in situ 

 
21 
9 
2 
2 

 

 

Tabella 1. Caratteristiche demografiche e parametri clinico-patologici dei pazienti affetti da 

melanoma. 
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Mediante l’utilizzo del microtomo, dai blocchetti di tessuto FFPE sono state ottenute sezioni 

dello spessore di 5 μm, che successivamente sono state montate su vetrini ricoperti da poly-L-

lisina. Dopo l’essiccamento a caldo, le sezioni sono state sottoposte a deparaffinizzazione in 

xilene e a reidratazione mediante immersione in una serie di alcoli a concentrazione 

decrescente. In seguito, per lo smascheramento dell’antigene, i vetrini sono stati incubati con 

la soluzione EnVision FLEX Target Retrieval a pH basso (Dako, Carpinteria, California, 

USA). L'attività perossidasica endogena è stata inibita mediante il trattamento delle sezioni 

con perossido di idrogeno al 3% per 7 minuti. Dopo un lavaggio di 5 minuti con il tampone 

EnVision FLEX Wash Buffer (Dako), le sezioni sono state incubate a temperatura ambiente 

per 1 ora con anticorpo policlonale di coniglio anti-NNMT umana con una diluizione 1:1500 

(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). In seguito ad un ulteriore lavaggio, le sezioni sono 

state sottoposte ad incubazione con EnVision FLEX/HRP (Dako) per 20 minuti. I vetrini sono 

stati quindi assoggettati a trattamento con la soluzione di lavaggio e sottoposti ad incubazione 

per 10 minuti con la diaminobenzidina contenuta nella soluzione EnVision FLEX DAB+ 

Chromogen (Dako). Le sezioni sono state colorate con ematossilina di Mayer (Bio-Optica, 

Milano, Italia) e montate permanentemente sui vetrini. Ogni sezione è stata esaminata al 

microscopio ottico. Un campione di ccRCC è stato usato come controllo positivo, mentre i 

vetrini che fungevano da controlli negativi invece sono stati ottenuti sostituendo l'anticorpo 

primario con le IgG di coniglio. 

Tutte le analisi sono state condotte indipendentemente da due esperti non informati sulle 

caratteristiche clinico-patologiche dei campioni, utilizzando un microscopio ottico collegato 

ad una fotocamera digitale Nikon DS-Vi1 (Nikon Instruments, Europe BV, Kingston, Surrey, 

England).  Per valutare la variabilità inter- ed intra-osservatore, ogni vetrino è stato analizzato 

3 volte. L’accordo fra i due esperti è stato sempre superiore al 95% ed eventuali discrepanze 
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sono state sanate utilizzando un microscopio ottico a doppia testa, per la valutazione 

simultanea del caso. Le cellule colorate sono state contate in almeno 10 campi di ampiezza 

pari a circa 0,7 mm2, usando un ingrandimento totale di 400x. L’espressione dell’enzima è 

stata valutata ed espressa in termini di percentuale di cellule positive rispetto a quelle 

osservate. Successivamente, i valori precentuali sono stati raggruppati utilizzando un sitema 

di classificazione a cinque livelli (o score): 0 (0-10%), 1 (10-30%), 2 (30-50%), 3 (50-80%) e 

4 (80- 100%). 

 

2.1.2 Analisi statistiche 

 

I dati ottenuti sono stati analizzati mediante il software GraphPad Prism, versione 6.00 per 

Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). Le differenze tra i gruppi e 

le correlazioni tra i livelli di espressione dell’NNMT e i parametri clinicopatologici sono state 

determinate utilizzando il test U di Mann-Whitney e il test di Spearman. Un valore di p 

inferiore a 0,05 è stato considerato statisticamente significativo. 
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2.2 CELLULE IN COLTURA 

 

Per valutare il ruolo dell’NNMT nel metabolismo della cellula tumorale, sono stati effettuati 

esperimenti in vitro utilizzando come modello la linea cellulare A375 di melanoma cutaneo 

metastatico umano. 

 

2.2.1 Colture cellulari 

 

La linea cellulare A375 di melanoma cutaneo metastatico umano è stata ottenuta 

dall’American Type Culture Collection (ATCC, CCL-185 Rockville, MD, USA). Le cellule 

A375 crescono in adesione in DMEM High Glucose, addizionato di siero fetale bovino al 

10%, gentamicina 50 µg/ml e glutammina 2 mM. Questa linea cellulare è stata mantenuta in 

coltura a 37°C in incubatore con atmosfera umidificata al 95% di ossigeno e al 5% di anidride 

carbonica. 

 

2.2.2 Silenziamento dell’NNMT 

 

A carico della linea cellulare A375 è stato effettuato il silenziamento dell’NNMT attraverso 

l’RNA interference (RNAi), un meccanismo di silenziamento genico post-trascrizionale 

basato sull’azione di molecole di RNA a doppia elica (dsRNA) che si legano all’RNA 

messaggero in maniera sequenza specifica causandone la degradazione. L’RNAi può essere 

eseguito attraverso l’impiego di 2 tipologie di silenziatore: gli short interfering RNAs 

(siRNAs) o gli short hairpin RNAs (shRNAs). 

Il primo consiste di un oligo a doppio filamento che, una volta acquisito dalla cellula 

bersaglio mediante trasfezione, determina la degradazione sequenza-specifica dell’RNA 
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messaggero relativo al gene target (267). Nel secondo caso invece si sfruttano molecole di 

shRNAs, generalmente codificate a partire da plasmidi utilizzati per trasfettare le cellule 

oggetto di studio. Una volta all’interno della cellula eucariotica, tali plasmidi vengono 

riconosciuti dall’RNA Polimerasi III, che è in grado di condurre alla trascrizione delle 

sequenze relative agli shRNAs. Tali molecole sono costituite da un filamento senso, uno 

spacer (ansa o loop) ed un filamento antisenso. I filamenti senso e antisenso si appaiano tra 

loro portando alla formazione di una tipica struttura a “forcina” (hairpin) che, una volta 

riconosciuta da complessi multienzimatici specifici, va incontro dapprima alla degradazione 

del loop e successivamente al processo di unwinding, che consiste nella separazione dei due 

filamenti complementari. Il filamento antisenso andrà quindi a legarsi ad una sequenza 

complementare presente dell’RNA messaggero del gene target, inducendone la successiva 

degradazione (Figura 6) (268). 

Le cellule A375 sono state seminate in piastre 24-well (4x104 cellule per pozzetto). Il giorno 

successivo alla semina, le cellule hanno raggiunto una confluenza del 70-80%, valore ottimale 

relativo a tale parametro per essere assoggettate con successo a trasfezione. Le cellule sono 

state quindi trasfettate mediante l’utilizzo dell’agente di trasfezione liposomiale FuGENE HD 

Transfection Reagent (Promega, Madison, WI, USA). Per ogni campione è stata allestita una 

miscela di volume pari a 25 μl contenente 0,5 μg di DNA plasmidico, 1,5 μl di FuGENE e 

terreno DMEM privo di siero e di antibiotico. La miscela a questo punto è stata incubata a 

temperatura ambiente per 10 minuti e successivamente aggiunta a ciascun pozzetto, 

contenente 500 μl di terreno. I plasmidi utilizzati per il silenziamento dell’NNMT sono: 

pLKO.1-164, pLKO.1-330 e pLKO.1-711 (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO) (Figura 7). Tali 

vettori si differenziano poiché ognuno di essi ospita la sequenza nucleotidica relativa ad un 

shRNA contenente un filamento antisenso complementare ad una specifica regione del 
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messaggero dell’NNMT. Le cellule sono state inoltre trasfettate con una miscela contenente 

ciascuno dei tre precedenti plasmidi in parti uguali, mantenendo invariati i rapporti tra DNA e 

FuGENE (1:3). Infine, per valutare l’eventuale interferenza sull’espressione genica data dal 

solo plasmide, le cellule sono state trasfettate anche con il plasmide pLKO.1-puro (Sigma-

Aldrich, St. Luis, MO) privo dell’inserto codificante per l’shRNA. Le cellule utilizzate come 

controllo (mock), invece, sono state trattate con il solo reagente di trasfezione. 
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Figura 6. Silenziamento genico mediante plasmidi codificanti shRNAs. 
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Figura 7. Rappresentazione del plasmide pLKO.1-puro. A valle del promotore U6 è indicata 

la regione in cui è inserita la sequenza nucleotidica di un generico shRNA, utilizzato per il 

silenziamento genico. 

 

Dopo 48 ore dall’inizio della trasfezione, il terreno è stato rimosso dai pozzetti contenenti le 

cellule in coltura e sostituito con un’aliquota contenente puromicina (1 µg/ml) (Sigma-

Aldrich, St. Luis, MO). Il plasmide pLKO.1-puro contiene infatti la sequenza nucleotidica 

relativa all’elemento genetico in grado di conferire alle cellule eucariotiche la resistenza a tale 
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agente. L’aggiunta nel terreno di coltura della puromicina ha segnato quindi l’inizio del 

processo di selezione dei cloni cellulari puromicina-resistenti, che si è protratto per un periodo 

di circa due settimane. Durante questo lasso di tempo, all’interno dei pozzetti relativi al 

trattamento con il solo reagente di trasfezione, le cellule sono morte, mentre nei campioni 

trasfettati con i plasmidi per il silenziamento dell’NNMT o con il vettore vuoto, dopo 

un’iniziale fase di morte cellulare generalizzata, i cloni ospitanti i vettori hanno iniziato a 

replicarsi. Al completamento del processo di selezione, i cloni cellulari sono stati espansi ed 

analizzati al fine di verificare l’avvenuto silenziamento dell’enzima. Le cellule selezionate 

sono state mantenute in terreno DMEM completo contenente puromicina 1 µg/ml ed utilizzate 

per lo svolgimento delle successive analisi cellulari. 

L’efficienza del silenziamento genico dell’NNMT è stata valutata a livello di mRNA 

mediante Real-Time PCR e a livello proteico mediante Western blot. 

 

2.2.3 Isolamento, quantificazione e retrotrascrizione dell’RNA totale 

 

Il materiale di laboratorio necessario per l’estrazione dell’RNA totale è stato trattato con una 

soluzione di dietilpirocarbonato (DEPC) allo 0,1% in acqua MilliQ ed è stato 

successivamente sterilizzato in autoclave a 120°C per 30 minuti, al fine di inibire l’attività 

delle ribonucleasi. Con il medesimo scopo, il piano di lavoro e gli strumenti non autoclavabili 

sono stati trattati con RNase Zap (Sigma). 

Le cellule sono state staccate utilizzando tripsina-EDTA e contate con l’impiego della camera 

di Burker e del Trypan Blu. Alla conta è seguita una centrifugazione a 300 x g per 5 minuti a 

4°C. I pellet cellulari (1x106) ottenuti sono stati utilizzati per l’estrazione dell’RNA totale 

mediante l’utilizzo del kit SV Total RNA Isolation System (Promega). L’isolamento 
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dell’RNA ha previsto diversi passaggi: lisi cellulare, denaturazione dei complessi 

nucleoproteici, inattivazione dell’attività ribonucleasica endogena e rimozione del DNA 

genomico e delle proteine contaminanti. 

Per determinare la concentrazione e la purezza del campione, l’RNA isolato è stato sottoposto 

ad analisi spettrofotometrica tramite l’utilizzo dello strumento NanoDrop 1000 (Thermo 

Scientific). Per questa analisi sono stati valutati i valori di assorbanza a 3 diverse lunghezze 

d’onda: 230 nm, 260 nm e 280 nm. In aggiunta sono stati verificati i rapporti tra i valori di 

assorbanza misurati alle differenti lunghezze d’onda (260/280 nm; 260/230 nm) per poter 

valutare eventuali contaminazioni dei campioni da parte rispettivamente di proteine o di 

guanidina tiocianato. 

Un’aliquota di RNA totale pari a 1 μg è stata sottoposta a retrotrascrizione attraverso il kit M-

MLV Reverse Transcriptase (Promega) e random primers. Il cDNA ottenuto in questo modo è 

stato utilizzato come templato per le analisi eseguite tramite Real-Time PCR. 

 

2.2.4 Real-Time PCR 

 

Il silenziamento dell’NNMT a carico delle cellule di melanoma cutaneo metastatico è stato 

verificato mediante Real-Time PCR, utilizzando come templato il cDNA precedentemente 

sintetizzato. 

La Real-Time PCR è una metodica che consente l’amplificazione e contemporaneamente la 

quantizzazione del DNA utilizzato come stampo (269). Il DNA presente nel campione viene 

amplificato mediante reazione a catena della polimerasi e l’avanzamento della reazione viene 

monitorato grazie all’emissione di fluorescenza da parte di specifici marcatori fluorescenti, il 

cui accumulo a livello del prodotto di reazione segue la stessa cinetica della reazione di 
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amplificazione. Pertanto, all’aumentare dell’accumulo del prodotto di reazione aumenta il 

segnale fluorescente che viene acquisito da un lettore ottico accoppiato al termociclatore e 

successivamente rielaborato da uno specifico software. La chimica adottata per la rilevazione 

dei prodotti di amplificazione ha previsto l’impiego dell’EvaGreen, quale molecola 

fluorescente in grado di intercalarsi al doppio filamento di DNA.  

In una reazione di amplificazione la quantità di prodotto che si forma dopo un ciclo termico 

raddoppia al ciclo successivo. Di conseguenza 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 sigmoidale. Nella fase 

esponenziale crescente di tale curva è possibile individuare un ciclo di amplificazione 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 interseca la linea di base, al di sopra della quale qualsiasi incremento 

di fluorescenza diventa significativo.  

Per l’analisi dell’espressione dell’NNMT è stato adottato il metodo di quantizzazione relativa 

che consente 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 diverso dal gene di interesse (GOI) che possa 

fungere da standard interno sia per il campione sia per il controllo: il gene housekeeping 

(HKG). Calcolati i valori di Ct relativi al GOI e all’HKG si procede alla determinazione del 

ΔCt (ΔCt = Ct GOI – Ct HKG). Il parametro che quantifica l’espressione relativa del GOI nel 

campione (S) rispetto al controllo (C) è pari a 2-ΔΔCt, dove ΔΔCt = SΔCt – CΔCt (270). 

L’analisi dell’espressione dell’NNMT nei campioni è stata effettuata utilizzando il CFX96 

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Relativamente a ciascun campione sono state 
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allestite miscele di reazione di 20 µl (in duplicato) contenenti 1 µl di cDNA, 10 µl di 

EvaGreen Supermix (Bio-Rad) e i primers specifici ad una concentrazione finale di 500 nM. 

Il protocollo prevede lo svolgimento di 40 cicli di amplificazione, ciascuno dei quali costituito 

da una fase di denaturazione a 95°C per 30 secondi e da una fase di annealing-elongazione a 

58°C per 30 secondi. Le sequenze nucleotidiche relative alle coppie di primers impiegati per 

l’amplificazione dei geni di interesse e per il gene housekeeping (β-actina), sono le seguenti: 

• NNMT (forward) → 5’-GAATCAGGCTTCACCTCCAA-3’, 

• NNMT (reverse) → 5’-TCACACCGTCTAGGCAGAAT-3’, 

• β-actina (forward) → 5’-TCCTTCCTGGGCATGGAGT-3’, 

• β-actina (reverse) → 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’. 

 

2.2.5 Western blot 

 

Per la valutazione dell’espressione della proteina, le cellule sono state staccate con tripsina-

EDTA, contate mediante l’utilizzo di Trypan Blue e della camera di Burker, e 

successivamente centrifugate a 300 x g per 5 minuti a 4°C. I pellet cellulari (3x106) sono stati 

risospesi in 300 µl di un tampone di lisi (PBS contenente Nonidet-P40 10 mg/ml, 

desossicolato di sodio 5 mg/ml, SDS 1 mg/ml, ortovanadato di sodio 1 mM, PMSF 1 mM e 

aprotinina 2 μg/ml) e sottoposti ad omogeneizzazione utilizzando una siringa da insulina.  

In seguito, i campioni sono stati centrifugati a 16.000 x g per 10 minuti a 4°C ed è stato 

prelevato il surnatante (estratto proteico). Un quantitativo pari a 50 μg dell’estratto proteico 

ottenuto da ciascun campione è stato sottoposto ad elettroforesi in condizioni denaturanti 

(SDS-PAGE) secondo il metodo di Laemmli (271), impiegando un running gel ad una 

concentrazione di poliacrilamide pari al 15%. 
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Una volta che la corsa elettroforetica ha avuto termine, è stato effettuato il trasferimento delle 

proteine dal gel ad una membrana di polivinildenfluoruro (PVDF). Il gel è stato immerso per 

10 minuti nel tampone di trasferimento (CAPS 10 mM pH 11, metanolo al 10%). La 

membrana di PVDF poiché è altamente idrofobica, è stata prima immersa in metanolo per 

alcuni secondi, poi in acqua per 2-3 minuti ed infine mantenuta nel tampone di trasferimento 

per almeno 30 minuti.  

A questo punto è stato assemblato il sistema di trasferimento costituito da un supporto 

formato da due lastre di plastica su cui sono stati posti in successione uno sopra l’altro una 

spugnetta e due fogli di carta da filtro delle dimensioni pari a 9x5 cm. Sopra i fogli di carta da 

filtro sono stati deposti il gel, la membrana di PVDF (delle stesse dimensioni del gel), due 

fogli di carta da filtro ed infine un’altra spugnetta. Per garantire il trasferimento i quattro fogli 

di carta da filtro e le due spugnette, prima di essere disposti nell’ordine appena descritto, sono 

stati precedentemente imbevuti nel tampone di trasferimento. Il supporto, contenente i vari 

componenti saldamente ravvicinati tra loro, è stato inserito tra due elettrodi paralleli 

all’interno di una vasca per elettroforesi contenente il tampone di trasferimento rivolgendo il 

lato relativo alla membrana di PVDF verso l’anodo. Poiché le proteine sono cariche 

negativamente, migreranno verso il polo positivo passando dal gel alla membrana di PVDF. Il 

trasferimento è stato protratto per 30 minuti a 250 mA, a 4°C. 

Le membrane su cui sono state trasferite le proteine sono state incubate a 4°C overnight con 

una soluzione di bloccaggio costituita da PBS 1X, siero di latte al 5% e Tween-20 allo 0,05% 

(soluzione A). Il giorno seguente le membrane PVDF sono state sottoposte a 3 lavaggi da 5 

minuti ciascuno con una soluzione costituita da PBS 1X con aggiunta di Tween 20 allo 0,5% 

(soluzione B). Successivamente sono state incubate per 1 ora a temperatura ambiente con 

anticorpi policlonali di coniglio anti-NNMT (Sigma), diluiti 1:1000 nella soluzione A. Sono 
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stati quindi effettuati 5 lavaggi da 5 minuti ciascuno con la soluzione B ed è seguita 

un’incubazione da 2 ore a temperatura ambiente con anticorpi secondari anti-rabbit coniugati 

con perossidasi (Sigma), diluiti 1:150.000 nella soluzione A. Sono stati infine eseguiti altri 5 

lavaggi da 5 minuti ciascuno con la soluzione B e si è quindi proceduto alla rivelazione del 

segnale chemiluminescente relativo all’NNMT mediante un’incubazione di 5 minuti con 

SuperSignal West Femto Maximum Sensivity Substrate (ThermoFisher). 

L’acquisizione del segnale chemiluminescente relativo alla proteina NNMT è avvenuta 

mediante l’impiego del rilevatore di immagini ChemiDoc XRS+ System (BIO-RAD). 

Successivamente le immagini digitali sono state assoggettate ad analisi densitometrica 

mediante il software Image Lab (Bio-Rad). 

 

2.2.6 Saggio di Bradford per la determinazione della concentrazione proteica 

 

La valutazione della concentrazione proteica è stata eseguita mediante il saggio di Bradford 

(272), utilizzando il reattivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), costituito da una soluzione 

acquosa di Blu Brillante di Comassie G-250 (BBC), metanolo ed acido fosforico. 

La formazione del legame tra il colorante (BBC) presente nel reattivo di Bradford e le 

proteine del campione determina lo spostamento del massimo di assorbimento della soluzione 

da 465 nm a 595 nm, lunghezza d’onda alla quale viene effettuata la lettura dei campioni. 

Allestendo una curva di taratura utilizzando degli standards a concentrazione nota, è possibile 

ricavare per interpolazione la concentrazione delle proteine presenti nei campioni. 
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2.2.7 Saggio MTT 

 

Per valutare l’influenza del silenziamento dell’enzima sulla proliferazione cellulare è stato 

utilizzato il saggio biochimico MTT. Tale metodica sfrutta la capacità della deidrogenasi 

mitocondriale di scindere l’anello tetrazolico del composto MTT [bromuro di 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], aggiunto al terreno di coltura, in modo da generare un 

sale di formazano dal colore blu scuro-violetto che si accumula all’interno della cellula vitale. 

I campioni vengono successivamente trattati con un opportuno solvente per ottenere lisati 

cellulari che presentano una colorazione la cui intensità è proporzionale alla quantità di 

formazano prodotta e, di conseguenza, al numero delle cellule vitali presenti nel pozzetto. 

I campioni cellulari sono stati seminati in 96-well (1x103 cellule/pozzetto). Dopo 24 ore dalla 

semina è stato eseguito il primo test dell’MTT, corrispondente al punto zero della curva di 

crescita (0h). Una soluzione di MTT (5 mg/ml in PBS) è stata diluita (1:12) in terreno di 

coltura completo e le cellule presenti in ciascun pozzetto sono state incubate con 100 µl di tale 

terreno contenente per 2 ore a 37°C in ambiente umido con il 5% di CO2. In seguito 

all’incubazione, il terreno è stato rimosso e sono stati aggiunti 100 µl di dimetilsolfossido 

(DMSO) a ciascun pozzetto. La lettura dei valori di assorbanza è stata effettuata ad una 

lunghezza d’onda di 570 nm utilizzando un lettore automatico per piastre. Questa procedura è 

stata ripetuta a 24h, 48h e 72h dal primo test (punto zero). 

 

2.2.8 Wound healing assay 

 

Per valutare la migrazione delle cellule di melanoma, è stato utilizzato il Wound Healing 

Assay. Il saggio in questione mima la capacità di migrazione delle cellule durante la 

rimarginazione delle ferite in vivo (273). Il test prevede di effettuare un taglio su un 
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monostrato di cellule, catturarne l’immagine e infine monitorare a intervalli temporali regolari 

e ben definiti la chiusura del taglio inferto. A tale scopo, le cellule sono state seminate in 6-

well (3x105 cellule/pozzetto) e al raggiungimento di una confluenza del 100% sono state 

sottoposte al saggio. Il taglio è stato effettuato verticalmente al centro del pozzetto con un 

puntale sterile da 200 μl. Eventuali detriti cellulari sono stati eliminati con un lavaggio in PBS 

e successivamente è stato aggiunto terreno fresco con una concentrazione di siero fetale 

bovino pari allo 0.5%. L’acquisizione delle immagini è stata effettuata al momento del taglio 

e a 4h, 8h, 24h e 28h dallo stesso, mediante fotocamera digitale collegata al microscopio 

ottico. Le immagini ottenute sono state analizzate con il programma image J. 
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3 RISULTATI 

 

3.1 CAMPIONI TISSUTALI 

 

3.1.1 Espressione dell’NNMT mediante analisi immunistochimica 

 

La valutazione dell’espressione dell’NNMT è stata effettuata mediante analisi 

immunoistochimica su 34 campioni di melanoma e 34 campioni di nevi, utilizzati come 

gruppo di controllo. Dei 34 nevi 27 non presentavano positività citoplasmatica all'anticorpo 

anti-NNMT, mentre i restanti 7 mostravano una debole immunoreattività. Per quanto riguarda 

l'epitelio sano, la percentuale media di cellule positive era inferiore al 5%. I dati ottenuti 

indicano un significativo (p < 0,0001) aumento di espressione dell’enzima nei campioni di 

melanoma rispetto al gruppo di controllo. Tale risultato appariva riproducibile anche 

prendendo in considerazione lo score (Figura 8). 

Le successive analisi statistiche sono state condotte al fine di esplorare la presenza di 

eventuali correlazioni tra i livelli di espressione dell’NNMT ed i parametri clinico-patologici 

relativi ai campioni esaminati, quali lo spessore di Breslow, il livello di Clark, la presenza e il 

numero di mitosi, la flogosi, la regressione e l'ulcerazione. I risultati ottenuti mostrano la 

presenza di una correlazione inversa statisticamente significativa (p < 0,05) tra l’espressione 

dell’enzima e lo spessore di Breslow, il livello di Clark, la presenza e il numero di mitosi e lo 

stato di ulcerazione, considerando sia la percentuale di cellule positive sia lo score (Figure 9 e 

10). Al contrario non vi è nessuna correlazione tra i livelli dell’NNMT e la presenza di flogosi 

e la regressione. 
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Figura 8. Espressione dell’NNMT nei campioni di melanoma e nei nevi. a) Immagini relative 

all’analisi immunoistochimica (ingrandimento x20). b) e c) Livello di espressione dell’NNMT 

nei melanomi e nei nevi espressa in termini di percentuale di cellule positive e di score. 
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Figura 9. Correlazione tra i livelli di espressione dell’NNMT (valutata sia come percentuale 

di cellule positive sia come score) e parametri clinico-patologici, quali lo spessore di Breslow 

e il livello di Clark (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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Figura 10. Correlazione tra i livelli di espressione dell’NNMT (valutata sia come percentuale 

di cellule positive sia come score) e parametri clinico-patologici, quali la presenza e il numero 

di mitosi, e lo stato di ulcerazione (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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3.2 ANALISI CELLULARI 

 

L’efficienza del silenziamento dell’NNMT è stata valutata sia a livello dell’RNA messaggero 

sia a livello proteico, mediante Real-Time PCR e Western blot, rispettivamente. 

 

3.2.1 Real-Time PCR 

 

La verifica del silenziamento dell’NNMT a livello di mRNA è stata effettuata mediante Real-

Time PCR, utilizzando come templato il cDNA ottenuto in seguito alla retrotrascrizione 

dell’RNA totale isolato dai campioni cellulari analizzati. I risultati ottenuti evidenziano una 

significativa (p <0,05) diminuzione dell’espressione dell’enzima nelle cellule trasfettate con i 

plasmidi che ospitano gli inserti relativi agli shRNAs e in quelle trattate con la miscela 

contente i tre differenti vettori rispetto ai controlli (pLKO.1-puro e mock). In particolare, il 

trattamento con il plasmide pLKO.1-711 è associato alla maggior percentuale di 

downregolazione (63%) dell’enzima rispetto ai controlli. Tuttavia, anche per quanto concerne 

i campioni cellulari trattati con gli atri plasmidi (o mix di plasmidi) si assiste ad un livello 

soddisfacente di silenziamento dell’NNMT, con percentuali di riduzione dell’espressione 

dell’enzima che si aggirano attorno al 50%. I risultati ottenuti evidenziano inoltre che il 

trattamento con il plasmide vuoto non determina nessuna variazione significativa nei livelli di 

espressione dell’NNMT a livello di RNA messaggero (Figura 11). 
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Figura 11. Analisi dei livelli di espressione dell’NNMT (mRNA) mediante Real-Time PCR a 

carico delle cellule trasfettate con i plasmidi per il silenziamento dell’enzima, con il plasmide 

vuoto (pLKO.1-puro) e trattate con il solo reagente di trasfezione (mock) (*p <0,05). 

 

3.2.2 Western blot 

 

La conferma dei risultati ottenuti in seguito alle analisi compiute a carico dell’RNA 

messaggero è stata effettuata mediante la valutazione dell’espressione dell’NNMT a livello 

proteico, utilizzando il saggio Western blot. I risultati ottenuti in seguito all’analisi effettuata 

sugli estratti proteici relativi ai campioni cellulari hanno evidenziato evidenzia la presenza di 

una singola banda di circa 30 KDa, corrispondente alla massa molecolare dell’NNMT. A 

parità di quantitativo di estratto proteico analizzato, le intensità delle bande corrispondenti alle 
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cellule trasfettate con i diversi plasmidi ospitanti gli inserti relativi agli shRNAs risultano 

essere significativamente inferiori rispetto a quelle riscontrate a carico delle cellule di 

controllo (mock) e alle cellule trasfettate con il plasmide vuoto. Inoltre, in analogia a quanto 

precedentemente osservato a livello di RNA messaggero, l’intensità della banda nel mock e di 

quella delle cellule trattate con pLKO.1-puro sono equiparabili, confermando il fatto che il 

plasmide vuoto non altera significativamente l’espressione dell’NNMT (Figura 12). 

Alla luce di tali dati, è risultato plausibile effettuare le successive analisi cellulari utilizzando 

come controllo solamente il mock, trascurando le cellule trasfettate con il plasmide vuoto. 

 

 

 

Figura 12. Analisi mediante Western Blot dell’espressione dell’NNMT a carico delle cellule 

di controllo (mock e pLKO.1-puro) e delle cellule trasfettate con i plasmidi per il 

silenziamento dell’enzima. 

 

3.2.3 Saggio MTT 

 

L’effetto del silenziamento dell’enzima sulla proliferazione della cellula tumorale di 

melanoma umano è stato valutato mediante saggio MTT. Le cellule sono state seminate in 96-

well e a 24 ore dalla semina è stato effettuata la prima determinazione, corrispondente al 

tempo zero. Le analisi sono state ripetute a 24h, 48h e 72h dal primo test. I risultati del saggio 
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colorimetrico sono stati espressi in termini di percentuale di vitalità cellulare rispetto al tempo 

zero (100%), relativamente a ciascun campione analizzato. I risultati ottenuti mostrano che le 

cellule in cui l’NNMT è downregolata esibiscono un tasso di proliferazione cellulare 

significativamente (p <0,05) inferiore rispetto ai controlli. Tale evidenza emerge chiaramente 

48h dopo l’inizio del saggio e diventa ancora più marcata a 72h (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13. Saggio MTT per la valutazione dell’effetto del silenziamento dell’NNMT sulla 

proliferazione delle cellule di controllo (mock e pLKO.1-puro) e delle cellule trasfettate con i 

plasmidi per il silenziamento dell’enzima (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p 

<0,0001). 
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3.2.4 Wound healing assay 

 

Per valutare il coinvolgimento dell’NNMT nella migrazione cellulare, le cellule trasfettate 

con i plasmidi per il silenziamento dell’NNMT e quelle di controllo sono state sottoposte a 

wound healing assay. Come spiegato in precedenza, tale saggio valuta la capacità di 

migrazione cellulare volta a colmare una lacuna generata sul fondo del pozzetto di coltura in 

seguito ad un taglio inferto con un puntale. Tale fenomeno mima il processo di 

rimarginazione (healing) conseguente a ferite (wound). Sulle cellule seminate in 6-well, 

coltivate fino al raggiungimento del 100% di confluenza, è stato effettuato uno scratch e 

l’immagine relativa (tempo 0 o 0h) è stata acquisita mediante l’utilizzo di una fotocamera 

digitale collegata al microscopio. L’acquisizione delle immagini è stata quindi ripetuta dopo 

4h, 8h, 24h e 28h, in modo tale da poter monitorare nel tempo il processo di migrazione 

cellulare. I risultati ottenuti sono stati espressi per ciascun campione come percentuale di 

chiusura del taglio rispetto al tempo zero. Il tasso di migrazione delle cellule in cui l’NNMT è 

downregolata risulta significativamente (p <0,05) inferiore a quello relativo alle cellule di 

controllo. La diminuzione della capacità migratoria, associata ad una diminuzione 

dell’espressione dell’enzima, è visibile a tutti i time points (Figure 14 e 15). 
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Figura 14. Valutazione dell’effetto del silenziamento dell’NNMT sulla migrazione cellulare 

mediante Wound healing assay (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001). 

 

Figura 15. Migrazione cellulare valutata mediante Wound healing assay in cellule A375 di 

controllo (mock) e trasfettate con i plasmidi per il silenziamento dell’NNMT. 
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4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

Il melanoma deriva dalla trasformazione neoplastica dei melanociti e può insorgere in tutti i 

distretti in cui tali cellule sono presenti. In particolar modo, si tratta di una neoplasia che 

interessa la cute, con predilezione per le zone maggiormente fotoesposte, ma può anche 

svilupparsi a livello di mucose, meningi e uvea (2). Il melanoma rappresenta il 5% dei tumori 

cutanei ma è la causa dell'80% dei decessi dovuti ad essi (40). L’incidenza di tale neoplasia è 

in aumento e l’età di insorgenza è in continua diminuzione (41-44). Si tratta infatti di uno dei 

tumori più frequenti tra gli adolescenti ed i giovani adulti di tutto il mondo (41,68). Se 

diagnosticato precocemente può essere rimosso chirurgicamente con una buona prognosi 

(113), mentre la diagnosi tardiva si associa a scarso successo nel trattamento e ad una 

prognosi infausta (114). Alla luce di tali considerazioni, è di notevole importanza 

l’individuazione di nuovi biomarker prognostici e target molecolari che consentano un 

trattamento tempestivo ed efficace di tale neoplasia. 

Sebbene in letteratura venga evidenziato un ruolo dell’NNMT in numerose neoplasie, al 

momento non sono disponibili dati sul melanoma cutaneo. Per questo motivo lo scopo del 

presente lavoro di ricerca è stato quello di valutare il ruolo dell’enzima nella suddetta lesione 

neoplastica. L’NNMT è un enzima citosolico che catalizza la reazione di N-metilazione della 

nicotinamide, dei composti piridinici e di altri analoghi strutturali, svolgendo un ruolo chiave 

sia nei processi di biotrasformazione sia nella detossificazione dei composti xenobiotici (172). 

Nonostante l’enzima sia principalmente espresso a livello epatico, dati presenti in letteratura 

riportano che la sua espressione è rilevabile anche nel polmone, nel muscolo scheletrico, nella 

vescica e in altri tessuti (174). Numerosi studi evidenziano un’overespressione dell’NNMT in 

molte patologie neoplastiche come il glioblastoma multiforme (236, 237), l’adenocarcinoma 

gastrico (244, 245), il tumore del colon-retto (246), il carcinoma tiroideo di tipo papillare 
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(241), il carcinoma renale (260, 261), il tumore del pancreas (242), il carcinoma della vescica 

(258) e il carcinoma squamoso del cavo orale (227, 231).  

Nel presente lavoro di ricerca, la valutazione dei livelli di espressione dell’enzima è stata 

effettuata mediante immunoistochimica su 34 campioni di melanoma cutaneo e su 34 nevi, 

costituenti il gruppo di controllo. I risultati ottenuti hanno evidenziato che il livello di 

espressione dell’enzima è significativamente aumentato nei campioni di melanoma rispetto a 

quello riscontrato nei nevi. Inoltre, è stata identificata una correlazione inversa statisticamente 

significativa tra l’espressione dell’NNMT e parametri clinico-patologici, quali il livello di 

Clark, lo spessore di Breslow, la presenza e il numero di mitosi e l’ulcerazione. Tali risultati 

candidano l’enzima a potenziale marker diagnostico e prognostico del melanoma cutaneo. 

Successivamente, è stato indagato il ruolo svolto dell’NNMT nel metabolismo della cellula 

tumorale di melanoma. In particolare, è stato effettuato il silenziamento genico dell’enzima, 

mediante l’utilizzo di plasmidi codificanti shRNAs, nella linea cellulare di melanoma cutaneo 

metastatico umano A375. L’avvenuto silenziamento è stato verificato a livello di mRNA e di 

proteina, rispettivamente tramite Real-Time PCR e Western blot. In seguito, è stata valutata la 

capacità proliferativa e migratoria delle cellule, mediante l’utilizzo del saggio MTT e del 

wound healing assay. I dati ottenuti mostrano che la riduzione dell’espressione dell’NNMT si 

associa ad una diminuzione sia della proliferazione cellulare sia della capacità migratoria 

delle cellule, suggerendo un potenziale coinvolgimento dell’enzima nel processo di 

proliferazione cellulare e nei meccanismi di tumorigenicità della cellula neoplastica. 

Tali risultati nel loro complesso sono in accordo con quelli ottenuti a carico di linee cellulari 

relative ad altre tipologie di tumore. In una linea cellulare di OSCC è stata osservata, una 

notevole riduzione della capacità proliferativa, sia in vitro sia in vivo, in seguito al 

silenziamento dell’NNMT (231). Studi condotti su linee cellulari umane di carcinoma della 
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vescica (257) e di carcinoma renale a cellule chiare (ccRCC) (264) hanno mostrato come alla 

downregolazione dell’enzima si associa una riduzione nella capacità di migrazione e di 

invasività cellulare. Inoltre, le cellule di carcinoma ccRCC assoggettate al silenziamento della 

nicotinamide N-metiltrasferasi hanno evidenziato una marcata riduzione della capacità 

tumorigenica e metastatizzante in vivo. Altri studi sono stati invece intrapresi per indagare le 

modalità con cui l’enzima è coinvolto nel mantenimento della vitalità cellulare. Esperimenti 

condotti sulla linea cellulare di neuroblastoma umano SH-SY5Y hanno infatti rivelato come 

l’induzione dell’espressione dell’NNMT ed il trattamento con MNA portano alla riduzione 

della morte cellulare (223, 225). 

I risultati ottenuti e riportati nel presente lavoro di ricerca dimostrano per la prima volta un 

coinvolgimento dell’NNMT nel melanoma cutaneo, evidenziando le notevoli potenzialità 

dell’enzima in qualità di marcatore sia diagnostico, sia prognostico di tale neoplasia. Tuttavia, 

successive analisi a carico dell’enzima, effettuate su una corte più ampia di pazienti, saranno 

necessarie al fine di esplorare più a fondo la capacità informativa derivante dallo studio della 

sua espressione in relazione all’outcome di tale neoplasia. Inoltre, con lo scopo di confermare 

il ruolo dell’NNMT quale potenziale target terapeutico per il melanoma cutaneo, sarà 

interessante valutare l’effetto del silenziamento dell’enzima sulla risposta al trattamento 

chemioterapico. 
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6 ABBREVIAZIONI 

 

5-FU  5-Fluorouracile 

A375  Linea cellulare di melanoma cutaneo metastatico umano 

ADP  Adenosina 5’-difosfato 

AIDS  Sindrome da immunodeficienza acquisita 

AIRTUM Associazione Italiana Registri Tumori 

AJCC  American Joint Committee on Cancer               

APAP  Acetaminofene o Paracetamolo 

ARTs  Mono-ADP-ribosiltrasferasi 

ATCC  American Type Colture Collection 

ATP  Adenosina 5’-trifosfato 

BBC  Blu Brillante di Comassie 

ccRCC  Carcinoma renale a cellule chiare 

CDKN2A Inibitore 2A della chinasi ciclina-dipendente 

cDNA  DNA complementare 

CEA  Antigene carcino-embrionario 

CSD  Chronic sun damage                          

COMT  Catecol-O-Metiltrasferasi 

ConA  Concanavalina A 

COPD  Ostruzione Cronica Polmonare 

COX-2  Cicloossigenasi 2 

CSCs  Cancer stem cells 

CTLA-4 Proteina-4 citotossica associata ai linfociti T 

DEPC  Dietilpirocarbonato 

DMEM Dulbecco modified Eagle’s medium 

DMSO  Dimetilsolfossido 
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DNA  Acido deossiribonucleico 

DNM  Melanoma Neurotropico Desmoplastico 

dsRNA RNA a doppio filamento 

DTIC  Dacarbazina 

EDTA  Acido etilenaminotetracetico 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

FAMMM Sindrome familiare con nevi atipici multipli e melanoma 

FDA  Food and Drug Administration 

GBM  Glioblastoma Multiforme 

GOI  Gene of Interest 

HCV  Virus dell’epatite C 

hESC  Cellule embrionali staminali umane 

HKG  Gene housekeeping 

HNF-1β Hepatocyte nuclear factor beta1 

HNMT  Istamina N-metiltrasferasi                                                      

HPLC  Cromatografia liquida ad alta prestazione 

IARC  Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro 

IL-6  Interleuchina -6 

LIF  Leukemia Inhibitory Factor 

LMM  Melanoma Lentigo Maligna 

MC1R  Recettore della melanocortina 1 

MCF-7 Linea cellulare di carcinoma mammario 

MCF-7/ADR Linea cellulare di carcinoma mammario adriamicina resistente 

MeNH  2- Metilnorharman 

MMS  Chirurgia Micrografica di Mohs 

MNA  N1-metilnicotinamide 
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MPP+  1-Metil-4-Fenilpiridinio 

MRI  Imaging a risonanza magnetica 

MSH  Ormone stimolante i melanociti 

MTT  Bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

NAD  Nicotinamide adenina dinucleotide 

NADP  Nicotinamide adenina dinucleotide fosfato 

NF1  Neurofibromina1 

NH  Norharman 

NNMT  Nicotinamide N-metiltraferasi 

NSCLC Carcinoma polmonare non a piccole cellule 

PAGE  Polyacrylamide gel electrophoresis 

PAH  Ipertensione Polmonare Arteriosa 

PARPs  Poli (ADP-ribosio) polimerasi 

PCR  Reazione a catena della polimerasi 

PD  Parkinson’s disease 

PD-1  Proteina di morte cellulare programmata-1 

PET  Tomografia a emissione di positroni 

PFS  Progression-Free Survival 

PGI2  Prostaciclina 

PI3K  Pathway fosfoinositol3chinasi 

POMT  Fenol O-Metiltrasferasi 

PTEN  Fosfatasi e tensina omologo 

PVDF  Polivinildenfluoruro 

OS  Overall Survival 

ROS  Specie reattive dell’ossigeno 

RNA  Acido ribonucleico 
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RNAi  RNA interference 

RT  Radioterapia 

SBRT  Radioterapia stereotassica del corpo 

SCREEN Skin Cancer Research to Provide Evidence for Effectiveness of Screening                             

SLNM  Biopsia dei linfonodi sentinella 

SPF  Sun protection factor 

SRS  Radiochirurgia stereotassica 

TERT  Trascrittasi inversa della telomerasi 

TGF- β1 Transformig growth factor beta 1 

TILs  Tumor-infiltrating lymphocytes                                                 

TMT  Tiolo metiltrasferasi 

TNM  Tumor-Nodes-Metastasis                                                  

TPMT  Tiopurina Metiltransferasi 

TP53  Proteina tumorale 53 

SDS  Sodio dodecilsolfato 

shRNA Short hairpin RNA 

siRNA  Short interfering RNA 

SIRT1  Sirtuina 1-deacilasi NAD dipendente 

STAT3 Signal Trasducer and Activator of transcription 3 

UV  Radiazioni ultraviolette 

WBE  Whole-Body skin Examination 

XP  Xeroderma pigmentoso 
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