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Parte I: Introduzione



1. Nicotinammide Adenina Dinucleotide

Nicotinammide adenina dinucleotide (NAD), meno noto come difosfopiridin
nucleotide (DPN), & un cofattore presente in tutte le cellule viventi. E un dinucleotide in
guanto consiste di due nucleotidi; uno contenente un’adenina, e laltro una
nicotinammide, legati tra loro mediante i loro gruppi fosfato (Fig. 1). Esso esiste in due
forme: una forma ossidata, a cui ci si riferisce con 'abbreviazione NAD*, e una forma
ridotta, a cui ci si riferisce con 'abbreviazione NADH; I'acronimo NAD, invece, & usato per
indicare la molecola indipendentemente dal suo stato di ossidazione.

I NAD, e la sua forma fosforilata NADP(H), sono metaboliti essenziali, classificati, in
seguito alla loro scoperta, come cofattori per reazioni redox; come tali, essi vengono
costantemente convertiti dalla forma ossidata [NAD(P)*] a quella ridotta [NAD(P)H], e
viceversa [1]. La glicolisi, il ciclo di Krebs, la fosforilazione ossidativa, la f—ossidazione e la
biosintesi della serina sono solamente alcune delle vie che sfruttano il NAD come
cofattore. Sebbene queste reazioni non prevedano una riduzione del pool di NAD, ne

esistono numerose altre che ne causano il consumo (cfr. §1.2).
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Figura 1. Formula di struttura del NAD
(fonte https://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide _adenine_dinucleotide)



1.1. Biosintesi del NAD

I NAD e sintetizzato da tre differenti pathway; la via de novo, la via di Preiss-
Handler e la via di recupero o salvage pathway, a partire dall’lamminoacido triptofano,
dall’acido nicotinico (NA) e nicotinammide (NAM), rispettivamente [2]. Nelle cellule di
mammifero, due enzimi chiave, la nicotinammide fosforibosiltransferasi (NAMPT) e la
nicotinammide mononucleotide adenililtransferasi (NMNAT), regolano il salvage pathway,
considerato avere grande importanza nel controllo dei livelli intracellulari di NAD [3].

Nella sintesi de novo, il triptofano & utilizzato come precursore: esso &
metabolizzato dagli enzimi triptofano 2,3-diossigenasi (TDO) o indoleammina 2,3-
diossigenasi (IDO), che mediano il primo step, il quale rappresenta anche la tappa limitante
del pathway [2].

Nel pathway di Preiss-Handler, I'enzima nicotinato fosforibosiltransferasi (NAPRT)
produce il mononucleotide dell'acido nicotinico (NAMN) a partire da NA e
fosforibosilpirofosfato (PRPP) [4], [5]; successivamente, il NAMN cosi generato € coniugato
dall’enzima NMNAT a una molecola di adenosina monofosfato (AMP) - la porzione
adenilata dell’adenosina trifosfato (ATP)- a formare NAD [6]. In condizioni di abbondanza
energetica, e quindi di ATP, la via preferita di biosintesi del NAD e quella che passa per la
formazione di NAMN a partire da precursori esogeni, quali il triptofano, I'NA o I'acido
chinolinico (QA). Le nucleobasi, quali NAM e NA (a cui spesso ci si riferisce collettivamente
come vitamine B o niacina) o i loro rispettivi nucleosidi, NAM riboside (NR) e NA riboside
(NAR), sono convertiti nei corrispettivi mononucleotidi, NAM mononucleotide (NMN) e
NAMN: NAM e NA dall’enzima NAMPT, mentre NR e NAR dall’enzima NR chinasi (NRK) [7],
(8] (Fig. 2).

Nel salvage pathway, invece, la degradazione del NAD da parte di numerosi enzimi
(cfr. §1.2.) & accoppiata al riciclo della NAM che ne deriva: questi € legato al PRPP dalla
NAMPT, a formare NMN che, a sua volta, & coniugato dalla NMNAT all’AMP a formare NAD
[6]. Negli esseri umani, la gran parte del NAD e sintetizzata a partire dalla NAM e coinvolge
I'azione dell’enzima NAMPT; questa € la via piu diretta ed economica per la cellula [7],
sebbene la NAMPT richieda, al fine di completare la reazione, un secondo substrato: il
PRPP, molecola richiesta anche per la biosintesi di nucleotidi essenziali per la costruzione
degli acidi nucleici. E interessante notare come la NAMPT sia stata identificata come

I'enzima che limita la velocita di sintesi del NAD, e pertanto, anche come I'enzima chiave



nella biosintesi [9], [10], [11] mentre lo step finale, ovvero la sintesi del dinucleotide da

parte dell’enzima NMNAT, e condiviso da tutti i pathway biosintetici.
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Figura 2. Metaboloma del NAD nell'uomo. Il NAD pud essere sintetizzato da differenti precursori
contenenti una porzione piridinica. Le basi nicotinammide (NAM) e acido nicotinico (NA) sono
convertite nei loro mononucleotidi (nicotinammide mononucleotide (NAM) e mononucleotide
dell’acido nicotinico (NAMN)) dalle corrispettive fosforibosiltransferasi, NAM fosforibosiltransferasi
(NAMPT) e NA fosforibosiltransferasi (NAPRT), le quali usano fosforibosilpirofosfato (PRPP) come
co-substrato. PRPP & co-substrato anche della fosforibosiltransferasi dell’acido chinolinico (QAPRT),
che trasforma I'acido chinolinico (QA), metabolita del triptofano, in NAMN nel pathway di sintesi de
novo. NMN e NAMN sono anche prodotti dalla fosforilazione dei nucleosidi, nicotinammide
(NR) e (NAR), della
nicotinammide riboside (NRKs). La formazione dei dinucleotidi, NAD o NAAD rappresenta lo step in

riboside riboside dell’acido nicotinico rispettivamente, dalle chinasi
comune di tutte le vie biosintetiche; € catalizzata dalle NMN adenililtransferasi (NMNATs) e
consiste nel trasferimento della porzione adenilata dell’ATP sul mononucleotide accettore. NAAD &
ammidato dalla NAD sintetasi (NADS) che usa la glutammina come donatore del gruppo ammidico

(Adattata da Chiarugi et al., 2012 Nat Rev [7]).

10



1.2. Pathway che consumano NAD

Il coinvolgimento del NAD in reazioni di regolazione diverse da quelle redox e stato
osservato per la prima volta studiando I'attivita ADP-ribosiltransferasica di alcune tossine
batteriche, inclusa quella del colera [12]. Sebbene esista una varieta di reazioni in cui il
consumo di NAD contribuisce al signalling cellulare, tutte condividono il trasferimento di
una molecola di ADP-ribosio (ADPR) su un accettore e il conseguente rilascio di NAM. Se la
molecola di ADP-ribosio coniugata all’accettore e solamene una, allora si parlera di
monoADP-ribosilazione, fenomeno che si riscontra soprattutto sulla superficie cellulare e
che sembra avere un ruolo di rilievo nelllimmunita [13]; al contrario, la poliADP-
ribosilazione prevede la formazione di polimeri di ADP-ribosio, spesso coniugati a proteine
accettrici [7]. Dal momento che tali polimeri possono essere costituiti anche da duecento
unita di ADP-ribosio legate tra loro, e dal momento che ognuna di queste singole unita
deriva da una molecola di NAD, risulta ovvio che l'attivazione della poliADP-ribosilazione
sia una sfida considerevole per il mantenimento dell’'omeostasi cellulare del NAD. Una
riduzione di NAD intracellulare causa alla cellula, a sua volta, una notevole riduzione della
capacita di produrre ATP. La famiglia di enzimi piu nota in questo contesto & senza dubbio
quella delle poli ADP-ribosio polimerasi (PARP); dei diciassette membri a oggi noti, il piu
rilevante, poiché coinvolto nel mantenimento dell’integrita del DNA & PARP1 [14].

Nei mammiferi, anche la glicoproteina di membrana CD38 (cluster di
differenziazione 38), tipica delle cellule del sistema immunitario, ha un ruolo nel consumo
di NAD; essa €, infatti, un ectoenzima che funziona da glicoidrolasi e ADP-ribosio-ciclasi e
che produce ADPR, ADPR ciclico (cADPR) e NAADP [15], essenziali nella regolazione del
calcio (Ca%) intracellulare [16]. E interessante notare come, nonostante |'espressione
tipica dei linfociti, topi Cd387 mostrino livelli di NAD piu alti in numerosi tessuti,
suggerendo che 'azione dell’enzima causi un consumo continuo e diffuso di NAD, e che ne
sia, percio, un importante regolatore dell’'omeostasi [17]. Similmente, il NAD & consumato
da altre glicoidrolasi, note come CD73 [18] e CD157 [19], anch’esse coinvolte nei
meccanismi di adesione cellulare e nella regolazione del ciclo cellulare.

Un ulteriore meccanismo di modificazione proteica NAD-dipendente prevede il
trasferimento, operato da sette membri di una famiglia di proteine-deacetilasi NAD-
dipendenti note come sirtuine (SIRT1-7), di gruppi acetile provenienti da proteine target a

molecole di ADPR, con la conseguente liberazione di NAM e la formazione di 2’- e 3'-O-
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acetil-ADP-ribosio (OAADPR); tale molecola, cosi come lo stesso ADPR, & un ligando
intracellulare di alcuni tipi di canali del Ca®* [20].

Il meccanismo d’azione delle sirtuine e stato individuato per la prima volta nella
proteina silence information regulator 2 (SIR2) di lievito [21], [22], [23]. La scoperta della
deacetilazione proteica NAD-dipendente ha fortemente influenzato la nostra
comprensione di eventi biologici di grande rilevanza: le sirtuine dimostrano, infatti,
I'esistenza di un legame diretto tra 'omeostasi metabolica e bioenergetica e la regolazione
genica. L'attivita di questi enzimi, in effetti, dipende strettamente dalla disponibilita di NAD
e/o dalla ratio tra NAD*/NADH. Variazioni nell’lomeostasi metabolica cellulare sono poi
direttamente tradotte dalle sirtuine in modificazioni di adattamento a livello trascrizionale,
ottenute attraverso la deacetilazione di istoni o di fattori di trascrizione su siti specifici [24],
[25]. Inoltre, alcune sirtuine sono in grado di regolare direttamente I'attivita catalitica di

alcuni enzimi chiave del metabolismo, quali I'acetil-Coenzima A sintetasi [26].
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2. Metabolismo del NAD nelle cellule tumorali

Le cellule tumorali mostrano un peculiare metabolismo energetico che consente
loro di sostenere la rapida proliferazione e che conferisce loro la spiccata capacita di
sopravvivenza che le caratterizza [27]. Una delle particolarita del metabolismo di queste
cellule ¢ la preferenza per la glicolisi anaerobica anche in normali condizioni di aerobiosi:
tale fenomeno & noto come effetto Warburg, dal nome del medico e fisiologo tedesco che
per primo lo descrisse [28], [29]. L'effetto Warburg prevede che le cellule cancerose
aumentino la produzione di lattato in seguito a un maggiore sfruttamento della glicolisi;
inoltre, anziché trasferire elettroni dal NADH alla catena di trasporto mitocondriale
(electron transport chain, ETC), una buona parte del NAD* citosolico e rigenerato
attraverso la riduzione del piruvato in lattato. Tuttavia, mentre la glicolisi aerobica (ovvero
accoppiata alla fosforilazione ossidativa) genera ben trentadue molecole di ATP da una
singola molecola di glucosio, nelle medesime condizioni, la glicolisi anaerobica ne produce
solamente due. In effetti, il virare delle cellule tumorali verso la glicolisi anaerobica in
normali condizioni aerobiche potrebbe sembrare una strategia energeticamente
sfavorevole e controproducente; tuttavia, la glicolisi anaerobica porta con sé alcuni
vantaggi, tra cui una maggiore rapidita nella produzione di ATP e una minore produzione di
radicali dell’ossigeno (reactive oxygen species, ROS), i quali derivano in gran parte
dall’attivita della ETC [30]. Un ulteriore, grande vantaggio della glicolisi anaerobica e
rappresentato da una maggiore produzione di metaboliti necessari alla proliferazione
tumorale: in condizioni di anaerobiosi, il glucosio 6-fosfato (G6P), primo intermedio della
glicolisi prodotto dall’esochinasi, bypassa la glicolisi attraverso la via dei pentosi fosfato
(pentose phosphate pathway, PPP) in misura maggiore rispetto a quanto accade in
aerobiosi. L'intermedio PRPP, prodotto dalla PPP, & utilizzato per la sintesi di nucleotidi sia
purinici, sia pirimidinici; per cui, sfruttare maggiormente la PPP, consente alle cellule
cancerose di mantenere alto il pool nucleotidico, fondamentale per la replicazione del DNA
e la trascrizione dell’lRNA [31], [32]. In alcune cellule tumorali, una porzione considerevole
del glucosio intracellulare e usata nel pathway di sintesi de novo della serina: il
metabolismo di questo amminoacido & associato alla sintesi delle ceramidi, molecole

lipidiche che compongono la membrana cellulare e implicate, tra I'altro, nella regolazione
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della differenziazione e della proliferazione cellulare. Questo correla la sintesi della serina
con la crescita e la proliferazione delle cellule tumorali [33].

Chiaramente, le modificazioni metaboliche osservabili nell’effetto Warburg
coinvolgono in larga parte anche il NAD; in effetti, livelli elevati di NAD sono necessari alla
sopravvivenza e alla rapida proliferazione delle cellule cancerose, dato che aumentano la
velocita della via glicolitica attraverso |'azione sugli enzimi gliceraldeide 3-fosfato
deidrogenasi (GAPDH) e lattato deidrogenasi (LDH), i quali richiedono NAD come coenzima
[34], [35]. Anche l'enzima chiave della biosintesi della serina, la D-3-fosfoglicerato
deidrogenasi (PHGDH), utilizza NAD come coenzima, motivo per cui il pool intracellulare di
NAD e un importante regolatore della sintesi di questo amminoacido [36]. Inoltre, come
gia discusso (cfr. §1.2), il NAD funge da substrato per le PARP e le sirtuine, medianti,
rispettivamente, la poliADP-ribosilazione e la deacetilazione dei propri substrati. |l
metabolismo del NAD puo dirsi correlato, attraverso 'azione di questi enzimi, a numerosi e
importanti processi cellulari, inclusi metabolismo energetico, mantenimento dell’integrita
del DNA -e quindi sopravvivenza-, espressione genica, risposta allo stress, crescita e
proliferazione. Nelle ultime decadi, numerosi studi hanno indicato che il metabolismo del
NAD & coinvolto nella nascita e nella progressione del cancro e lo individuano come un

promettente target terapeutico [2].

2.1. NAMPT regola la proliferazione e la sopravvivenza tumorale

La NAMPT catalizza la conversione di NAM in NMN, e funziona anche da enzima
limitante la biosintesi del NAD. Esiste sia in forma intracellulare (iNAMPT), sia in forma
extracellulare (eNAMPT); la forma intracellulare & localizzata nel nucleo e nel citoplasma,
mentre la sua presenza nel mitocondrio & controversa [37]. L'over-espressione della
NAMPT e osservata in numerosi tipi di cancro, inclusi quelli del colon-retto, dell’ovaio, della
mammella, della tiroide, della prostata e dello stomaco, in molti gliomi e linfomi [38], [39],
[40], [41], [42], [43], [44], [45]. Tale over-espressione, accompagnata a un aumento dei
livelli intracellulari di NAD, promuove una rapida proliferazione cellulare e la sopravvivenza
contro chemioterapici. Un noto oncogene, c-Myc, € un regolatore dell’espressione della
NAMPT nelle cellule tumorali [46]; inoltre, il prodotto di c-Myc regola, dal punto di vista
della trascrizione, anche il metabolismo energetico, aumentando I'uptake di glucosio, la
glicolisi e la produzione di lattato, tutte caratteristiche ascrivibili all’effetto Warburg [47]. E

altresi noto che il signalling NAMPT-dipendente € importante per la funzione dei neutrofili
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associati al tumore (tumor-associated neutrophils, TAN), che hanno comprovata attivita
pro-angiogenica e pro-tumorale. L'inibizione di NAMPT blocca il signalling SIRT1-
dipendente e previene la trascrizione di fattori pro-angiogenici nei TAN [48], [49]. Inoltre,
risultati recenti indicano che I'espressione di NAMPT puo essere up-regolata dalle proteine
high mobility group A (HMGA), e che questa up-regolazione causi la soppressione delle
MAPK (mitogen-activated protein kinase) mediata da p53, la quale risulta in un’attivazione
del pathway di NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) che
promuove, a sua volta, il mantenimento di un fenotipo associato a senescenza e
inflammazione [49].

La forma extracellulare, eNAMPT, e secreta nel siero ed e stata originariamente
identificata come una citochina [9], [50] (nota come pre-B-cell colony-enhancing factor,
PBEF o visfatina); essa viene prodotta e secreta da numerosi tipi di cellule, quali adipociti
maturi, epatociti, miociti, neuroni e cellule dell'immunita [51], [52], [53], [54]; la sua
secrezione € indotta da numerosi segnali di stress, inclusa la deprivazione di ossigeno e
glucosio (OGD). Inoltre, eNAMPT é rilasciata anche da alcuni tipi di tumore e i suoi livelli
sono associati alla progressione del tumore stesso [55], [56]; ancora, eNAMPT induce la
produzione di citochine proinfiammatorie in leucociti, macrofagi, cellule epiteliali
intestinali ed endoteliali [57], [58], promuovendo cosi I'inflammazione associata al tumore.
Altri studi riportano che eNAMPT favorisca la polarizzazione dei monociti verso il fenotipo
macrofago M2, associato alla progressione del tumore, e che aumenti 'espressione di
molecole con azione immunosoppressiva, quali IDO, chemokine (C-C motif) ligand 18
(CCL18), interleuchina (IL) 10, come pure di citochine che promuovono la progressione
tumorale, quali IL-1B e IL-6 [57], [59]. E noto che eNAMPT possa agire anche come fattore
pro-angiogenico, attraverso la via delle MAPK, aumentando l'espressione del vascular
endothelial growth factor (VEGF) [60]. Insieme, queste informazioni suggeriscono, come

possibile strategia antitumorale, I'inibizione specifica della NAMPT.

2.2. Enzimi che consumano NAD: ruolo nel cancro

Lo scopo e la funzione dei pathway di signalling NAD-dipendente, come intuibile, &
molto ampio e variegato, dal momento che coinvolge 'azione di classi di enzimi molto
diverse tra loro. Il NAD regola, ad esempio, la poliADP-ribosilazione mediata da PARP e la
deacetilazione mediata dalle sirtuine; entrambi i processi sono coinvolti nella regolazione

metabolica, riparazione del danno genomico, progressione nel ciclo cellulare e transizione
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epitelio-mesenchimale (EMT). Di seguito, le piu importanti implicazioni nella biologia del

tumore, delle tre classi di enzimi di maggior rilievo.

2.2.1. Sirtuine nel cancro

Come discusso in precedenza, la famiglia delle sirtuine comprende, nei mammiferi,
sette membri noti, di cui SIRT1, SIRT6 e SIRT7 con localizzazione nucleare, SIRT2 localizzata
prevalentemente nel citosol e SIRT3, SIRT4 e SIRTS5 che si riscontrano perlopiu nel
mitocondrio [7]. Quasi tutte le sirtuine possono comportarsi sia da promotori che da
soppressori della progressione tumorale; questo ruolo duale € stato ben caratterizzato per
le sirtuine 1 e 3 [61], [62]. Per esempio, livelli di espressione aumentati di SIRT1 sono stati
trovati in varie tipologie di cancro [62], [43]; inoltre, SIRT1 modula alcuni tra i piu noti
regolatori della biologia tumorale: i fattori trascrizionali p53 e forkhead box O (FOXO), di
cui riduce gli effetti pro-apoptotici [7]. L'identificazione di un inibitore endogeno di SIRT1
deleto nel tumore al seno (deleted in breast cancer 1, DBC1) suggerisce che I'aumento
nell’attivita di SIRT1 favorisca la progressione del tumore [63]; tuttavia, € anche noto che la
crescita del tumore promossa dalle B-catenine & ridotta dall’attivita deacetilasica di SIRT1
sulle stesse B-catenine [64]. Al contrario, i tumori al seno con mutazioni su BRCA (breast
cancer susceptibility) mostrano livelli di espressione di SIRT1 minori rispetto a quelli con
BRCA wild-type, e la progressione tumorale in quelli con BRCA mutata € soppressa se si
riporta a livelli normali I'espressione di SIRT1 [65]. Anche un regime di restrizione calorica,
in cui si attiva SIRT1, riduce il rischio di tumorigenesi [62]. Ancora, uno studio condotto su
un modello murino ne sostiene I'azione oncosoppressiva [66]. SIRT3, al pari di SIRT1, pare
avere un ruolo tanto nella promozione quanto nella soppressione del tumore. L'aumentata
espressione in molte linee cellulari e tessuti tumorali ne supportano I'azione promotrice; al
contrario, studi recenti supportano I'idea di una funzione di soppressione del tumore, sulla
base del ruolo di rilievo ricoperto nel contesto del metabolismo cellulare e di riduzione
della produzione di ROS; in particolare, SIRT3 regola la super-ossido dismutasi (SOD) sia
direttamente [67], attraverso la sua deacetilazione, che indirettamente [68], attraverso
regolazione trascrizionale. E peraltro notevole il fatto che I'over-espressione di SIRT3
contrasti la progressione tumorale, in un modello di xenotrapianto, perfino dopo l'inizio
della tumorigenesi. E tuttavia probabile che I'effetto di soppressione nei confronti dei ROS
operata da SIRT3 possa essere un vantaggio anche per le cellule cancerose sottoposte a

stress ipossico. Similmente, € noto che SIRT7 sia up-regolata nel tumore al seno [69], in
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quello alla tiroide e in numerose linee cellulari tumorali [70], [71]; essa attiva I'RNA-
polimerasi |, e quindi, promuove la proliferazione; altre evidenze indicano, invece, che
possa contrastare la metastatizzazione del tumore al seno [72].

Sappiamo che SIRT2 & down-regolata nel glioma umano [73] e che facilita il mantenimento
dell'integrita genomica [74], sebbene esistano dati che ne supportino anche il ruolo nella
progressione tumorale. SIRT6 sembrerebbe essere implicata nella riparazione del danno al
DNA [75], che favorisce mediante monoADP-ribosilazione e conseguente attivazione di
PARP1 la quale € impiegata poi nella riparazione della rottura del doppio filamento [76];
tuttavia e anche nota la sua attivita di regolazione del metabolismo cellulare e di
mantenimento dell'integrita del genoma durante la tumorigenesi [77]; una sua aumentata
espressione in alcuni tumori €, difatti, considerata un marker prognostico negativo [78]; in
questo caso informazioni e risultati contrastanti, rendono difficile operare una
categorizzazione in senso stretto. In ogni caso, queste informazioni correlano due classi di
enzimi che consumano NAD (sirtuine e PARPs) apparentemente indipendenti tra loro,
suggerendo che i livelli cellulari di NAD stesso potrebbero essere determinanti per il
signalling intracellulare. Infatti, sappiamo che l'attivita di alcune sirtuine e limitata dal
consumo di NAD PARP1-mediato, sia in condizioni normali che di stress [79], [80]; resta
comunque ancora da capire se tale azione possa essere rilevante per la trasformazione

cellulare o per la progressione del tumore.

2.2.2. PARP nel cancro

Considerato il signalling NAD-dipendente nell’lambito della trasformazione e
progressione neoplastica, si capisce perché la poliADP-ribosilazione sia considerato il
target terapeutico piu promettente. La PARP1 e I'enzima piu studiato in questo contesto e,
oltre al suo ben noto ruolo nella riparazione del DNA, essa puo contribuire alla nascita e
alla progressione del tumore in maniere diverse; per esempio, regolando I'attivita di fattori
di trascrizione importanti per il controllo del ciclo cellulare e dell’apoptosi, quali NF-kB e
p53 [81]. Dato che I'attivita di tali fattori trascrizionali e significativamente influenzata
dall’ADP-ribosilazione, se ne deduce che il consumo di NAD derivante dall’attivita di PARP1
giochi un ruolo di primaria importanza nella regolazione trascrizionale di eventi correlati
alla trasformazione neoplastica. Inoltre, PARP1 regola positivamente I'attivita di chinasi

quali ERK (extracellular signal-activated kinase) e JUN activated N-terminal kinases (JNKs)
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[82] dimostrando, quindi, di promuovere il signalling di crescita e proliferazione cellulare

MAPK-dipendente.

2.2.3. CD38 nel cancro

Nei mammiferi, CD38 ¢ la NAD glicoidrolasi e ADP-ribosio-ciclasi maggiormente
nota; & tra gli enzimi che consumano pit NAD e la sua attivita NAD-dipendente &
importante per la crescita cellulare. La conversione del NAD operata da CD38 genera
CADPR, che funziona da secondo messaggero mobilizzante il Ca?*. CD38 regola molti
aspetti della biologia tumorale, incluse infammazione, morte e sopravvivenza cellulare.
Recentemente e stata correlata all'insorgenza e alla progressione del tumore; & stata
identificata come un marker prognostico negativo nella leucemia linfatica cronica (LLC)
[83]. Inoltre, ha un ruolo di promozione della crescita e proliferazione delle cellule di
cancro della cervice uterina, attraverso la riduzione dei livelli di ROS e [linibizione
dell’apoptosi [84]; ancora, la delezione di CD38 in cellule di adenocarcinoma polmonare ne
riduce la crescita e l'invasivita, in un modello di xenotrapianto in topi nudi [85]. Infine,
CD38 causa immunosoppressione attraverso |'inibizione della funzione dei linfociti T CD8*
[86]. In sostanza, CD38 sembra avere un ruolo pro-tumorigenico in numerosi tipi di cancro

e, pertanto, la sua inibizione pu0 essere considerata nel trattamento di questi tumori.
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3. Compartimentalizzazione del NAD: ruolo nel cancro

E probabile, sebbene non ancora del tutto certo, che la concentrazione di NAD
nella cellula non sia uniforme, ma che sia, invece, regolata localmente e, quindi, differisca
nei diversi compartimenti sub-cellulari. Questa ipotesi € supportata dalla nozione secondo
cui molti degli enzimi coinvolti nella biosintesi o nel consumo di NAD siano
compartimentalizzati a livello sub-cellulare. Basti pensare al fatto che, nei mammiferi,
I’enzima biosintetico NMNAT esiste in tre isoforme localizzate differentemente all’interno
della cellula; NMNAT1 nel nucleo, NMNAT2 nel citosol e apparato del Golgi, e NMNAT3
riportata essere nel mitocondrio [87]. Dal momento che esiste una separazione sub-
cellulare nei pathway bioenergetici o di signalling NAD-dipendente, &€ necessario che ogni
compartimento sub-cellulare possieda una sufficiente quantita di NAD pronto all’'uso al
fine di poter completare i suddetti processi.

Sono numerosi gli approcci tentati per la visualizzazione della distribuzione sub-
cellulare dei pool di NAD; per esempio, I'espressione mirata di PARP1 pud essere usata
come sensore molecolare, dato che la presenza di NAD pud essere provata mediante
immuno-marcatura dei polimeri di poliADP-ribosio [88]. Inoltre, sono stati sviluppati
numerosi sensori di NAD* geneticamente codificati: essi contengono un dominio che lega il
NAD* derivato da una DNA-ligasi batterica NAD-dipendente, fuso ad una Venus fluorescent
protein resa circolare (cpVenus) [89]. Questi biosensori del NAD possono essere espressi
selettivamente nel nucleo o nel citosol e il legame al NAD ne riduce la fluorescenza
intrinseca.

L'utilizzo di questi tool molecolari ha permesso di confermare la presenza di poo/ di
NAD nel nucleo e in quasi tutti gli organelli cellulari, inclusi mitocondrio, reticolo

endoplasmatico (ER), perossisomi e apparato del Golgi [88], [89].

3.1. Pool mitocondriale

Il mitocondrio ospita il maggiore dei pool di NAD , con una concentrazione che si
aggira approssimativamente intorno a 250 UM e che rappresenta, in neuroni e
cardiomiociti, tra il 50 e il 70% della quantita totale di NAD nella cellula [90]. |l
mantenimento di tale pool/ & fondamentale per la sopravvivenza cellulare, soprattutto

quando condizioni di stress causano la deplezione di quello citosolico e nucleare [91].
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Sebbene i pool citosolico e mitocondriale di NAD siano notoriamente interconnessi da
glicolisi e fosforilazione ossidativa, non & ancora stato chiarito quale sia il preciso
meccanismo con cui il mitocondrio si rifornisca di NAD. Le possibili fonti sono due: o il NAD
e importato come tale dal citosol, o, in alternativa, € sintetizzato localmente nella matrice
mitocondriale. Nonostante numerosi studi abbiano fornito evidenze a supporto dell’'una o
dell’altra fonte, il meccanismo molecolare rimane ancora poco chiaro. La domanda irrisolta
di maggiore spessore riguarda il come il NAD e/o i suoi precursori, inclusi NR, NA, NAR e
NMN, passino le membrane mitocondriali. Abbiamo evidenze che il NMN citosolico entri
nella matrice mitocondriale e qui sia convertito a NAD dell’azione della NMNAT3 [92]; a
(parziale) supporto di questa ipotesi e il fatto che, sino ad oggi, non sia stato identificato,
nelle cellule di mammifero, alcun trasportatore mitocondriale del NAD [93]. Inoltre, la
somministrazione di NR, aumenta la concentrazione mitocondriale di NAD sia in cellule in
coltura, sia nel fegato di topo [94]. Evidenze contrastanti mostrano invece come il
trattamento con precursori del NAD, quali NR, NA, NAM, NMN, non ne modifichi il pool
mitocondriale, mentre, nonostante la mancata conferma dell’esistenza di un trasportatore
del NAD di membrana mitocondriale, il trattamento con NAD esogeno lo aumenti in
maniera significativa [37], [95]. Inoltre, uno studio recente, condotto mediante 'uso di NR
e NAR marcati con isotopi, suggerisce che il NAD citosolico possa essere direttamente
traslocato nel mitocondrio [96]. In sostanza, la questione & ancora ampiamente dibattuta
e, purtroppo, non particolarmente prossima alla sua risoluzione.

E, parimenti, ancora da confermare l'eventuale esistenza, nel mitocondrio,
dell’enzima chiave della biosintesi del NAD, la NAMPT: mentre uno studio [91] ne riporta la
suddetta localizzazione mitocondriale, un secondo studio non ne da conferma [97]. Poiché
mancano le prove a supporto della presenza, nei mammiferi, di un trasportatore del NAD e
della NAMP a livello mitocondriale, € stato proposto che il pool mitocondriale derivi
perlopiu dal NMN che viene traslocato dal citosol alla matrice mitocondriale per poi essere
convertito dalla NMNAT3 a formare NAD [98]. Inoltre, I'espressione mediante trasfezione
di NMNAT3, mostra come, sebbene il trascritto possa essere ritrovato nel mitocondrio, la
presenza della proteina endogena rimanga ancora da confermare [95]. Ancora, mentre
uno studio suggerisce che I'over-espressione aumenti il pool mitocondriale di NAD [99],
altri riportano che NMNAT3 non sia essenziale per il mantenimento del medesimo pool
[100], [101]. E plausibile che il NAD mitocondriale derivi sia dalla sintesi locale, sia dal

trasporto di quello citosolico; in questo modo, ogni fonte puo supportare I'altra in caso di
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necessita e insieme, cooperare per mantenere la concentrazione del coenzima nei limiti
fisiologici e impedire che questa possa subire brusche variazioni. Inoltre, dal momento che
la sintesi locale richiede comunque la presenza, e quindi il trasporto dal citosol al
mitocondrio, di precursori, le concentrazioni di NAD mitocondriale sarebbero comunque
strettamente correlate alla disponibilita nel citosol di NAD e dei suoi precursori.
Comunque, sia che venga sintetizzato in loco, sia che vi venga trasportato, il NAD
mitocondriale ricopre un ruolo essenziale nella tumorigenesi. Oltre alla ben nota
importanza nei processi bioenergetici che hanno luogo nel mitocondrio e che sottendono
la crescita, la proliferazione e la sopravvivenza cellulare (come il ciclo di Krebs, la
fosforilazione ossidativa e la B-ossidazione), il NAD € un co-substrato obbligatorio per le
sirtuine localizzate nel mitocondrio (SIRT3, SIRT4 e SIRTS) gia correlate alla regolazione
delllomeostasi metabolica [102]. Per esempio, € dimostrato che SIRT3 interagisca
fisicamente con la subunita 9 del Complesso | (NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 9, NDUFA9); nell'interazione, SIRT3 deacetila selettivamente il
Complesso | aumentandone conseguentemente I'attivita e, con essa, la produzione di ATP
mediata dalla fosforilazione ossidativa [103]. Sappiamo che SIRT3 & localizzata a livello
mitocondriale, ma € anche noto che sia una deacetilasi presente nel nucleo e che traslochi
nel mitocondrio in seguito a danno al DNA causato, per esempio, da radiazioni UV o da
farmaci antitumorali come |'etoposite, presumibilmente con lo scopo di down-regolare
I'espressione di geni nucleari coinvolti nelle funzioni mitocondriali [104]. SIRT4 funziona
perlopit come ADP-ribosiltransferasi; promuove la trasformazione tumorigenica in
condizioni di stress quali il danno a DNA e a ER [105], e la contrasta inibendo il
metabolismo della glutammina [106]: & notevole che, queste ultime e dissonanti evidenze,
provengano dai medesimi autori. SIRT5, pur non essendo molto efficiente come
deacetilasi, regola i propri target attraverso rimozione NAD-dipendente di gruppi
malonilici, glutarilici o succinilici da residui di lisina [107]. Inoltre, riguardo a SIRT4 e SIRTS,
sappiamo che animali knockout per i geni corrispettivi mostrano forti alterazioni nel
metabolismo glucidico e lipidico [108], [109].

Resta comunque interessante notare che tutte le sirtuine mitocondriali hanno una
potenziale duplice funzione nel cancro, in quanto possono fungere sia da soppressori, sia

da promotori del tumore [110].
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3.2. Pool nucleare

Si stima che il pool nucleare di NAD abbia una concentrazione di circa 70-100 uM e
sia, percio minore di quello del mitocondrio [111]. Il NAD nucleare sarebbe prodotto
prevalentemente dalla NMNAT1, isoforma a localizzazione nucleare [112]. Il ruolo del NAD
nel nucleo e incentrato sull’attivita di ADP-ribosilazione PARP-mediata e di deacetilazione
SIRT-mediata. PARP1 & stata intensamente studiata nel contesto della biologia tumorale a
causa dei fondamentali e molteplici ruoli che ricopre, tra cui la ricerca e riparazione di
danni al DNA, protezione dei telomeri, modificazione della cromatina, regolazione
trascrizionale e morte cellulare programmata p53-dipendente [113], [114]. Si pensi che, in
seguito a danno al DNA, I'attivita di PARP1 puo consumare fino all’80% del NAD presente
nel pool nucleare per operare un’intensa poliADP-ribosilazione. Inoltre, PARP1 attivata
possiede anche funzione di regolatore trascrizionale [115] che promuove I'induzione E2F1-
mediata di fattori che riparano il DNA e che percid aumenta la resistenza alla terapia
antineoplastica [116].

Inoltre, come gia accennato, il NAD nucleare regola, attraverso |'azione delle
sirtuine nucleari (SIRT1, SIRT6 e SIRT7), svariati fattori anti- e pro-tumorali che influenzano
numerosi processi deregolati nelle cellule tumorali, inclusi il mantenimento della
cromatina, preservazione del DNA, metabolismo cellulare e risposta immune [117]. La
situazione delle sirtuine nucleari &, come per le altre, ambigua e necessita di ulteriori
delucidazioni. In particolare, SIRT1 puo legare e deacetilare p53 in seguito a danno
genomico, causando la repressione della trascrizione p53-dipendente e percido un mancato
arresto del ciclo cellulare [118]; similmente, deacetila e inattiva E2F1, promuovendo la
proliferazione cellulare e la trasformazione neoplastica [119]; altri studi suggeriscono che
possieda attivita di oncosoppressione. Inoltre, e interessante riportare come NAMPT sia
substrato diretto di SIRT6, la quale, operandone la deacetilazione, ne causa la maggiore
attivazione che porta a livelli intracellulari aumentati di NAD, conferendo cosi alla cellula
maggiore resistenza allo stress ossidativo [120]. Comunque sia, il gran numero di rapporti
che il NAD nucleare, attraverso PARP e sirtuine, instaura con numerosi fattori, indica
quanto profondo sia il suo impatto nelle vie di signalling nucleare. E pensabile di poter
influenzare tali complessi pathway, PARP- e sirtuine-dipendenti, modificando i livelli di
NAD nel nucleo. E stato dimostrato recentemente che in condizioni fisiologiche, PARP1 non
ha grande accesso alle riserve di NAD e questo rende ragione della scarsa attivita

dell’enzima in condizioni in cui non esista danno al DNA; quando, invece, un danno esiste,
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I'interazione con il filamento danneggiato modula allostericamente e positivamente
I'enzima che ha cosi pieno accesso al pool nucleare di NAD [121]. Inoltre, PARP1 pu0
reclutare e attivare indirettamente NMNAT1 che, catalizzando la sintesi di NAD, supporta
I'attivita di PARP1 stessa [122]. In effetti, & riportato che NMNAT1 funzioni anche in
maniera dipendete da danno al DNA e che la sua inibizione causi un rallentamento nella
riparazione del genoma, motivo per cui potrebbe rivelarsi un utile meccanismo di
sensibilizzazione verso chemioterapici ad azione genotossica; € tuttavia anche vero che lo
knockdown dell’enzima sembra portare ad aumentata trascrizione di fattori correlati alla
trasformazione, suggerendo, anche per NMNAT1 un duplice ruolo nel cancro di ardua

interpretazione [123].

3.3. Pool citosolico

Il pool presente nel citosol regola e interconnette gli altri pool. Il NAD
citoplasmatico e perlopiu sintetizzato da NMNAT2, isoforma identificata in tempi
relativamente recenti [124] riportata essere localizzata nell’apparato del Golgi [87]. Il poo!
citosolico e quello nucleare sono strettamente connessi, come confermano le
concentrazioni assai simili e il fatto che il NAMPT-inibitore FK866 causa una riduzione nel
pool di NAD tanto nel nucleo, quanto nel citoplasma [89]; e quindi probabile che i
precursori NAM e NMN siano presenti in condivisione tra nucleo e citosol, e che I'ultimo
step della via biosintetica, in cui NMN & convertito a NAD, avvenga nei due diversi
compartimenti ad opera delle differenti isoforme ivi presenti. E stato recentemente
dimostrato che la deplezione di NMNAT2 riduce significativamente |'entita del pool
citosolico, intaccando solo in minima parte quello nucleare; al contempo, il NAD nucleare
non puo rifornire il pool citosolico in assenza di NMNAT2 [87]. Queste osservazioni
suggeriscono una regolazione compartimentalizzata e specifica dei pool nucleare e
citosolico, operata da NMNAT1 e NMNAT2, rispettivamente. Il NAD citosolico, cosi come
altri cofattori e metaboliti quali NADP e FAD (flavina adenin dinucleotide), ha numerosi
ruoli nel riprogrammare il metabolismo di cellule neoplastiche e immunitarie. In
particolare, il NAD citoplasmatico & fondamentale nel metabolismo del glucosio,
soprattutto nello step chiave in cui la gliceraldeide-3-fosfato & convertita a 1,3-
bisfosfoglicerato dalla GAPDH e in cui il NAD & ridotto a NADH; dato che la membrana
mitocondriale & impermeabile al NADH, gli elettroni trasportati in esso possono entrare

nella catena respiratoria del mitocondrio solamente grazie allo shuttle del glicerolo-3-
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fosfato, in cui il diidrossiacetone fosfato e ridotto a glicerolo-3-fosfato, oppure grazie allo
shuttle malato-aspartato, in cui I'ossalacetato é ridotto a malato; in entrambi i casi NADH &
ossidato a NAD, il quale puo cosi entrare nel mitocondrio [125]. Il NAD del pool citosolico e
di vitale importanza per la crescita e proliferazione delle cellule tumorali a causa
dell’aumentata necessita metabolica che si riflette in un maggiore sfruttamento della via
glicolitica. Come gia discusso, le cellule tumorali operano uno shift metabolico verso la
glicolisi anaerobica, la fermentazione citosolica del lattato e la riduzione della
fosforilazione ossidativa [28], con tutti i vantaggi che ne derivano (cfr Cap. 2). Tuttavia, €
intuibile che tale aumento nel metabolismo del glucosio, descritto come effetto Warburg,
suggerisce che le cellule che lo operino debbano dare la priorita alla rigenerazione del pool
citosolico di NAD che si trovera a essere pesantemente sfruttato; tale obbiettivo pud
essere raggiunto mediante un adeguato bilanciamento delle attivita delle diverse NMNATs.
Recentemente e stato provato come NMNAT1 e 2 competano per un loro substrato
comune, NMN, al fine di mantenere la regolazione compartimentalizzata dei pool, nucleare
e citosolico; in particolare, in adipociti indifferenziati, NMN & perlopiu substrato di
NMNAT1. Cio consente all’adipocita immaturo di mantenere elevati i livelli di NAD nucleari,
necessari per l'attivita di PARP1 e la conseguente inibizione di fattori trascrizionali
necessari per la differenziazione. Al contrario, durante I'adipogenesi, NMN & metabolizzato
in maniera preferenziale da NMNAT2 che supporta il metabolismo energetico attraverso la
sintesi di NAD citosolico a scapito di quello nucleare che, cosi, non puo piu inibire il
differenziamento, permettendo, quindi, la maturazione dell’adipocita [126]. Coincide con
questa visione il fatto che il gene NMNATI sia spesso mutato o deleto in cellule e tessuti
tumorali; al contrario, NMNAT2, nei tumori, & piu frequentemente amplificata
(http://cbioportal.org). In particolare, I'up-regolazione dell’attivita di NMNAT2 e mediata,
perlomeno nelle cellule di cancro polmone non a piccole cellule, dalla deacetilazione
SIRT3-dipendente [127] o dal signalling dipendente da p53 [128]. Queste osservazioni
suggeriscono che la compartimentalizzazione e la regolazione locale della sintesi di NAD
abbia un ruolo attivo nell’'adattamento metabolico necessario alla tumorigenesi, per
rispondere alla richiesta di rapida crescita e proliferazione cellulare.

SIRT2, I"'unica con localizzazione esclusivamente citoplasmatica, € anche uno degli
enzimi, in questo compartimento, responsabili del maggior consumo di NAD; esistono
prove a favore di un suo ruolo nell’'oncosoppressione [74], mentre altri studi la collocano

tra i fattori pro-tumorali; per citarne alcuni, e stata dimostrata la sua attivita nel favorire gli
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effetti di una famiglia di oncoproteine note come Myc [129], gia correlate all’espressione
della NAMPT, e di potenziare il signalling NOTCH-dipendente [130]. Studi recenti hanno
sottolineato il ruolo di SIRT2 nella rilevazione dello stato nutrizionale della cellula, che
dirige, dipendentemente da quest’ultimo, 'attivita metabolica in modo da supportare la
crescita tumorale, agendo perlopitu su glicolisi e sintesi degli acidi grassi [131]. Dal
momento che [attivita di SIRT2 pud essere soggetta a regolazione farmacologica,
mediante la modulazione della ratio NAD*/NADH[132], potrebbe essere considerata, in
futuro, come possibile target terapeutico.

Anche la via biosintetica de novo del NAD dipendente dal triptofano, che procede
dalla via delle chinurenine, sembra essere importante per le cellule coinvolte nel
microambiente tumorale, incluse cellule associate all'immunita innata, quali i macrofagi,
responsabili delle risposte antitumorali e posso correlati positivamente con una prognosi
positiva del paziente. In effetti, la risposta dei macrofagi alla tumorigenesi dipende in
maniera significativa dal NAD citosolico prodotto attraverso la via delle chinurenine, in
qguanto, una riduzione dell’efficienza di questa via — e quindi del pool citosolico di NAD- &
correlata a una peggiore capacita dell'immunita innata di contrastare la cancerogenesi
[133].

I NADPH & un metabolita necessario in grandi quantita alle cellule tumorali a causa
del suo ruolo come cofattore in numerose reazioni metaboliche e in virtu della sua
capacita di tamponare lo stress ossidativo prodotto dai ROS liberati nelle cellule che si
dividono rapidamente [32]. Studi recenti hanno posto attenzione sul ruolo pro-oncogenico
delle NAD-chinasi (NADK), le quali operano la fosforilazione, citosolica e mitocondriale, di
NAD* a NADP?, il quale pud poi essere ridotto a NADPH dalla glucosio-6-fosfato
deidrogenasi (G6PD) nella PPP [134]; in particolare, mutazioni attivanti sulla forma
citosolica della NADK (cNADK) sono correlati alla trasformazione neoplastica nel pancreas
[135]; trattamenti farmacologici o condizioni che riducono le riserve cellulari di NAD
possono smorzare l'iper-attivazione delle NADPK, con conseguente riduzione delle
quantita di NADP intracellulare, la quale compromette la sintesi di nucleotidi e la

replicazione del genoma [7].

3.4. Pool extracellulare
In condizioni fisiologiche, il NAD extracellulare presente nel siero dei mammiferi &

mantenuto a una concentrazione compresa tra 0.1 e 0.5 uM [136]. Analogamente a
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guanto accade per il pool nucleare, anche quello extracellulare € in stretta comunicazione
con quello citosolico. Per esempio, il NAD extracellulare aumenta in seguito a liberazione di
NAD citosolico successiva alla lisi cellulare [137]; inoltre, nel sistema nervoso enterico, il
NAD* puo essere rilasciato per esocitosi nello spazio sinaptico in cui funziona come un
neurotrasmettitore inibitorio [138]. Recentemente & stato dimostrato che le cellule del
cancro alla prostata rilasciano NAD* nel mezzo di coltura, suggerendo un ruolo autocrino o
paracrino del dinucleotide [139]. Ancora, il NAD extracellulare puo entrare nella cellula e
rifornire le riserve intracellulari, contrastando la deplezione di NAD mediata dalla
tossificazione di FK866 [140]. E stato proposto che i pool citosolico ed extracellulare siano
in comunicazione grazie all’emicanale della connessina 43 [141], sebbene manchi ancora la
conferma della presenza dell’emicanale della connessina 43 in condizioni fisiologiche; &
interessante sottolineare gli stessi autori hanno identificato un trasportatore per NMN,
codificato dal gene Sic12a8 [142], che ha un ruolo nel mantenimento dei diversi pool.
Alternativamente, il NAD extracellulare potrebbe essere degradato a NMN e quindi entrare
come tale attraverso il canale summenzionato [142] oppure, previa catalisi operata da
NRK, importato attraverso i trasportatori equilibrativi dei nucleosidi (ENTs) [92].

Il maggior consumatore extracellulare di NAD e CD38, ectoenzima transmembrana
multifunzione espresso in maniera ubiquitaria [15]. L'induzione di CD38 causa, nel tumore
della prostata, una riduzione dei livelli di NAD con conseguente riduzione del metabolismo
e blocco del ciclo cellulare, eventi che, insieme, causano la riduzione della progressione del
tumore [143]. CD38 riduce il pool extracellulare di NAD in pilt modi: per esempio
convertendo il NAD in cADPR, messaggero coinvolto nel signalling Ca**-dipendente;
oppure attraverso la sua capacita di degradare il NMN extracellulare a NAM, che puo
permeare la membrana plasmatica e giungere nel citosol dov’é convertito a NAD dal
salvage pathway.

Similmente, il pool extracellulare puo essere depauperato dall’azione dell’ecto-5'-
nucleotidasi CD73 che consuma NAD, restituendo NMN prima, e NR poi [18]; tale attivita
catalitica e importante per il mantenimento e I'arricchimento dei pool intracellulari, tant’e
che la down-regolazione o linibizione farmacologica di CD73 (ottenuta mediante
trattamento con a, B-methylene adenosine 5’-diphosphate, APCP) aumentano la tossicita
del trattamento con FK866 [144], [145]. E notevole che CD73 funzioni anche come

molecola di adesione coinvolta nella migrazione e invasione delle cellule trasformate [146].
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Infine, il NAD extracellulare gioca un ruolo anche nella modulazione della risposta
immune. E noto che il NAD extracellulare funzioni come una citochina proinfiammatoria,
che stimola, attraverso linterazione col recettore purinergico P2Y11, i granulociti,
aumentando la chemiotassi [147]. Ancora, alcune evidenze permettono di affermare il
ruolo del NAD extracellulare nella risposta antitumorale dei linfociti T. E, per esempio,
dimostrato che, in seguito a uno stimolo infiammatorio, il NAD intracellulare puo essere
rilasciato nello spazio extracellulare, dove pu0 funzionare da regolatore dei linfociti T
mediante il legame con il recettore purinergico P2X7 [148]; I'attivazione del recettore
mediante ADP-ribosilazione causa I'apoptosi delle cellule T naive e 'espansione di quelle
citotossiche [148]. Un altro studio dimostra che le cellule T regolatorie Foxp3* (Treg) siano
suscettibili alla morte cellulare indotta da NAD* (NAD*-induced cell death, NICD) e che la
somministrazione sistemica di NAD* ne causi la deplezione, promuovendo percio la risposta
immune diretta contro le cellule tumorali [149]. Inoltre, e stato recentemente dimostrato
che cellule T con un’espressione ridotta di CD73 sulla superficie della membrana
plasmatica mostrano maggiori livelli di NAD e, con essi, una migliore risposta antitumorale
[150].

Tali informazioni permettono, quindi, di stimare le interazione tra il NAD
extracellulare e gli enzimi summenzionati come possibili target terapeutici su cui poter

intervenire al fine di controllare la crescita tumorale.
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4. Il metabolismo del NAD nella terapia antitumorale

Data la centralita del ruolo ricoperto dal NAD negli eventi correlati alla crescita, alla
sopravvivenza cellulare e a tutti quei processi di importanza patofisiologica nell'insorgenza
e nella progressione del tumore, molti enzimi legati al metabolismo del NAD (sia alla sua
biosintesi, sia al suo catabolismo) sono stati presi in considerazione come possibili target
nella terapia antitumorale. In questo capitolo, saranno discussi i maggiori risultati ottenuti
sino ad ora e i possibili sviluppi futuri, considerata I'appartenenza ai diversi pathway di

biosintesi o di consumo.

4.1. La sintesi del NAD come target terapeutico

Come gia accennato, tra le caratteristiche piu evidenti delle cellule cancerose, si
trovano l'aumenta sintesi di ATP e produzione di biomassa, ottenute attraverso i
riarrangiamenti metabolici che tipici dell’effetto Warburg. Di questi riarrangiamenti, il piu
importante, per I'aumentata biosintesi, & forse lo shift verso la PPP. Per tale motivo &
verosimile pensare che limitare la disponibilita di NAD potrebbe contrastare gli
adattamenti metabolici delle cellule tumorali, per esempio riducendo la velocita e
I'efficienza della glicolisi interferendo con I'azione della GAPDH (per cui il NAD & un
cofattore essenziale); un secondo meccanismo sarebbe quello di ridurre I'attivita delle
NAD-chinasi e percio la disponibilita di NADP, regolatore della PPP: cio causerebbe una
riduzione della sintesi di nucleotidi tale da compromettere la duplicazione del DNA e la
trascrizione, entrambe necessarie per la progressione tumorale. Inoltre, la
compromissione della PPP potrebbe ostacolare la proliferazione tumorale attraverso un
ulteriore meccanismo: & possibile che le cellule tumorali esprimano preferenzialmente la
piruvato-chinasi M2 (PKM2, una forma non particolarmente attiva nelle cellule normali),
poiché tale enzima favorisce I'ingresso del glucosio nella PPP. In questo modo, la cellula
tumorale aumenta la produzione di NADPH, il quale funziona la tampone redox e la
protegge dal danno ossidativo causato dai ROS [151], [152]. Ridurre la disponibilita di NAD,
renderebbe, percio, il tumore pil suscettibile al danno ossidativo, e, quindi, all’apoptosi.
Oltre all'impatto negativo sul riarrangiamento metabolico che sostiene e promuove la
crescita tumorale, la deplezione del NAD intracellulare potrebbe, in teoria, rallentarne o

addirittura arrestarne la progressione, attraverso la limitazione dell’attivita degli enzimi
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NAD-dipendenti. Per esempio, la ridotta disponibilita di NAD non consentirebbe
un’adeguata attivita di PARP1, con conseguente sensibilizzazione della cellula verso il
danno al DNA; tale strategia antineoplastica ricalca quella usata dai PARP-inibitori
attualmente in clinica. In maniera simile, la scarsita di NAD ridurrebbe I'effetto dei segnali
pro-sopravvivenza operati dalle sirtuine, predisponendo, ancora una volta, la cellula
tumorale all’apoptosi. Ovviamente, un problema non indifferente nell’utilizzo di questa
strategia, risiede nella verosimile tossicita sistemica, data I'importanza ubiquitaria del NAD.
Tuttavia, il fatto che alcuni tumori mostrino un’over-espressione di alcuni enzimi chiave del
metabolismo del NAD (quali NAMPT, NAPRT e NMNAT) porta qualche speranza di

specificita terapeutica.

4.1.1. Inibizione della NAMPT come strategia antitumorale

In accordo con gli studi che dimostrano come I'over-espressione di NAMPT, enzima
che, attraverso una fosforibosilazione, converte la NAM in NMN sia correlata alla
patogenesi e alla progressione tumorale, sono state sviluppate diverse molecole che
funzionano da inibitori specifici di NAMPT. In effetti, NAMPT & riconosciuta come marker
prognostico tumorale, e la sua espressione correla, oltre che con la progressione, anche
con l'efficacia terapeutica e con la sopravvivenza del paziente [39], [153]. Tre di queste
molecole (FK866, GMX1777 e GMX1778) hanno completato la Fase 1 di un trial clinico.

Il primo composto a essere stato identificato come altamente specifico per NAMPT
e stato FK866 (noto anche come APO866); si comporta come un inibitore non competitivo
dell’attivita enzimatica di NAMPT, in seguito al legame su un sito allosterico [154]. In vitro,
riduce significativamente i livelli intracellulari di NAD, cui segue I'inibizione della glicolisi a
causa del blocco della GAPDH [35]. Ancora in vitro, FK866 causa un aumento nella
produzione di ROS [155] e, nelle cellule di tumori ematologici, morte per apoptosi e
autofagia caspasi-indipendente [155]. Inoltre, FK866, ritarda la progressione tumorale e ne
aumenta la sensibilita alla radioterapia, in un modello murino di tumore al seno [156]; dato
in associazione all'inibitore delle proteasi bortezomib, mostra sinergia nella riduzione
pressoché totale dei livelli intracellulari di NAD in cellule di mieloma multiplo, riuscendo a
superare la resistenza al bortezomib nella terapia contro il mieloma stesso [157].

Altri inibitori specifici, come GMX1777 e GMX1778 (anche noto come CHS-828),
mostrano efficacia simile a quella di FK866 [158]. GMX1777 & una cianoguanidina e

profarmaco rapidamente convertito in GMX1778, che € un inibitore competitivo di NAMPT
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[159]. La somministrazione, in associazione alla radioterapia, si € dimostrata efficace in un
modello murino di tumore della testa e collo [160]. L'inibitore NAMPT e GLUT 1 (glucose
transporter 1) noto come STF-31, riduce al contempo il pool cellulare di NAD, I'effetto
Warburg e 'uptake di glucosio, e si & dimostrato efficace contro i carcinomi delle cellule
renali associato a sindrome di von Hippel-Lindau [161].

Tuttavia, nonostante i NAMPT-inibitori siano certamente dei candidati promettenti
nello sviluppo di nuove terapie antitumorali, la NAMPT rimane un enzima essenziale per le
cellule non trasformate e, la sua inibizione un’arma a doppio taglio. Infatti, la delezione
ubiquitaria dell’enzima causa morte prenatale; inoltre, la delezione specifica nel solo
muscolo, causa degenerazione muscolare progressiva [51], [162]. Ancora, animali knockout
per la NAMPT nella sola retina, mostrano una grave perdita della vista [163]. In effetti, tutti
e tre i farmaci che hanno raggiunto la Fase 1, hanno visto la propria sperimentazione
clinica venire interrotta proprio a causa di reazioni avverse sistemiche, incluse
trombocitopenia, linfopenia, cardiotossicita, tossicita retinica e gastrointestinale [164]. Per
cui, I'utilizzo di una terapia contenente farmaci NAMPT-inibitori avrebbe, chiaramente,

I’assoluta necessita di considerare queste reazioni avverse.

4.1.2. NAPRT nel metabolismo del tumore

Similmente alla NAMPT, la NAPRT (che, attraverso la sua attivita enzimatica
fosforibosiltransferasica, converte NA nel suo corrispettivo mononucleotide, NAMN) é
localizzata nel citoplasma e nel nucleo, mentre sembra non essere presente nel
mitocondrio [165]. Contrariamente a quanto accade per la NAMPT, che, come discusso in
precedenza, € spesso over-espressa, un certo numero di tumori mostra, invece, una
ridotta o mancata espressione dell’enzima NAPRT [166]. A causa di tale mancata
espressione, le cellule di questi tipi di tumore non possono utilizzare NA per la biosintesi di
NAD, dipendendo quindi totalmente dalla NAMPT. Per cui, in questi casi, I'efficacia di
trattamenti con NAMPT-inibitori (quali FK866) € maggiore che in quei tumori che, invece,
esprimono normalmente la NAPRT. In effetti, I'iper-metilazione della sequenza promotore
del gene Naprt € frequentemente osservata in certe tipologie di cancro, cosa che potrebbe
essere sfruttata come un efficace marker per il trattamento con NAMPT-inibitori [167]. Le
cellule non trasformate, invece, esprimono simultaneamente NAMPT e NAPRT; per cui, un
trattamento con NAMPT-inibitori, associato a NA, puo, da un lato, lasciare illese le cellule

normali e, dall’altro, ridurre in maniera significativa il NAD nelle cellule tumorali che non
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esprimono NAPRT, causando in quest’ultime una riduzione nella sintesi di ATP e
provocandone la morte selettiva [168]. In maniera analoga, 'inibizione di NAMPT operata
da GMX1778 causa una deplezione dei livelli di NAD e induce morte cellulare in maniera
maggiore in quei tumori che non esprimono NAPRT, mentre il co-trattamento con NA
impedisce una riduzione totale dei livelli di NAD in cellule normali esprimenti NAPRT [159].
Cio suggerisce che considerare I'espressione di NAPRT e fondamentale al fine di pianificare

correttamente un trattamento con NAMPT-inibitori.

4.1.3. NMINATs: nuovi target nel metabolismo tumorale

Le tre diverse isoforme dell’enzima NMNAT (NMNAT1, 2 e 3) catalizzano "ultimo
step della sintesi del NAD, e rappresentano il fulcro della biosintesi del NAD, dal momento
che le diverse vie confluiscono in questo punto. Come discusso in precedenza, sono
responsabili della formazione dei dinucleotidi, NAD o NAAD, grazie alla loro azione
adenililtransferasica mediante cui trasferiscono la porzione adenilata delllATP su un
mononucleotide, NMN o NAMN, rispettivamente. Data la loro centralita, € quindi plausibile
ritenere che la loro inibizione potrebbe causare una forte deplezione del NAD
intracellulare (che contrariamente a quanto accade per l'inibizione della NAMPT non puo
essere bypassata) il quale, in ultima analisi, si tradurrebbe in un effetto antitumorale [169].
Questo € particolarmente probabile se si considera I'isoforma 2, dato che € la maggiore
responsabile della (re)sintesi del NAD cellulare e che un aumento della sua espressione si
ritrova, per esempio, nel cancro del colon-retto; inoltre € noto che la sua espressione &
indotta da p53 in presenza di un danno al genoma, probabilmente per fornire il substrato
necessario all’azione della PARP1 [128]. Altri studi mettono in evidenza [|'esistenza di un
asse SIRT3-NMNAT2-NAD: la SIRT3, deacetilando NMNAT2, ne causa |'attivazione; I'azione
dell’adenililtransferasi, infine, aumenta il pool cellulare di NAD nelle cellule di cancro al
polmone non a piccole cellule. L'asse SIRT3-NMNAT2-NAD sembra quindi dirigere il
metabolismo energetico e la proliferazione cellulare, tant’é che la rottura di questo asse
promuove la morte cellulare per apoptosi [127]. Ancora, € riportato che |'over-espressione
di NMNAT2 riscontrabile nel cancro del colon-retto puo potenziare la tossicita della
tiazofurina, analoga del NAD; NMNAT2 converte enzimaticamente la tiazofurina in tiazolo-
4-carbaossammide adenina dinucleotide, un potente inibitore dell’enzima inosina 5’-

monofosfato deidrogenasi (IMPDH), la cui attivita, necessaria per la sintesi di guanina e
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quindi per la normale proliferazione cellulare, € vista con crescente interesse nei tumori
colorettali [170].
Tali risultati rafforzano, dunque, I'idea che NMNAT2 possa essere un valido target

terapeutico nel trattamento di alcune neoplasie.

4.2. Enzimi che consumano NAD come target terapeutico

Il ruolo (pato)fisiologico, e il significato biologico del signalling NAD-dipendente
nelle cellule normali come in quelle trasformate, € stato ampiamente discusso nei capitoli
precedenti. Qui sono prese in esame le famiglie di enzimi che consumano NAD in qualita di

target terapeutici, gia comprovati, o possibili.

4.2.1. Sirtuine

Lintricata relazione tra i numerosi processi modulati dai sette membri della
famiglia delle sirtuine sottolinea quanto complicate e numerose siano le relazioni tra
regolazione epigenetica, trascrizione, riparazione del DNA, ciclo cellulare e metabolismo
energetico nelle cellule trasformate. Numerose evidenze supportano il potenziale
terapeutico di modulatori delle sirtuine. Per esempio, € stato dimostrato che la 15-deossi-
A1 -prostaglandina J2 e i suoi derivati J11-C1 e J19, inibendo la SIRT1, causano morte
cellulare per apoptosi o autofagia, in cellule di cancro dell’'ovaio [171]. Similmente, un
potente inibitore delle sirtuine, MHY2256, pare avere una grande efficacia nell’aumentare
I'apoptosi in cellule tumorali e di arrestarne cosi la proliferazione [172]. Ancora, numerosi
altri inibitori delle sirtuine sono stati studiati, e, tutti, condividono un medesimo
meccanismo d’azione: promuovono ['acetilazione e ['attivazione di p53, favorendone
I'azione sul controllo del ciclo cellulare, che promuove, pertanto, la morte cellulare per

autofagia o apoptosi.

4.2.2. PARP

Gli enzimi appartenenti alla famiglia delle PARPs giocano un ruolo fondamentale
nella riparazione NAD-dipendente del danno al DNA e nella regolazione della trascrizione,
processi, questi, profondamente importanti per lo sviluppo tumorale. Per questa ragione,
composti PARP-inibitori sono stati ampiamente e approfonditamente studiati quali

promettenti candidati nella terapia del tumore. Ad oggi, quattro PARP-inibitori, olaparib
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[173], [174], rucaparib [175], niraparib [176] e talazoparib [177] sono stati approvati dalla
Food and Drug Administration (FDA) per il trattamento di tumori ginecologici. Nel
frattempo, numerosi altri PARP-inibitori sono in fase di sperimentazione clinica al fine di
essere valutati in termini di sicurezza ed efficacia sia in monoterapia, sia in combinazioni
con altri chemioterapici o in associazione alla radioterapia. Questi composti sono
particolarmente efficaci nel causare letalita sintetica in tumori con mutazioni BRCA1 e/o
BRCA2, in cui e gia non funzionante il sistema di riparazione omologa (Homologous
Recombination Repair, HRR). Qui, gli effetti dei farmaci PARP-inibitori coinvolgono diversi
aspetti della biologia del tumore. Primo, inibire I'azione della PARP causa la mancata
riparazione delle rotture al singolo filamento, che progrediscono perciod a rotture al doppio
filamento, che provocano la morte cellulare [178]. Secondo, I'inibizione di PARP causa una
deregolazione della ricombinazione non omologa (non homologous end joining, NHEJ),
notoriamente prona all'introduzione di errori nella sequenza da ricombinare e, quindi,
fonte di instabilitd genomica [179]. E da sottolineare che alcuni studi hanno messo in luce il
fatto che i PARP-inibitori possano indurre mutazioni nei geni coinvolti nella HRR che ne
ripristinano la funzione, abrogando il principio di letalita sintetica e causando

chemioresistenza [180], [181].

4.2.3. CD38

CD38 e stato identificato come marker di superficie nel mieloma multiplo e
anticorpi anti-CD38 si sono dimostrati efficaci soprattutto nei pazienti affetti da mieloma
multiplo recidivante/refrattario (RRMM) [182]. Il primo di questi a essere stato approvato
dalla FDA in quanto riconosciuto efficace anche come singolo trattamento contro il RRMM
e stato daratumumab [183]. Altri anticorpi anti-CD38, quali isatuximab e MOR202 stanno
completando, ad oggi, dei trial clinici e, secondo i dati preliminari, dimostrano un’ottima
tollerabilita [184], [185]. Gli anticorpi anti-CD38 contrastano lo sviluppo del cancro
attraverso molteplici meccanismi. In primo luogo, questi anticorpi mostrano i classici
meccanismi effettori immunitari Fc-dipendenti che causano la lisi e la rimozione delle
cellule tumorali come nella tipica citotossicita anticorpo-dipendente [182]. Secondo, il
targeting di CD38 promuove l'espansione delle cellule T, aumenta la funzione delle cellule
T effettrici e riduce, al contempo, l'immunosoppressione mediata dai Treg CD38" [186].

Infine, l'inibizione dell'espressione di CD38 sulle cellule Th1/17 ne regola il NAD e le attiva
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promuovendo la glutamminolisi e la fosforilazione ossidativa, aumentando cosi I'efficacia

della terapia di trasferimento adottivo di cellule T [150].
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Parte Il: Scopo della Tesi
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5. Scopo della tesi

Tra le maggiori peculiarita delle cellule tumorali, c’é la loro capacita di adattare il
proprio metabolismo al bisogno di produrre la grande quantita di energia e biomassa
necessarie alla loro proliferazione incontrollata. Per questo motivo, puntare ai pathway
metabolici attivati in maniera selettiva nelle cellule tumorali sembra essere una strategia
terapeutica quantomeno promettente. In particolare, poiché il NAD svolge un ruolo chiave
in molte delle vie che caratterizzano le cellule neoplastiche, la regolazione farmacologica
dei pathway che sintetizzano NAD (in special modo, del salvage pathway), hanno
recentemente guadagnato interesse a livello sia preclinico, sia clinico.

Il motivo che sottende tale strategia terapeutica risiede nell’'ormai ben noto ruolo
che il NAD ricopre in numerosi pathway tipici delle cellule trasformate, dal metabolismo
energetico, al signalling che spinge verso la proliferazione, fino alle vie che rendono conto
della loro estrema capacita di resistenza verso fattori stressogeni; inoltre, € noto che le
cellule tumorali consumino, proprio per far fronte a questi adattamenti metabolici, una
guantita maggiore di NAD, rispetto alle cellule normali. Queste due caratteristiche
rendono, quindi, le cellule trasformate piu sensibili a trattamenti che riducono la biosintesi
di NAD.

Il trattamento con inibitori dell’enzima chiave del salvage pathway, la NAMPT, ha
gia dato risultati promettenti in modelli preclinici, che sono stati poi, solo parzialmente,
confermati in trial clinici da cui sono stati discontinuati soprattutto a causa di gravi eventi
avversi. In linea di principio, comunque, la sola inibizione della NAMPT potrebbe essere
bypassata per azione di altre fosforibosiltransferasi (dell’acido nicotinico o chinolinico), le
quali potrebbero comunque catalizzare la fosforibosilazione di NA o QA, rifornendo cosi la
cellula di NAMN, precursore mononucleotidico che puo essere adenilato fino a formare
NAD. Similmente, anche il pathway che procede da NR, puo rifornire la cellula di NMN e,
infine, di NAD. E quindi inevitabile che queste vie alternative, fornendo NAD alle cellule,
finiscano per diminuire I'effetto e la tossicita di questi composti.

E importante ricordare, perod, che sebbene sia la NAMPT I'enzima chiave della via
biosintetica del NAD, tutte le vie sopracitate convergono in un passaggio metabolico, che e
anche l'ultimo di tutte le vie, svolto dalle NMNATSs: tali enzimi, operano una catalisi

adenililtransferasica su substrati mononucleotidici (NAMN o NMN), restituendo NAD.
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In teoria, dunque, linibizione delle NMNATs potrebbe causare una deplezione
drastica dei pool intracellulari di NAD dovuta all’arresto di tutte le vie biosintetiche ad oggi
note. Purtroppo, non conosciamo, allo stato attuale, composti potenti che funzionino
come inibitori selettivi delle NMNATs: € pertanto ancora sconosciuto |'effetto sul
metabolismo energetico e sull’lomeostasi causata dall’inibizione completa della via
biosintetica del NAD. Tale informazione apporterebbe un significativo contributo
scientifico alle nostre conoscenze, riguardanti il metaboloma del NAD, che sarebbe
certamente importante per lo sviluppo di nuove terapie antineoplastiche basate su un
approccio metabolico di tossicita selettiva.

Nella presente tesi, e discusso I'effetto di un composto, individuato mediante uno
screening di composti recanti un farmacoforo tipico dei NAMP-inibitori, gia noto come
Vacor o pirinurone, che funziona da antimetabolita del salvage pathway del NAD. Lo scopo
del presente elaborato, €, dunque, di mostrare e spiegare in che modo il composto in
esame causi un crollo nellomeostasi e nel metabolismo NAD-correlato nelle cellule
tumorali. A sostegno della tesi, sono mostrati risultati sperimentali ottenuti in vitro e in
vivo, i quali provano i meccanismi molecolari con cui il Vacor viene convertito in un
antimetabolita analogo del NAD, capace di sconvolgere I'omeostasi e il metabolismo
energetico cellulari, e di causare, in ultima analisi, morte delle linee cellulari e dei tumori

che esprimono NMNAT?2.
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6. Modelli sperimentali

6.1. Colture cellulari

Le linee cellulari SH-SY5Y, Hela, INS-1, SK-Hep-1, C6, NCI-H295R, CAPAN-1, JURKAT,
MeWo e A375 sono state ottenute da ATCC (Manassas, USA). Le cellule di melanoma SK-
Mel-2, SK-Mel-5 e SK-Mel-28 sono state gentilmente fornite da Laura Poliseno (CRL-ITT,
Italia). Le cellule di melanoma, derivate da paziente, M26¢c e M33x sono state ottenute da
melanoma umano mediante l'uso di protocolli approvati dal Comitato Etico [187]. Tutte le
linee cellulari sono state coltivate in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
contenente glucosio 25 mM, sodio piruvato 1 mM e integrato con glutammina 2 mM, siero
bovino fetale al 10% (FBS), penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 ug/ml. L'assenza di
micoplasma e stata periodicamente confermata mediante test con 4’,6-diamidin-2-
fenilindolo (DAPI) e PCR. Le colture sono state portate al 50-70% di confluenza ed esposte
a concentrazioni pari a 100 uM per i diversi composti. Composti contenenti la parte
piridinilmetil-ureidica sono stati acquistati da Specs Company (Bleiswijkseweg 55, 2712 PB
Zoetermeer, Paesi Bassi) e disciolti in acqua con il 4% di 1N HCl. | composti FK866 e
GMX1778 sono stati sciolti in DMSO. | precursori del NAD sono stati sciolti nel mezzo di
coltura. La vitalita cellulare & stata valutata mediante test 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) e microscopia a contrasto di fase. Per le analisi di citometria, le
cellule sono state staccate con tripsina ed EDTA, lavate, risospese in DMEM contenente 3
mg/ml di ioduro di propidio (Pl) e incubate a 37 °C per 10 min e poi analizzate mediante
citofluorimetro a flusso Coulter EPICS XL (Beckman Coulter, Inc, USA) dotato del software

EXPO32 Flow Cytometry ADC (Beckman Coulter, Inc, USA).

6.2. Xenotrapianto del tumore in vivo

Tutte le procedure effettuate sugli animali sono state eseguite secondo le linee
guida della Comunita Europea in materia di protezione degli animali utilizzati a fini
sperimentali (DL 116/92, applicazione della direttiva 86/609 / CEE del Consiglio delle
Comunita Europee). Sono state utilizzate femmine di topi nudi atimici (Foxnl nu/nu) di 6
settimane (Envigo, Italia); gli animali sono stati stabulati in una struttura priva di agenti
patogeni, in conformita con le linee guida del Centro Stabulazione Animali da Laboratorio

(CeSAL) dell'Universita degli Studi di Firenze per il trattamento e la cura degli animali da
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laboratorio, almeno 1 settimana prima di ogni esperimento. Agli animali sono statie
impiantate, al giorno 0 e sul fianco destro, 1x10° cellule SH-SY5Y (12 animali per gruppo)
oppure 1,5x103 cellule M26¢ (14 animali per gruppo) in 100 ul di DMEM senza siero e
Matrigel® Matrix (Corning Inc., USA) 50:50. | tumori sono stati misurati quotidianamente
con un calibro e il volume (V) calcolato secondo la formula V = a’xb/2, dove a & la larghezza
in mm e b la lunghezza in mm. | trattamenti, randomizzati e in cieco, sono stati iniziati solo

quando i tumori diventavano palpabili.
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7. Metodi

Tutti i reagenti utilizzati in questo studio, a meno che non sia diversamente

specificato, sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (Merk, Germania).

7.1. Determinazione di NAD, NADH e ATP

Il contenuto di NAD e stato quantificato usando una procedura enzimatica ciclica
come descritto in [97] e [188]. Le cellule, fatte crescere in piastre multipozzetto da 48,
sono state lisate con 50 pl di IN HCIO4 poi neutralizzato con uno stesso volume di 1N KOH.
Dopo I'aggiunta di 100 pl di bicina (100 mM) pH 8.0, 50 ul dell’estratto cellulare e stato
mixato con un egual volume di tampone bicina contenente 23 ul/ml di etanolo, 0.17 mg/ml
di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, 0.57 mg/ml di fenazina etosolfato e 10 ug
di alcool deidrogenasi. La mix risultante & stata poi mantenuta a temperatura ambiente per
10 min e l'assorbanza a 550 nm & stata misurata mediante uno spettrofotometro
(VICTOR3, Perkin-Elmer, USA).

I contenuto di NADH intracellulare & stato quantificato misurando
I'autofluorescenza cellulare come descritto in [97]; I'autofluorescenza & stata quantificata
con un microscopio (Nikon 2000-TU, Nikon Corp., Giappone) equipaggiato con un filtro UV
e una camera CCD. Cinque immagini sono state acquisite in maniera casuale per ogni
campione e poi processate per la quantificazione della fluorescenza (Metamorf/Metafluor
software).

Il contenuto di ATP nelle cellule e stato misurato per mezzo del kit ATPlite (Perkin-
Elmer, USA) seguendo le istruzioni del fornitore. In breve, e cellule, fatte crescere in piastre
multipozzeto da 48, sono state lisate con 70 pl di tampone luciferasi a cui sono stati
immediatamente aggiunti 20 ul di D-luciferina. La produzione di luce causata dalla reazione
tra luciferina e luciferasi in presenza di ATP, & stata misurata dopo 5 min utilizzando un

luminometro (Top Count NTX, Packard Inc., USA)

7.2. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale

Il potenziale di membrana mitocondriale (AW,) & stato valutato utilizzando la
citometria a flusso. Le cellule, fatte crescere in piastre multipozzetto da 48, sono state
incubate con 2.5 nM TMRE in DMEM, esposte o meno a 100 uM Vacor e analizzate. Le

cellule esposte a 100 nM FCCP per 15 min sono state usate come controllo positivo. Le
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cellule sono state staccate con tripsina ed EDTA e poi risospese in DMEM.
Successivamente, 200 ul della sospensione ottenuta sono stati diluiti con PBS e analizzati
mediante un citofluorimetro Coulter EPICS XL (Beckman Coulter Inc., USA) equipaggiato
con il software EXPO32 Flow Cytometry ADC (Beckman Coulter Inc., USA). TMRE 2.5 nM ¢

stato aggiunto in tutte le soluzioni per la preparazione e 'analisi dei campioni.

7.3. Frazionamento cellulare

| mitocondri e i nuclei sono stati isolati dalle cellule (1.5 x 10°) usando un
omogeneizzatore vetro/vetro in 500 pl di tampone di estrazione (TRIS/MOPS 10 mM,
EGTA/TRIS 1 mM, saccarosio 200 mM, pH 7.4). | supernatanti sono stati prima centrifugati
per 10 min a 600 g per ottenere la frazione nucleare, e poi per 15 min a 7000 g per
ottenere il pellet mitocondriale [97]. La formazione di NAD e stata valutata usando la

procedura enzimatica descritta al § 7.1.

7.4. Analisi del consumo di ossigeno

La quantificazione del consumo di ossigeno e stata effettuata mediante 'uso di un
ossigrafo (Oxygraph - Hansatech Instruments, UK). Le cellule (2.5 x 10°), esposte oppure no
a 100 uM Vacor a tempi diversi, sono state staccate con tripsinaed EDTA, poste nella
camera contenente 350 ul di DMEM e mantenute a 37 °C. La concentrazione di O; e stata

monitorata per 8 min.

7.5. Dosaggio del lattato

I livelli di lattato sono stati misurati utilizzando un kit per il dosaggio dello stesso
(BioVision Inc., USA) seguendo le istruzioni del produttore. Le cellule sono state coltivate in
piastre multipozzetto da 48 ed esposte, o meno, a 100 uM Vacor per diversi tempi. Esse
sono poi state omogenizzate in 100 pl del relativo tampone e successivamente
centrifugate al fine di rimuovere i frammenti insolubili. La frazione solubile, invece, & stata
mixata con 50 pl di Reaction Mix, e la mix risultante & stata incubata al buio per 30 min a
temperatura ambiente, per favorirne la reazione, e infine misurata la fluorescenza

(Ex/Em=535/590 nm). Tutti i dati sono stati normalizzati sulla relativa quantita di proteine.
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7.6. Dosaggio metabolico mediante radioattivita

Per la misurazione della CO; rilasciata dal metabolismo di substrati radioattivi, le
cellule sono state incubate con 0.5 uCi/ml [U-14C]-glucosio per 15 min in piastre da 35 mm.
Su ogni piastra, & stata attaccata, rivolto verso l'interno della piastra stessa, un disco di
carta Whatman bagnata con 100 pl di fenil-etilammina-metanolo (1:1:1) per trattenere la
CO,. Successivamente, le cellule sono state lisate con 200 pl di 4M H,SOa. Infine, ogni disco
di carta Whatman é stato trasferito in una vial di scintillazione per la conta effettuata con

un contatore di scintillazione Tri-Carb2800TR (Perkin-Elmer, USA).

7.7. Preparazione degli enzimi ricombinati umani NAMPT e NMNATSs

La sequenza codificante del gene Nampt umano e stata amplificata dal cDNA di
monociti della linea U937, e successivamente clonata nel vettore pET15b sul sito Ndel.
Cellule di E. coli BL21 (DE3), trasformate per mezzo del plasmide ricombinante, sono state
fatte crescere a 37 °C fino al raggiungimento di una densita ottica (OD), misurata a 600 nm,
pari a 0.6. Dopo un tempo di 20 min alla temperatura di 25 °C, I'espressione di proteine ¢
stata indotta usando IPTG 0.8 mM. Le cellule sono state poi raccolte dopo un’induzione
overnight a 25 °C. | pellet sono stati risospesi in 1/50 del volume iniziale di coltura in
tampone HEPES/NaOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM TCEP (tampone di lisi), contenente 10
mM imidazolo, 1 mM PMSF e 0.05 ml/g pellet cellulare di cocktail di inibitori di proteasi. La
sospensione & stata sonicata per tre volte per 1 min a 50 W, con intervalli di 1 min, e poi
centrifugata a 20000 g per 30 min a 4 °C. Il supernatante derivato da 50 ml di coltura &
stato caricato su una colonna HisTrap HP equilibrata con 10 mM imidazolo in tampone di
lisi. Dopo un lavaggio con 40 mM imidazolo in tampone di lisi, I'eluizione & stata portata
avanti con un aumento lineare e progressivo della concentrazione di imidazolo fino alla
concentrazione finale di 350 mM. Le frazioni attive sono state fatte passare attraverso una
colonna PD-10 equilibrata ed eluita con 50 mM tampone HEPES/NaOH, pH 7.5, 300 mM
NaCl e 20 % glicerolo.

Per I'espressione dei tre isoenzimi umani NMNATSs, i costrutti NMNAT1-pTrcHisA e
NMNAT3-pTrcHis A sono stati trasformati in cellule di E. coli TOP10F mentre il costrutto
NMNAT2-pET28c ¢ stato trasformato in cellule di E.coli BLD21(DE3). Le cellule sono state
fatte crescere in terreno Luria-Bertani a 37 °C, contenente 100 ug/ml di ampicillina (per
NMNAT1 e NMNAT3) o 50 pg/ml di kanamicina (per NMNAT2). Raggiunta una OD a 600

nm pari a 0.6, I'espressione proteica € stata indotta con 1 mM IPTG. Le cellule esprimenti
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NMNAT1 e NMNAT3 sono state raccolte dopo un’induzione overnight a 37 °C, mentre le
cellule esprimenti NMINAT2 sono state raccolte dopo un’induzione di 5 h a 28 °C. | pellet
cellulari sono stati poi risospesi in 1/20 del volume di coltura iniziale nel seguente tampone
di lisi: 50 mM sodio fosfato, pH 7.0, 300 mM NaCl, 5 mM CHAPSO (per NMNAT2), 1 mM
PMSF, 1 mM TCEP, 0.05 ml/g di pellet cellulare del cocktail di inibitori di proteasi. Le
sospensioni sono state lisate mediante French Press (18000 psi) e successivamente
centrifugate a 20000 g per 20 min a 4 °C. | supernatanti, derivanti da 500 ml della coltura,
sono stati caricati su colonne HisTrap HP equilibrate con il tampone di lisi. In seguito al
lavaggio con 40 mM imidazolo (per NMNAT1 e NMNAT3) e 20 mM imidazolo (per
NMNAT2) nel tampone di lisi, I'eluizione e stata portata avanti con un aumento lineare e
progressivo di imidazolo fino alla concentrazione finale pari a 350 mM. Le frazioni attive e
omogenee sono state raggruppate e fatte passare attraverso colonne PD-10 equilibrate ed

eluite con 50 mM tampone HEPES/NaOH, pH 7.5, 1 mM TCEP e 20 % glicerolo.

7.8. Preparazione di VMN e VAD

Una mix di reazione contenente 0.4 mM Vacor, 1.4 mM PRPP, 1 mM ATP, 4.4 mU
hNAMPT, 100 mU hNMNAT2 in 50 mM HEPES/KOH, pH 7.5, 20 mM MgCly, 0.5 mg/ml BSA,
1 mM TCEP, e avente un volume finale di 350 pl, & stata incubata overnight a 37 °C. La
reazione e stata stoppata con I'aggiunta di 175 pl di 1.2 N di HCIO4 e, dopo 10 min in
ghiaccio, la mix contenente I'acido & stata centrifugata a 16000 g per 3 min. 500 ul del
supernatante sono stati neutralizzati con 107 pl di 1 M K,COs e centrifugati come sopra.
Aliquote da 100 pl del supernatante sono state iniettate in colonne Kinetex C18 LC (2.6
um, 150 x 4.6 mm) equilibrate con 92% di tampone A (100 mM ammonio acetato, pH 6.0),
8% di tampone B (tampone A, contenente 80% acetonitrile). Le condizioni di eluizione
sono state le seguenti: 5 min 8% tampone B, fino al 50% tampone B in 10 min,
mantenimento in 50% tampone B per 5 min, di nuovo 8% di tampone B in 2 min e
mantenimento in 8% di tampone B per 8 min. Il flusso & stato mantenuto a 0.75 ml/min e
la temperatura fissata a 50 °C. VAD, VMN e Vacor sono stati eluiti, rispettivamente a 11, 14
e 17 min. Nelle condizioni del nostro dosaggio, il Vacor € stato totalmente consumato e
due frazioni pari all'84% e al 16% sono state trovate come VMN e VAD, rispettivamente. Le
frazioni contenenti VMN e VAD sono state collezionate e liofilizzate e la loro purezza e
stata verificata mediante analisi HPLC (cromatografia liquida ad alte prestazioni) in seguito

alla risospensione in 40 mM HCl. La quantificazione & stata effettuata
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spettrofotometricamente, utilizzando un coefficiente di estinzione a 340 nm paria 17.8 M~

lem, che rappresenta il valore calcolato per il Vacor.

7.9. Cinetica e studi di inibizione di NAMPT e NMNATSs

7.9.1. Analisi in HPLC

A meno che non diversamente specificato, la mix per il dosaggio di NAMPT e
NMNATs era composta da 50 mM HEPES/KOH, pH 7.5, 20 mM MgCl,, 0.5 mg/ml BSA, 1
mM TCEP, il substrato appropriato e I’'enzima. Dopo un’incubazione a 37 °C, le reazioni
sono state stoppate mediante acidificazione e neutralizzazione. Per la quantificazione del
NMN formatosi, i supernatanti sono stati iniettati in colonne Kinetex HILIC LC (2.6 um, 150
x 4.6 mm) o Supelcosil LC-18-S (5 um, 250 x 4.6 mm). La prima colonna é stata equilibrata
ed eluita con 100 mM di ammonio acetato, pH 6.0, 4% acetonitrile, con un flusso fissato a
0.75 ml/min e alla temperatura di 35 °C; la seconda colonna & stata equilibrata ed eluita
con 100 mM di potassio fosfato, pH 6.0, 8 mM tetrabutilammonio solfato, 20% metanolo,
con un flusso impostato a 2 ml/min e alla temperatura fissata a 50 °C. Questa stessa
colonna é stata usata per la quantificazione del VAD.

Per la quantificazione del NAD, i campioni sono stati iniettati in una colonna
Supelcosil LC-18-S (5 um, 250 x 4.6 mm), equilibrata con 100 mM di potassio fosfato, pH
6.0, 8 mM tetrabutilammonio idrogeno solfato (tampone A). Il NAD é stato eluito mediante
flusso costante pari a 1 ml/min secondo le seguenti condizioni: 4 min in 100% tampone A,
fino al 15% di tampone B (tampone A contenente il 30% di metanolo) in 12.5 min, fino al
90% di tampone in 23.5 min, mantenimento in 90% di tampone B per 7 min, seguiti da

riequilibrazione in tampone A, alla temperatura fissa di 8 °C.

7.9.2. Sintesi di VMN mediata dalla NAMPT

Per gli studi sulle cinetiche, le mix per I'analisi relativa alla NAMPT, contenenti 0.12
mU/ml di NAMPT umana, 1 mM di PRPP, 1 mM di ATP e Vacor a concentrazioni comprese
tra 10 e 50 uM, sono state incubate a 37 °C per 30 o 60 min. Il VMN risultante dalla

reazione e stato quantificato mediante HPLC su colonna HILIC.
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7.9.3. Sintesi di VAD mediata dalle NMNATSs

Per saggiare la capacita delle tre isoforme umane di NMNAT di sintetizzare VAD, le
mix contenenti 0.8 mU/ml di ogni enzima, 1 mM di ATP e 50 uM di VMN, sono state
incubate overnight a 37 °C. Il NAD formatosi & stato quantificato mediante HPLC su
colonna Supelcosil LC-18-S, come descritto sopra.

Per la comparazione dell’attivita di sintesi del NAD, le analisi sono state condotte in
0.4 mU/ml di ogni isoforma enzimatica, 0.15 mM di VMN e 1 mM di ATP. La sintesi di NAD
e stata misurata in mix contenenti 0.15 mM di NMN, 1 mM di ATP e 1 mU/ml di ogni
isoenzima. Dopo 15 e 30 min di incubazione a 37 °C, NAD e VAD sono stati quantificati in
HPLC su colonna Supelcosil LC-18-S, come descritto in precedenza.

Per le analisi di cinetica della formazione NMNAT2-dipendente di VAD, le mix
contenenti 0.5 mU/ml di NMNAT2 umana, 1 mM di ATP e concentrazioni di VMN
comprese tra 10 e 200 uM, sono state incubate a 37 °C per 15 o 30 min. Il VAD prodotto
dalla reazione ¢ stato quantificato in HPLC su colonna Supelcosil LC-18-S, come sopra. Per
la comparazione con l'attivita adenililtransferasica, le mix contenenti NMN anziché VMN e

0.5 mU/ml di NMNAT2 umana sono state incubate in parallelo.

7.9.4. Effetto del Vacor, VMN e VAD sull’attivita delle NMINATS

L'effetto del Vacor sulle tre isoforme di NMNAT e stato analizzato in mix di reazione
contenenti 1 mM ATP, 20 uM NMN e 0.8 mU/ml di ciascuna isoforma di NMNAT, in
assenza o in presenza di 0.1 e 0.4 mM Vacor. L'effetto di VAD ¢ stato analizzato in mix
contenenti 1 mM ATP, 20 uM NMN e 0,8 mU / ml di ciascuna isoforma NMNAT, in assenza
o in presenza di concentrazioni di VAD comprese tra 5 e 100 uM. La formazione di NAD e
stata analizzata mediante HPLC dopo 10 e 20 minuti di incubazione a 37 °C. L'effetto di
VMN sull'attivita di NMNAT2 e stato testato variando le concentrazioni di NMN da 8 a 20
UM, con VMN compreso tra 150 e 400 uM e 1 mM ATP. Le velocita iniziali ottenute

sperimentalmente sono state adattate all'equazione

‘/mnm [S]

g (1(5) )80+ (%))

v =

46



dove Ki e aKi sono le costanti di dissociazione dei complessi EIn ed ESIn, e n & il numero di
molecole di inibitore che legano I'enzima. Il fitting & stato effettuato per mezzo di una

procedura iterativa non-lineare dei minimi quadrati usando il software Microsoft Excel.

7.9.5. Effetto del Vacor sull’attivita della NAMPT

L'effetto del Vacor sull'attivita di NAMPT é stato analizzato mediante saggio ciclico
fluorometrico come descritto in [189]. Per determinare il valore della |Csp per NAM, mix di
reazione costituite da 70 mM HEPES, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 0.4 mM PRPP, 2.5 mM ATP, 0.2
UM NAM, 0.002 mU/ml di NAMPT umana e concentrazioni di Vacor comprese tra 0 e 2.5
UM, in un volume finale di 60 pl, sono state incubate a 37 °C, in presenza degli enzimi
ausiliari PncC (1 mU) e NadD (30 mU). A5 e 10 min di incubazione, le reazioni sono state
stoppate scaldando le mix a 95 °C per 1 min; 40 ul dei campioni sono stati trasferiti nei
pozzetti di una piastra nera a 96 pozzetti a fondo piatto. Il NAAD formato e stato convertito
in NAD in un tampone costituito da 50 mM HEPES/KOH, pH 7.5, 150 mM KCl, 1.4 mM ATP,
50 mM NH4Cl, 11 mM MgCly, a cui sono stati aggiunti 9 mU di enzima ausiliario NadE
(volume finale di 145 pul). Dopo un’incubazione per 30 min a 37 °C, il NAD formatosi € stato
ciclato aggiungendo 96 pl di un reagente costituito da sodio fosfato 100 mM, pH 8.0,
etanolo al 2%, resazurina 32 uM, 10 U/ml di alcol deidrogenasi, 0.1 mg/ml di BSA, 10 uM di
flavin mononucleotide (FMN) e 0.1 mg/ml di diaforasi precedentemente purificati
attraverso una colonna PD MiniTrap G-25 equilibrata ed eluita con tampone sodio fosfato
10 mM, pH 8.0. La fluorescenza di resorufina & stata misurata in modo continuo utilizzando
un lettore di micropiastre Synergy HT (Bio-Tek, Winooski VT, USA) impostato alle lunghezze
d'onda di eccitazione ed emissione pari a 544 e 590 nm, rispettivamente. | tassi di
aumento della fluorescenza nei singoli pozzetti sono stati registrati e tracciati rispetto al
tempo di incubazione. La pendenza della linea di regressione & stata utilizzata per calcolare
I'attivita NAMPT facendo riferimento a una curva standard di NAAD [189]. Mix di controllo
adatte sono state elaborate in parallelo per escludere l'effetto di Vacor sul sistema
ancillare. Lo stesso test e stato utilizzato per determinare la Ki rispetto al PRPP. Nelle mix di
reazione, NAM ¢ stato fissato a 1 uM e il PRPP variato da 0.25 a 5 uM. Le concentrazioni di
Vacor erano comprese tra 10 a 50 uM e le reazioni sono state interrotte dopo 5 e 10 min
di incubazione. Il valore della Ki & stato calcolato sostituendo le slope dei diagrammi

reciproci rispetto alla concentrazione dell’inibitore.
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7.10. Effetti del VAD sull’attivita delle deidrogenasi

L"attivita della GAPDH é stata dosata in 50 mM di tampone sodio fosfato, pH 8.0, 13
mM gliceraldeide 3-fosfato, 30 uM NAD e 0.14 mU/ml di enzima derivato da muscolo di
pollo, in assenza o in presenza di Vacor alle diverse concentrazioni. L’attivita della IMPDH e
stata dosata in 100 mM TRIS-HCI, pH 8, 100 mM KCI, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM IMP,
30 uM NAD e 0.12 mU/ml dell’enzima umano ricombinante, in assenza o in presenza di
Vacor alle diverse concentrazioni. Dopo incubazioni di 5 e 10 min a 37 °C, le reazioni sono
state bloccate mediante riscaldamento a 100 °C per 1 min. Il NADH prodotto & stato
misurato per mezzo di analisi HPLC in colonna Supelcosil LC-18-T (5 um, 250 x 4.6 mm)
equilibrata con 100 mM di potassio fosfato, pH 6.0 (tampone A). Le condizioni di eluizione
sono state le seguenti: 9 min in 100% tampone A, 6 min fino al 12% di tampone B
(tampone A, contenente il 20% di metanolo), 2.5 min fino al 45% di tampone B, 2.5 min
fino al 100% di tampone B e mantenimento in 100% tampone B per 5.5 min; infine, ritorno
a gradiente in 5 min al 100% di tampone A. La colonna ¢ stata lavata con tampone A per
4.5 min prima della corsa successiva. Il flusso é stato fissato a 1.3 ml/min e la temperatura
fissata a 18 °C [190].

Per caratterizzare l'interazione tra GAPDH e VAD, I'attivita dell’enzima & stata
misurata in presenza di concentrazioni di NAD comprese tra 10 e 40 uM, e in presenza di
concentrazioni di VAD comprese tra 50 e 100 uM, alla concentrazione fissa di 13 mM
gliceraldeide 3-fosfato. | parametri delle cinetiche e le costanti per gli inibitori sono state
determinate usando il plot Lineweaver-Burk e le intercette plottate come descritto in

[191].

7.11. Determinazione dei nucleotidi e metaboliti del Vacor in lisati cellulari

| nucleotidi sono stati estratti da cellule delle linee SH-SY5Y, M26¢c ed Hela
risospendendo il pellet cellulare in 0.4 M HCIO4. Dopo 5 min in ghiaccio, i campioni sono
stati centrifugati a 16000 g per 3 min. | pellet risultanti sono stati risospesi in acido formico
per la determinazione delle proteine secondo il metodo di Bradford, e i supernatanti
neutralizzati con 1 M K,COs3 e centrifugati come sopra. Per la determinazione di Vacor,
VMN e VAD, i supernatanti neutralizzati, contenenti circa 0.4 mg di proteine per cellule SH-
SY5Y e M26¢ e 1.4 mg di proteine per cellule Hela, sono stati iniettati in una colonna
Supelcosil LC-18-S equilibrata con 33% tampone A (100 mM tampone potassio fosfato, pH

6.0, 8 mM tetrabutilammonio solfato) e 67% tampone B (tampone A contenente 30%
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metanolo). La condizioni di eluizione sono state le seguenti: 16 min 67% tampone B, fino al
100% tampone B in 1 min, mantenimento in 100% tampone B per 18 min, fino al 67% di
tampone B in 5 min, mantenimento in 67% tampone B per 5 min. Il flusso & stato
mantenuto a 2.0 ml/min e la temperatura fissata a 50 °C.

Per la determinazione del NAD, i campioni neutralizzati, corrispondenti a circa 0.2
mg di proteine, sono stati iniettati nella stessa colonna eluita come sopra. NMN é stato
misurato mediante derivatizzazione con acetofenone e analisi spettrofluorometrica in
HPLC [192]. La derivatizzazione é stata effettuata mixando 50 ul di campioni neutralizzati,
corrispondenti a circa 0.1 mg di proteine, con 100 pl di 1IN KOH e 50 ul di acetofenone.
Dopo un’incubazione di 15 min a 4 °C, 100 pl di acido formico & stato aggiunto e i campioni
scaldati per 5 min a 100 °C. Aliquote da 195 ul sono state iniettate in una colonna Tracer
Extrasil ODS2 (5 um, 250 x 4.0 mm), collegata ad uno spettrofluorometro Perkin -EImer LS-
45(Ex/Em 380/440 nm). La colonna é stata equilibrata con 100 mM di potassio fosfato, pH
2.1, contenete 10% acetonitrile (tampone A). Le condizioni di eluizione sono state le
seguenti: 6 min al 100% tampone A, fino al 100% di tampone B (tampone A contenente
40% di acetonitrile) in 5 min, mantenimento per 6 min in 100% tampone B, seguito dalla
riequilibrazione in tampone A. Il flusso & stato mantenuto a 1.5 ml/min e la temperatura
fissata a 25 °C. Le misurazioni sono state effettuate usando campioni in duplicato analizzati

in parallelo e contenenti quantita note di NMN.

7.12. Modeling molecolare

Il file NAMPT 4L4L.pdb [193] e stato recuperato dal database pdb [www.rcsb.org]
direttamente dal server MolProbity [http: //molprobity.biochem.duke.edu] in cui & stato
verificato il file e successivamente aggiunti gli atomi di idrogeno. Il file risultante pdb e
stato sottoposto ad ulteriori elaborazioni tramite il software VegaZZ (ver. 3.1.0) [194]. ||
pacchetto VegaZZ & stato impiegato come front-end per preparare, lanciare e analizzare i
calcoli di AutoDock Vina [195]: le coordinate 3D sono state normalizzate, le molecole
d’acqua e degli altri ligandi sono state rimosse dal file pdb; tutti i ligandi sono stati creati
utilizzando lo sketcher, e le loro coordinate poi convertite in 3D. Gli script inclusi in VegaZZ
come Receptor.c e Ligand.c sono stati utilizzati per la preparazione di proteine e ligandi. La
regione di interesse utilizzata da AutoDock Vina per il docking & stata centrata a 10 A

attorno al ligando cocristallizzato su 4L4L.pdb. Sono stati utilizzati i seguenti parametri:
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center_x = 13.63, center_y = 8.30, center_z = 4.44; size_x = 25, size_y = 20, size_z = 30;
esaustivita = 64; num_modes = 10, mentre gli altri parametri erano di default.

Le strutture 3D di NMNAT2 sono state create mediante modellazione comparativa
utilizzando il server |-TASSER [196] utilizzando la sequenza dellNMNAT2 umana
(UniProtcode Q9BZQ4.1). Cinque modelli 3D sono stati generati e passati allo strumento
online Verify 3D [197] per la valutazione della qualita del modello. Le coordinate del
modello numero 4 selezionato sono state normalizzate da VegaZZ e sottoposte alle
simulazioni di docking con AutoDockVina: l'intera proteina e stata utilizzata per il docking
utilizzando un box di 60 A per ciascun lato, posto al centro della proteina, mentre gli altri
metodi e parametri AutoDockVina sono stati mantenuti come sopra. Infine, le posizioni di
binding con la piu bassa energia di docking appartengono alle prime dieci modalita
classificate di ciascun ligando, e nelle proteine corrispondenti sono state selezionate e
analizzate mediante ispezione visiva. | software LigPlot + (ver. 1.4.5) [198] e Chimera (ver.
1.10) [199] sono stati ulteriormente impiegati per la visualizzazione, I'analisi e il rendering

dei complessi proteina-ligando.

7.13. Estrazione dell’'RNA, RT-PCR e gPCR

L'RNA totale & stato estratto da cellule, tessuti o biopsie non incluse in paraffina
utilizzando Trizol Reagent (Life Tecnologies, USA) e 1 pg di RNA ¢ stato retrotrascritto
utilizzando il kit iScript (Bio-Rad, Italia), secondo le istruzioni dei fornitori. La qPCR ¢ stata
eseguita usando un termociclatore Rotor-Gene 3000 (Qiagen, ltalia) e la Rotor-Gene TM
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Usa); le reazioni sono state portate avanti come segue: hold a
95 °C per 30 s, seguita da 45 cicli a 95 °C per 5 s e 60 °C per 5 s. | primer usati, capaci di
amplificare frammenti di lunghezza compresa tra le 185 e le 200 bp, sono descritti di
seguito. Per i campioni umani: 18S 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ (sense), 5'-
GCTGGAATTACCGCGGCT-3’ (antisense); NAMPT 5 -AACAATATCCACCCAACACAA-3’ (sense),
5-TAGACATCTTTGGCTTCCTGG-3" (antisense), NMNAT1 5-TCCCATCACCAACATGCACC -3’
(sense), 5 -TGATGACCCGGTGATAGGCAG -3 (antisense); NMNAT2 5-
GATTGGATCAGGGTGGACC -3’ (sense), 5'- TCCGATCACAGGTGTCATGG -3’ (antisense); per i
campioni di ratto 185 5-AAAACCAACCCGGTGAGCTCCCTC -3 (sense), 5'-
CTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCG -3’ (antisense); NMNAT1 5’-CAGCCCACCACCGAATCATC -3’
(sense), 5’- TTTCCAGCACAGGTGAGCTTT -3 (antisense); NMNAT?2 5’-
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GCAGGCTGGCCCTGCAGCAT-3’ (sense), 5- GAGGCAGGAGAGAAACCGGGG -3’ (antisense)
(IDT Tema Ricerca, Italia).

Per le biopsie umane fissate in formalina e incluse in paraffina (FFPE) 'RNA totale e
stato estratto, in seguito alla sparaffinatura, mediante I'uso del kit RNeasy FFPE (Qiagen,
USA), seguendo le istruzioni del fornitore; successivamente, 500 ng di RNA totale sono stati
retrotrascritti e analizzati in qPCR come sopra. Per analizzare I'espressione di NMNAT?2,
sono state usate due diverse coppie di primer (a e b) capaci di amplificare due diversi
frammenti lunghi 50 bp. | primer usati sono i seguenti: NMNAT2ag 5'-
GAACACCACCGGGACCTCATGAAG-3"  (sense), 5'-CATTGGAGAGGATGCAGCCAGTCAC-3’
(antisense), NMNAT2b 5 -TCCTGCTGCTGTGTGGTAGTGACC-3’ (sense), 5-
CTGGGATGCAGAAGGACTCCAGC-3’ (antisense) (IDT Tema Ricerca, ltalia). Le quantificazioni

ottenute dalle due diverse coppie di primer sono state mediate tra loro.

7.14. Imaging in spettrometria di massa

| campioni di tumore sono stati congelati in vapori di azoto liquido e poi conservati
a -80 °C. Il tessuto € stato poi sezionato mediante un criostato CM1850-1 (Leica, Germania)
in fettine da 10 um poste su vetrini portaoggetto (Superfrost Plus — Menzel, Germania).
Per ricoprire i vetrini in maniera uniforme con circa 10 mg di matrice, & stato usato un
dispositivo ImagePrep (Bruker Daltonik, GmbH, USA). Le analisi di imaging sono state
condotte su un MALDI-LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, USA) equipaggiato con
un laser ad azoto a 60 Hz. La matrice MALDI usata per il Vacor é stato HCCA (acido a-ciano-
idrossicinnamico) alla concentrazione di 10 g/l in una soluzione composta da 50:50:0.2
H2O:AcCN:TFA con un’aggiunta di anilina in una quantita equimolare all’lHCCA. La matrice
usata per ATP e AMP ¢ stata 9-amminoacridina alla concentrazione di 1 g/l in 50:50

H20:AcCN.

7.15. Elettrospray-spettrometria di massa ad alta risoluzione

La frazione rimanente dall’analisi HPLC e stata risospesa in 100 pl di una mix 1:1 di
H.O e acetonitrile contenente 0.1% di acido formico. La soluzione e stata analizza per
infusione, al flusso costante di 3 pl/min, nell’interfaccia ESI di un LTQ-Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific, Germania), uno spettrometro di massa ad alta risoluzione. Gli spettri sono

stati acquisiti in modalita ioni positivi, scannerizzando nel range 50-1000 m/z, e operando
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alla risoluzione pari a 100000, con m/z pari a 400. | parametri ESI usati sono stati i
seguenti: voltaggio dello spray 5 kV, voltaggio dei capillari 48 V, temperatura dei capillari
275 °C, voltaggio delle lenti a tubo 160 V; I'azoto & stato usato come gas ausiliario e per le
nebulizzazioni, a valori pari a 3 e 8 UA, rispettivamente. Per le analisi su NMN e VMN nel
mezzo di coltura, i campioni derivati da cellule HelLa esposte a NAD o VAD 1 mM/h sono
stati estratti con metanolo e centrifugati a 12000 g per 30 min a 4 °C. | supernatanti sono
stati liofilizzati, risospesi in H,O e acetonitrile 1:1 contenente lo 0.1% di acido formico e

analizzati come sopra.

7.16. Quantificazioni e analisi statistiche

Tutti i dati rappresentano la media + SEM di almeno due diversi esperimenti, a
meno che non diversamente specificato. Le differenze sono state valutate statisticamente
paragonando le condizioni trattate cono le non trattate, utilizzando I'’ANOVA piu Tukey’s
post hoc test. | livelli di significativita usati sono stati p<0.05 (*), p<0.01 (**). Le analisi
statistiche sono state condotte mediante il software GraphPad Prism (ver. 7). La
fluorescenza del NADH & stata quantificata e analizzata usando il software
Metamorph/Metafluor. | dati per la spettrometria di massa ad alta risoluzione sono stati

acquisiti e analizzati mediante il software Xcalibur (ver. 3.0).
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Parte IV: Risultati e Discussione

53



8. Risultati

8.1. Il Vacor compromette il metabolismo del NAD e la vitalita cellulare

E noto dalla letteratura che alcuni composti possano funzionare come NAMPT-
inibitori in seguito alla loro metabolizzazione in derivati fosforibosilici. In particolare,
composti contenenti un anello 3-piridinico legato a un gruppo ureidico o ammidico
possono diventare substrati della NAMPT ed essere fosforibosilati per condensazione con
una molecola di PRPP [164], [193]. Al fine di identificare derivati piridinici capaci di
interferire con il metaboloma del NAD, abbiamo per prima cosa effettuato uno screening
su una serie di composti recanti una porzione piridiniimetil-ureidica, e quindi con una
struttura simile a quella dei farmacofori dei piu noti NAMPT-inibitori, FK866 e GMX1778
(Fig. 3A). Come parametri per lo screening di ogni composto sono stati adottati la
deplezione del contenuto intracellulare di NAD e la morte di cellule di neuroblastoma SH-
SY5Y. Di tutti i composti testati, nonostante le analogie strutturali, solamente il composto
numero 6 (3-(4-nitrofenil)-1-(piridin-3-ilmetil)urea) € riuscito a ridurre in maniera
significativa il pool intracellulare di NAD e a provocare la morte cellulare (Fig. 3B, C).
Curiosamente, il composto in questione si & rivelato essere una molecola nota come Vacor
(anche chiamata Pirinurone) utilizzato fino al 1979, anno in cui fu poi ritirato dal
commercio, come rodenticida. E anche noto che, nell’luomo, un’iniezione e.v. di NAM,
precursore del NAD, & in grado di contrastare un’intossicazione da Vacor [200], sebbene il
meccanismo d’azione con cui questo avvenga, non era stato ancora indagato. Abbiamo poi
testato il Vacor contro altre linee cellulari tumorali e trovato che, come accade alle cellule
di neuroblastoma SH-SY5Y, il composto causa una rapida morte cellulare nelle cellule INS-1
(insulinoma), NCI-H295R (carcinoma corticosurrenale) e SK-HEP (epatocarcinoma); al
contrario, le linee cellulari Capan-1 (adenocarcinoma pancreatico), C6 (glioma), Hela
(adenocarcinoma della cervice) e Jurkat (leucemia delle cellule T) si sono dimostrate
insensibili al Vacor (Fig. 4A, B). Inoltre, spinti dalla nozione che spesso, nei melanomi, &
over-espressa la NAMPT [201], abbiamo testato il Vacor contro sette linee di melanoma e
trovato che solamente tre di queste mostravano una caduta nei livelli di NAD e
conseguente morte cellulare (Fig. 4C, D). Abbiamo poi comparato, in un time course, i livelli
intracellulari di Vacor tra SH-SY5Y, una linea sensibile, e Hela, una insensibile; abbiamo

trovato che, forse in un modo un po’ controintuitivo, i livelli di Vacor aumentano piu
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rapidamente nelle Hela che nelle SH-SY5Y (Fig. 4E). Questo ci permette di escludere che la
tossicita sia legata a fattori meramente farmacocinetici. Inoltre, in accordo a quanto
riportato dalla clinica, nel nostro modello la NAM ha un effetto protettivo dose-dipendente
sulla tossicita mediata da Vacor (Fig. 4F), anche se altri precursori metabolici (eccezion
fatta per la chinurerina) e lo stesso NAD mostrano effetto protettivo nelle cellule di
melanoma, ma non in quelle di neuroblastoma (Fig. 4G). Alla luce dell'informazione per cui
un’iper-attivazione della PARP1 causa la deplezione delle riserve di NAD, e volendo
investigare se la deplezione del NAD Vacor-dipendente fosse mediata da un’iper-
attivazione di PARP1, abbiamo testato tre diversi composti PARP-inibitori e trovato che non

possiedono effetti sulla caduta del NAD (Fig. 4H).
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Figura 3. Effetto di differenti composti contenenti una porzione piridinilmetil-ureidica sul
contenuto di NAD e sulla sopravvivenza di cellule SH-SYSY. (A) Formule di struttura dei NAMPT-
inibitori prototipici, FK866 e GMX1778, comparate a quelle di altri composti dalla struttura analoga.
Il composto 6 e il Vacor. Effetti dei diversi composti (100 uM) sul contenuto di NAD (B) e sulla

sopravvivenza (C) di cellule SH-SY5Y.

56



1 126+
= 2 100 &+ Skmen
= =
S 754 S Sioog ® o skmels
5 = E T & SKmel2s
z £ 80 =D & MEWO
= 504 = s
E £ 2 B MK
3 = 2 -8 Hela s
e 8 "Y1 o capan < A M26C
= - SHEYSY 5 25 . 5 e
= & NCHH295R = = JURKAT :
. £]
= = B CB
0 = SKHeIp : 40 I : 0-
1 10 100 1 10 100 0 12 24 3 48
“acor (pM) Yacor (M) h
D E F
2 125 - Yacor 100pM
g el = 10048 NS
g1 SKrrels £ |-e sHevsr
2 i 3 & NCHH29R §
303 SHE %7 5 79a sk Hep f/7
c MEAO S £ |-e mzmc
2 x5 5 50-
= o
8 - MEC = =
= 2375 £ 259
k= E
= =
01 T T T T T 1 D T L T
0 10 20 30 40 50 60 100 300 1000
£ min Micotinamide {ph)
G
ol M2EC SH-SYSY —
S
£ 100 1 I 1004
8 =
‘s 80 8
R 45 754
c B0 =
g 2
(&) 2 -
§ 40 E
= 20 H 2 25
= =
D T T T T T T T T T T T T D_
N " @
& SRR N d Lok
&0 \»@ ®) QQ\Q> Q%
« « oF

Figura 4. Effetto del Vacor sul contenuto di NAD e sulla sopravvivenza di diverse linee cellulari.
(A-D) Dose-effetto del Vacor su linee cellulari sensibili (A) e insensibili (B) in seguito all'incubazione
di 24 h; effetto di 100 uM Vacor nel tempo, sul contenuto di NAD in diverse linee di melanoma (C)
e vitalita (D). (E) Concentrazioni intracellulari di Vacor, usato 100 uM, in cellule SH-SY5Y e Hela. (F)
Effetto della NAM sulla citotossicita da Vacor 100 uM/24 h. (G) Effetto di diversi precursori del NAD
(1 mM) sulla citotossicita da Vacor 100 pM/24h. (H) Effetto di diversi PARP1-inibitori (PHE 30 uM,
PJ34 20 uM and Olaparib 1 pM) sulla deplezione di NAD indotta da Vacor (100 uM/1h) in cellule
SH-SY5Y.

Ogni punto/barra rappresenta la media = SEM di almeno tre esperimenti indipendenti.
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8.2. Il Vacor non funziona come un classico NAMPT-inibitore

Abbiamo successivamente cercato di caratterizzare la relazione temporale tra la
deplezione delle scorte di NAD e la morte cellulare causate dal Vacor, in cellule di
neuroblastoma. Come mostrato (Fig. 5A), la caduta del NAD precede la morte cellulare,
misurata mediante marcatura con ioduro di propidio (Pl), di qualche ora; inoltre,
esperimenti condotti con frazionamento cellulare, dimostrano come, in seguito
all’esposizione al Vacor e gia dopo 1 h, il pool citoplasmatico subisca una forte riduzione,
mentre quello mitocondriale rimanga pressoché invariato (Fig. 5B). In linea con questo
risultato, abbiamo trovato che il potenziale di membrana mitocondriale rimane inalterato
nelle SH-SY5Y esposte a Vacor per 1 h (Fig. 5C, D), tempo sufficiente a causare una
deplezione di tutto il NAD intracellulare, pari a circa il 50% del totale. Similmente, dopo
un’esposizione al Vacor di questa durata, rimane inalterato anche il consumo di ossigeno,
che perd cambia in maniera significativa in seguito a un’esposizione di 3 h (Fig. 5E, F).
Anche la caduta di NADH, il quale si ritrova prevalentemente concentrato nei mitocondri
piuttosto che nel citosol, & ritardata rispetto a quella del NAD, dando ulteriore conferma
del fatto che I'omeostasi mitocondriale non sia alterata nelle fasi piu iniziali
dell’esposizione al Vacor (Fig. 5G).

Nonostante |'analogia strutturale esistente tra Vacor e i due classici NAMPT-
inibitori, FK866 e GMX1778 (Fig. 1A), suggerisse che la tossicita causata dal Vacor
coinvolgesse l'inibizione della NAMPT, il fatto che, tanto la deplezione di NAD, quanto la
morte cellulare mostrassero cinetiche piu rapide rispetto a quelle di FK866 e GMX1778
(Fig. 5H), ci ha fatto presupporre che la tossicita del Vacor non potesse essere spiegata da
una mera inibizione della NAMPT. Tale presupposizione e stata poi confermata dal fatto
che NMN, prodotto di reazione della NAMPT, & in grado di prevenire completamente la
caduta di NAD causata dai NAMPT-inibitori classici, ma non quella causata dal Vacor (Fig.
51). Presi insieme, tutti questi risultati, indicano che il trattamento con Vacor ha un impatto
sul metaboloma del NAD diverso da quello causato dai classici NAMPT-inibitori, nonostante
I'analogia strutturale esistente tra le tre molecole. Inoltre, abbiamo trovato che entrambi,
FK866 e GMX1778, sono in grado di prevenire totalmente la deplezione dei pool
intracellulari di NAD Vacor-indotta (Fig. 5L), risultato che ci ha spinto a meglio indagare la

relazione tra il Vacor e i due enzimi del salvage pathway del NAD: NAMPT e NMNATSs.
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Figura 5. Effetti del Vacor su diversi parametri biochimici e funzionali in cellule SH-SY5Y.

(A) Comparazione delle cinetiche temporali di deplezione del NAD e morte cellulare indotta da
Vacor 100 uM in cellule SH-SY5Y. (B) Contenuto citosolico e mitocondriale di NAD in cellule SH-SY5Y
esposte a Vacor 100 uM/1 h. (C, D) Effetti del Vacor sul potenziale di membrana mitocondriale in
cellule SH-SY5Y: analisi citofluorimetrica rappresentativa (C) o quantitativa (D) del potenziale di
membrana mitocondriale in cellule di controllo oppure esposte a Vacor (100 uM/1 h) o FCCP (1
UM/5 min). (E, F) Analisi del consumo di ossigeno rappresentativa (E) o quantitativa (F) in cellule
SH-SY5Y esposte per 1 0 3 h a Vacor 100 uM. (G) Cinetiche temporali della deplezione di NAD e
NADH in cellule SH-SY5Y esposte a Vacor 100 uM. (H) Comparazione delle cinetiche di deplezione
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di NAD in cellule SH-SY5Y esposte a Vacor, FK866 o0 GMX1778, tutti a 100 uM. (1) Effetto protettivo
di NMN 1 mM aggiunto al mezzo di coltura di cellule SH-SY5Y esposte a Vacor, FK866 o0 GMX1778,
tutti a 100 uM/6 h. (L) Effetti di FK866 eGMX1778 (entrambi a 100 uM) sui contenuti di NAD di
cellule SH-SY5Y esposte a Vacor 100 uM/1 h.

Ogni punto/barra rappresenta la media + SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. * p<0.05,
**p<0.01 vs controllo (CRL), ANOVA e Tukey’s post hoc test.
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8.3. I Vacor e un substrato della NAMPT, che lo metabolizza in VMN

Nonostante le diverse cinetiche con cui il Vacor e i due NAMPT-inibitori classici
causino la deplezione del NAD intracellulare, il risultato apparentemente paradossale per
cui FK866 e GMX1778 contrastano la caduta di NAD Vacor-dipendente, ci ha comungque
suggerito che I'azione di tossificazione del Vacor passi per la NAMPT. In effetti, valutando
I'effetto del Vacor sulla NAMPT umana ricombinante, abbiamo trovato che & capace di
inibirla con una ICso pari a 400 + 28 nM (Fig. 6A). Questo risultato, unito alla nozione per cui
composti che possono andare incontro a fosforibosilazione possono funzionare da NAMPT-
inibitori [164], ci ha indotto a verificare se il Vacor potesse essere substrato della NAMPT.
A tale scopo, abbiamo incubato la proteina umana ricombinante, in presenza di Vacor,
PRPP e ATP, e trovato, mediante HPLC, la formazione tempo-dipendente di un prodotto di
reazione (Fig. 6B); la formazione del prodotto dipende dalla presenza di PRPP, suggerendo
che si potesse trattare del mononucleotide del Vacor (VMN). Tale supposizione & stata
confermata dall’analisi in LC-MS della mix contenente enzima e substrati, con cui si e
confermata la presenza di una molecola con peso molecolare pari a 485.10 Da, (Fig. 6C)
corrispondente a quello della forma fosforibosilata del Vacor. Inoltre, nonostante la sintesi
di NMN dipendente dalla NAMPT sia accoppiata in modo non obbligatorio all’idrolisi di
ATP, che ne aumenta la Keat di sei volte [202], i nostri risultati indicano che la formazione di
VMN operata dalla NAMPT avviene con la stessa efficacia catalitica in presenza o in
assenza di ATP (Fig. 6Bc). In ogni caso, la Vmax della formazione di VMN si & dimostrata
paragonabile a quella per la formazione di NMN (28 * 3 nmol/min/mg vs 30 + 2
nmol/min/mg). Tuttavia, la Km per il Vacor e al di sotto della soglia di sensibilita nella nostra
analisi di HPLC (ovvero minore di 2 uM), motivo per il quale non siamo stati in grado di
compararla con la Km per la NAM, che & nel range del nanomolare [202]. In ogni caso, il
fatto che I'lCsp del Vacor per la NAMPT sia nell’ordine del nanomolare in presenza di NAM
200 nM, una concentrazione prossima al valore della sua Kw, ci ha suggerito che la NAMPT
possa utilizzare NAM e Vacor con simile efficienza catalitica. Sebbene il valore della Km
della NAMPT per NAM sia troppo basso per poterci consentire un’ulteriore e piu
dettagliata analisi dei meccanismi d’inibizione operati dal Vacor, abbiamo potuto analizzare
I'inibizione in confronto al PRPP; in linea con uno studio precedente [202], abbiamo
trovato una Ky per PRPP paria 5 + 2 uM. In queste condizioni, Vacor si & comportato come

un inibitore competitivo con una Kidi 1.56 + 0.8 uM (Fig. 6D).
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Abbiamo successivamente condotto uno studio di docking atto a indagare
I'interazione, a livello molecolare, tra NAMPT e Vacor; a tal fine, abbiamo utilizzato le
coordinate 3D per la NAMPT umana (PDB: 4L4L, risoluzione di 2.12 A), co-cristallizzata con
I'inibitore fosforibosilato GNE-643 [193]. Il risultato ottenuto mostra che, sia per il Vacor
che per VMN, la piu probabile delle possibili posizioni analizzate nel sito catalitico della
NAMPT, & molto simile a quella di FK866 (Fig. 6E); in particolare, i dati suggeriscono che
I'anello piridinico del Vacor stabilisca due interazioni m-mt con gli anelli aromatici degli
amminoacidi Tyrl8 e Phe193, mentre sono possibili legami idrogeno tra il gruppo ureidico
del Vacor e Asp219 (Fig. 6F). Inoltre, abbiamo trovato che la porzione piridinica del Vacor
pud assumere una posizione simile a quella dell’anello imidazolico dell’inibitore
fosforibosilato GNE-643 (Fig. 6G), dando ulteriore conferma della fosforibosilazione del
Vacor trovata con LC-MS.

Questi risultati, insieme, indicano con forza che il Vacor possa funzionare da

substrato per la NAMPT e che venga, da questa, fosforibosilato a formare VMN.
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Figura 6. Il Vacor € metabolizzato in VMN dalla NAMPT. (A) Effetto del Vacor sull’attivita della
NAMPT ricombinante umana. Ogni punto rappresenta la media + SEM di tre esperimenti
indipendenti condotti in duplicato. (B) Profilo HPLC a 260 nm (linea intera) e 340 (linea tratteggiata)
della mix di reazione preparata come descritta nei metodi, dopo 0 (a) e 60 (b) min a 37 °C in
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presenza (b) e in assenza (c) di 1 mM ATP. (C) Spettro di massa di VMN. (D) Plot di Lineweaver-Burk
e slope replot (inserto) dell'inibizione causata da Vacor a differenti concentrazioni di PRPP; ogni
punto rappresenta la media + SEM di due esperimenti. (E) Posizioni di docking per FK866, Vacor e
VMN nel sito catalitico della NAMPT umana. (F) Diagramma schematico LigPlot del possibile
modello di legame del Vacor nel sito catalitico della NAMPT umana; sono evidenziati tutti gli
amminoacidi che interagiscono con il ligando. (G) Docking del Vacor in confronto alla posizione
dell’inibitore cocristallizato GNE-643 (in rosso) nel sito catalitico della NAMPT umana.
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8.4. L’adenilazione di VMN porta alla sintesi di VAD, analogo del NAD

Abbiamo successivamente ritenuto che la sola conversione a VMN non potesse
spiegare del tutto la rapida deplezione del NAD intracellulare e morte cellulare causata
dall’esposizione al Vacor. In effetti, anche il NAMPT-inibitore classico GMX1778 ¢
fosforibosilato dall’enzima, ma nonostante la sua comprovata efficacia nel causare una
deplezione del NAD, tale azione sembra avvenire comunque con cinetiche piu lente
rispetto a quanto succede con il Vacor (Fig. 5H). Inoltre, il fatto che la tossicita di GMX1778
e FK866 sia completamente prevenuta da NMN, mentre la tossicita da Vacor non lo sia,
sono stati per noi ulteriori indizi del fatto che I'inibizione della NAMPT non potesse essere
I"'unico meccanismo alla base della tossificazione indotta da Vacor. Abbiamo, pertanto,
ipotizzato che Vacor e/o VMN fossero in grado di interferire con lo step successivo della
risintesi del NAD nel salvage pathway, vale a dire I'adenilazione catalizzata dalle NMNATSs;
abbiamo quindi incubato VMN con ognuna delle tre isoforme dell’enzima, in presenza di
ATP e trovato che, solamente in presenza di NMNAT2 o NMNATS3, si forma un prodotto di
reazione che abbiamo visualizzato in HPLC (Fig. 7A). L'analisi in LC-MS del picco ha
confermato che si tratta della forma adenilata del VMN, e quindi di Vacor adenina
dinucleotide, VAD (Fig. 7B). Se paragonata alla reazione di adenilazione avente NMN come
substrato, I'adenilazione di VMN operata da NMNAT2 e NMNAT3 corrisponde allo 0.6 +
0.08% e 0.04 + 0.006%, rispettivamente. Inoltre, le cinetiche delle reazioni catalizzate da
NMNAT2 mostrano che I'affinita per VMN e 10 volte minore rispetto a quella per NMN,
mentre |'efficienza catalitica della formazione del VAD ¢ circa 2000 volte inferiore a quella
del NAD (Fig. 7C). Successivamente, testando la capacita del VAD di inibire le tre isoforme
umane ricombinanti di NMNAT, abbiamo trovato che esso € in grado di inibire NMNAT2 e
NMNAT3 con una ICsp di 20 + 2 uM e 463 + 99 uM, rispettivamente, mentre risulta non
avere effetto sulla NMNAT1 (Fig. 7D).

Sulla base di questi risultati, e al fine di poter determinare il sito di binding del VAD
sulla NMNAT2 umana, ci siamo avvalsi del comparative modeling, dal momento che non
sono disponibili strutture cristallizzate; 'analisi del docking, mostra come il VAD possa
alloggiare in un possibile sito di legame (Fig. 7E) in maniera simile a quanto riportato per il
NAD co-cristallizzato con NMNAT1 [203], in seguito alla formazione di legami idrogeno con
i gruppi R degli amminoacidi His24 (gia noto per essere essenziale per I'attivita catalitica
[204], Tyr50 e Ser265, oltre che con la catena principale di lle9, Leu207 e Asn209 (Fig. 7F).

Inoltre, il confronto tra le strutture di questo nuovo modello di NMNAT2 umana e quelle
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dei cristalli di NMNAT1 umana [203] e NMNAT3 [205], ottenuto per sovrapposizione in 3D,
sottolinea I'esistenza sul dominio carbossi-terminale di una sequenza in NMNAT1, che si
ripiega sul sito di legame al substrato, non allineata con quella di NMNAT2 e NMNATS3;
guesta sequenza di 16 amminoacidi pud interagire con il sito catalitico, regolandone
I'accesso al substrato o I'attivita catalitica. Infine, gli ultimi sette amminoacidi di questa
sequenza possono interagire direttamente con il VAD; in questo modo possiamo, almeno
in parte, spiegare l'inibizione selettiva del VAD per NMNAT2 e NMNAT3, e non per
NMNATI.

Abbiamo successivamente investigato gli effetti del VAD sull’attivita catalitica di
sintesi del NAD di NMNAT2 a varie concentrazioni di NMN e a concentrazione fissa e
saturante di ATP. Il plot di Lineweaver-Burk ottenuto suggerisce un’inibizione di tipo mista
(Fig. 7G). Re-plottando le slope e le intercette contro diverse concentrazioni dell’inibitore,
abbiamo ottenuto curve concave (Fig. 7G, inserto) che indicano un’inibizione di VMN su
piU siti, caratterizzata dal legame contemporaneo di pit molecole di inibitore [191].
Analizzando i dati ottenuti, e ricercando un fitting per le velocita di reazione, abbiamo
trovato, per NMN una Kmdi 14 £ 6 uM, per VMN una K;per I'enzima libero pari a 203 £ 25

UM e per il complesso enzima-substrato (ES) una Kileggermente piu alta (aki 244 + 30 uM).
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Figura 7. VMN e convertito in VAD da NMNAT?2. (A) Profili HPLC a 340 nm della mix di reazione
preparata come descritta nei metodi. (B) Spettro di massa del VAD. (C) Analisi cinetiche dell’attivita
di sintesi di NAD e VAD dell’enzima NMNAT2. (D) Effetto del VAD sulle isoforme ricombinanti
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umane di NMNAT2 e NMNAT3. (E) Docking della probabile posizione di Vacor nel modello di
NMNAT?2. (F) Diagramma schematico LigPlot del possibile modello di legame del VAD nel sito
catalitico della NMNAT2 umana; sono evidenziati tutti gli amminoacidi che interagiscono con il
ligando. (G) Plot di Lineweaver-Burk e slope replot (inserto) dell’inibizione causata da VMN a
differenti concentrazioni di NMN; ogni punto rappresenta la media + SEM di due esperimenti.
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In teoria, essendo bassa |'efficienza catalitica di NMNAT2 con VMN come substrato,
in condizioni omeostatiche, I'adenilazione di NMN dovrebbe prevalere su quella di VMN.
Abbiamo cosi esposto diverse linee cellulari al Vacor, al fine di cercare I'eventuale
formazione di metaboliti del Vacor. Abbiamo trovato un aumento nelle concentrazioni di
VMN e VAD, tempo-dipendente, nelle cellule sensibili SH-SY5Y; mentre, nelle cellule Hela,
insensibili al Vacor, abbiamo trovato solamente bassissime concentrazioni di VMN e
praticamente nessuna traccia di VAD (Fig. 8A). Inoltre, nelle SH-SY5Y, il Vacor causa una
rapida caduta delle concentrazioni di NMN la quale precede quella del NAD; ancora,
questo effetto non e stato osservato nelle Hela (Fig. 8B). Quanto trovato, quindi,
suggerisce che, nelle cellule sensibili esposte al Vacor, I'inibizione della NAMPT, causata da
VMN, provochi una rapida caduta di NMN, permetta |'adenilazione di VMN e Ia
conseguente formazione di VAD, nonostante la minore efficienza catalitica di NMNAT2 con
VMN anziché NMN come substrato.

Insieme, questi risultati rafforzano [|'ipotesi secondo cui [lefficacia nella
tossificazione provocata dal Vacor dipenda dalla sua conversione nei due step consecutivi
del salvage pathway, a VMN prima, per azione della NAMPT, e a VAD poi, grazie alla
catalisi NMNAT2-dipendente. Al fine di ulteriormente corroborare tale assunzione,
abbiamo dimostrato come la sensibilita al Vacor sia associata a maggiori livelli di
espressione del’mRNA di NMNAT2, ma non di NMNAT1 (Fig. 8C, D); inoltre, il VAD mostra
gli stessi effetti citotossici quando aggiunto al mezzo di coltura delle SH-SY5Y o delle Hela
(Fig. 8E), suggerendo la capacita di VAD di entrare nella cellula e, insieme, che la non-

sensibilita al Vacor dipenda soltanto dalla incapacita della cellula di metabolizzarlo a VAD.
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Figura 8. Effetti del VAD sulla sopravvivenza cellulare. (A) Contenuti intracellulari di VMN e VAD in
cellule SH-SY5Y o Hela esposte a Vacor 100 uM. (B) Contenuti intracellulari di NMN e NAD in
cellule SH-SY5Y e Hela esposte a Vacor 100 uM. (C, D) livelli di espressione di NMNAT1 (C) e
NMNAT2 (D) in linee cellulari sensibili e insensibili al VAcor. | valori mostrati rappresentano i
risultati di un’unica quantificazione in qPCR. (E) Effetti di VAD 100 uM aggiunto al terreno di coltura
sulla vitalita cellulare di cellule SH-SY5Y e Hela. Ogni punto rappresenta la media + SEM di almeno

tre esperimenti.
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8.5. I VAD compromette il metabolismo energetico e causa la necrosi

Data la simile struttura di VAD e NAD, abbiamo supposto che il primo potesse
compromettere [|'attivita di enzimi NAD-dipendenti, comportandosi come un falso
cofattore enzimatico, in maniera similare a quanto accade alla tiazofurina [206]. Per
corroborare questa ipotesi, abbiamo testato gli effetti del Vacor su due enzimi coinvolti
nella proliferazione e nel metabolismo energetico, rispettivamente IMPDH e GAPDH. E
notevole che VAD sia in grado di inibire entrambi gli enzimi in maniera dose-dipendente
(Fig. 9B) con una ICsg pari a 52.2 + 6 uM per IMPDH e 120 + 21 uM per GAPDH; andando
poi ad indagare il tipo di inibizione causata dal VAD sulla GAPDH, anche in questo caso,
abbiamo trovato un plot di Lineweaver-Burk, slope e intercette corrispondenti a quelle di
un’inibizione di tipo misto (Fig. 9A). Il valore della Ki del VAD per 'enzima libero che
abbiamo trovato e di 85 + 7 uM, un valore solo 3 volte piu alto della Ku dell’enzima per il
NAD (28 + 8 uM); la K; del VAD per il complesso ES, ovvero la aK;, € invece pari a 29 + 10
UM, un valore praticamente uguale alla Km per il NAD e che indica che l'inibitore mostra
un’affinita 3 volte maggiore per il complesso ES che per I'enzima libero. Queste evidenze,
indicanti l'inibizione della GAPDH dipendente dal VAD, unite alla deplezione concomitante
del NAD, suo cofattore, suggeriscono che la glicolisi sia gravemente rallentata e/o
compromessa nelle cellule esposte a Vacor. A supporto di tale ipotesi, abbiamo trovato
una riduzione lineare e tempo-dipendente dei prodotti di reazione ATP, lattato -per la
glicolisi- e CO; - per il ciclo di Krebs- (Fig. 9C). Infine, abbiamo cercato di capire che tipo di
morte cellulare sia causata dal Vacor, data la sua unica capacita di bersagliare
contemporaneamente NAMPT e NMNAT?2, di causare una rapida deplezione di NAD e ATP,
di inibire le deidrogenasi NAD-dipendenti e, almeno teoricamente, altri enzimi NAD-
dipendenti. | risultati mostrano che la cinetica con cui le cellule esposte al Vacor vanno
incontro a morte, & assai simile a quella rapida mostrata dalle cellule trattate con Na-azide,
tipico induttore di necrosi, mentre la cinetica della morte dipendete da staurosporina,
tipico induttore dell’apoptosi, € piu lenta (Fig. 9D). Inoltre, a conferma di cio, la marcatura
con I"'Hoechst staining (Thermo Fisher Scientific, USA) dimostra che i nuclei delle cellule
esposte al Vacor vanno incontro a picnosi in maniera simile a quanto accade a quelle
esposte a Na-azide, senza mostrare la frammentazione indotta invece dalla staurosporina e

caratteristica dei fenomeni apoptotici (Fig. 9E).
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Figura 9. Effetti del Vacor sull’attivita delle deidrogenasi e sulla morte cellulare. (A) Plot di
Lineweaver-Burk e slope replot (inserto) dell’'inibizione causata da VAD a differenti concentrazioni
di NAD; ogni punto rappresenta la media = SEM di due esperimenti. (B) Effetti di VAD sull’attivita di
GAPDH e IMPDH ricombinanti umane. (C) Cinetiche temporali degli effetti di Vacor 100 uM in
cellule SH-SY5Y sui contenuti intracellulari di ATP e lattato e sulla produzione di CO,. (D) Time-
course della morte in cellule esposte a Vacor (100 pM), NaAz (1 mM) e staurosporina (300 nM). (E)
Hoechst staining di cellule in cellule esposte per 3 h a Vacor (100 uM), NaAz (1 mM) e
staurosporina (300 nM). Barra di calibrazione, 10 um.
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8.6. Il metabolismo del Vacor ha effetti antineoplastici in vivo

Incoraggiati dagli effetti citotossici che il Vacor ha mostrato in vitro, abbiamo
testato il suo potenziale antineoplastico in vivo. Abbiamo trovato che il Vacor, iniettato per
via intraperitoneale (i.p.) alla dose di 40 mg/kg ogni 4 giorni, a partire da quando il tumore
fosse diventato palpabile (i.e. intorno a 0.1 cm?3), riduce in maniera significativa la crescita
dello xenotrapianto di cellule di neuroblastoma SH-SY5Y, in topi nudi (Fig. 10A). Abbiamo
successivamente testato la capacita di un trattamento ritardato di Vacor di contrastare la
crescita del tumore; a tale scopo, abbiamo trattato topi nudi, sottoposti a xenotrapianto di
cellule di neuroblastoma SH-SY5Y, mediante iniezioni i.p. giornaliere di Vacor alla dose di
20 mg/kg, solo quando il volume del tumore avesse raggiunto un volume pari a 0.5 cm?3. Il
risultato indica che anche questo tipo di trattamento riduce la crescita del tumore (Fig.
10B). Ancora, un trattamento equivalente al primo (i.e. iniezioni i.p., 40 mg/kg ogni 4 giorni
da quando il tumore fosse stato palpabile), riduce in maniera significativa anche la crescita
dello xenotrapianto di melanoma (Fig. 10C). A questi dosaggi, il Vacor non causa alterazioni
né nel peso del topo, né nella glicemia, indicando una buona tollerabilita e I'assenza di
tossicitd sistemica (Fig. 10D, E). E interessante che, sia nel neuroblastoma che nel
melanoma, i livelli di espressione della NMNAT2 sono aumentati in vivo, per poi tornare a
livelli originariamente trovati in vitro 10 giorni dopo la rimessa in coltura (Fig. 10F);
sebbene i meccanismi alla base di tale aumentata espressione non siano noti, un’ipotesi
plausibile sarebbe quella per cui 'aumento &, almeno in parte, correlato a una maggiore
attivazione del promotore del gene causata dal microambiente del tumore.

Successivamente, per indagare il metabolismo del Vacor in vivo, ne abbiamo
quantificato i livelli - come pure quelli del VAD-, negli xenotrapianti di neuroblastoma, in
topi trattati per 5 giorni con Vacor (20 mg/kg, i.p.). Abbiamo trovato sia Vacor che VAD
nelle masse tumorali degli xenotrapianti, con delle concentrazioni pari 278 + 35 e 2.83 *
0.11 pmol/mg, rispettivamente. Per avere ulteriore conferma di questi risultati, abbiamo
utilizzato I'imaging in spettrometria di massa per Vacor e metaboliti adenilati, e trovato
che Vacor e AMP (marker tipico del tessuto necrotico) co-localizzano all'interno della
regione della massa tumorale andata incontro a necrosi, mentre ATP si trova invece nella
regione vitale della massa dello xenotrapianto (Fig. 10G); non siamo invece riusciti a
ottenere segnale per VMN e VAD, probabilmente a causa della loro concentrazione al di

sotto della sensibilita del nostro assay.
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Insieme, questi risultati dimostrano I'efficacia antineoplastica del Vacor, sia nel
neuroblastoma che nel melanoma, nel ridurre la crescita del tumore; inoltre, tali risultati
indicano che il Vacor si localizza all'interno della massa tumorale, in cui viene

metabolizzato a VAD e il quale puod poi esercitare i suoi effetti antineoplastici.
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Figura 10. Il Vacor riduce la crescita di xenotrapianti di melanoma e neuroblastoma. (A) Cinetiche
temporali relative alla crescita di xenotrapianti di cellule SH-SY5Y in topi nudi (12 topi femmina per
gruppo), trattate con veicolo (DMSQ) o Vacor (40 mg/kg) ogni 4 giorni, a partire dal giorno in cui il
tumore diventava palpabile. (B) Cinetiche temporali relative alla crescita di xenotrapianti di cellule
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SH-SY5Y in topi nudi (5 topi femmina per gruppo), trattate giornalmente con veicolo (DMSO) o
Vacor (20 mg/kg), a partire dal giorno in cui il tumore raggiungeva un volume pari a 0.5 cm?. (C)
Cinetiche temporali relative alla crescita di xenotrapianti di cellule M26c in topi nudi (14 topi
femmina per gruppo), trattate con veicolo (DMSQ) o Vacor (40 mg/kg) ogni 4 giorni, a partire dal
giorno in cui il tumore diventava palpabile. (D-E) Effetti della somministrazione di 3 settimane di
Vacor (40 mg/kg/4 giorni) sul peso corporeo e sulla glicemia in topi nudi (n=5 per gruppo). (F)
Livelli di espressione di NMNAT?2 in cellule SH-SY5Y e M26c in coltura, negli xenotrapianti, e rimesse
in coltura per 7 giorni. (G) Colorazione con ematossilina-eosina di uno xenotrapianto di cellule di
neuroblastoma che mostra la regione esterna, vitale, e il core necrotico. L'inserto & relativo alla
regione analizzata mediante MS-imaging per la distribuzione di ATP, AMP e Vacor. (H)
Schematizzazione del pathway metabolico coinvolto nella tossificazione operata da Vacor.
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8.7. NMINAT2 e over-espressa in melanomi umani

Sapendo che NAMPT e NMNAT2 sono espresse a livelli piu alti in alcune linee di
cellule tumorali e supponendo che questa caratteristica potesse essere sfruttata come
marker positivo di sensibilita al Vacor, abbiamo voluto indagare i livelli di espressione dei
due enzimi nel tessuto umano tumorale. A tal fine, ci siamo avvalsi di biopsie di melanoma
umano, gentilmente forniteci da Gianni Gerlini (Medlight, Firenze), derivanti da tre diversi
pazienti. L'analisi del trascritto in PCR ha rivelato che, in maniera analoga a quanto accade
per le linee cellulari di melanoma testate in vitro, i melanomi umani, se paragonati a
melanociti umani non trasformati usati come controllo, esprimono livelli di mRNA pari a
370 £ 24 vs 3.83 + 1.46, per NAMPT e pari a 249 + 43 vs 1.42 + 0.23 per NMNAT?2,
rispettivamente (Fig. 11A).

In maniera analoga, abbiamo effettuato I'analisi su quattro campioni di biopsie
umane fissate in paraffina, gentilmente forniteci da. Vincenza Maio (AOU-Careggi, Firenze).
Anche in questo caso abbiamo trovato un aumento, sebbene pit modesto,
dell’espressione dell’enzima NMNAT2, rispetto ai melanociti usati come controllo, pari a
10.3+ 3.4 vs 1.00 + 0.35 (Fig. 11B).

Questi risultati suggeriscono ['effettiva possibilita che, nelluomo, l'aumento
dell’'espressione degli enzimi del salvage pathway del NAD possa essere usato come
marker e, insieme a ulteriori esperimenti ancora in corso, potrebbero fornire un ulteriore
razionale nell’utilizzo della via di recupero del NAD come nuova via di tossificazione nei

melanomi umani.
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Figura 11. Livelli di espressione degli enzimi del salvage pathway in biopsie umane di melanoma.
(A) Livelli di espressione di NMNAT2, in biopsie FFPE di melanomi umani, comparati a melanociti di
controllo (n= 3 per ogni gruppo). (B) Livelli di espressione di NAMPT e NMNAT2 in biopsie umane di
melanoma, non fissate, comparate a melanociti di controllo (n=3 per ogni gruppo). | valori mostrati
rappresentano i risultati di un’unica quantificazione in gPCR.

**p<0.01 Tukey’s post hoc test.
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8.8. UPF2616 e UPF2619 sono potenti analoghi del Vacor

Infine, incoraggiati dai risultati positivi ottenuti nei trattamenti con Vacor, abbiamo
cercato di capire se potessimo trovare molecole la cui struttura fosse analoga a quella del
Vacor, e che si potessero dimostrare piu potenti o selettive del Vacor stesso. Da uno
screening comprendente un totale di quattordici composti ureidici (Fig. 12A), di cui otto
trovati in commercio e sei (UPF) fornitici da Emidio Camaioni (Universita degli Studi di
Perugia), abbiamo individuato due molecole (entrambe sintetizzate nel laboratorio del
Prof. Camaioni), UPF2616 e UPF2619 che hanno dimostrato di possedere azione
tumoricida maggiore rispetto al Vacor stesso. Nello specifico, il composto UPF2619 ha
mostrato di possedere gia alla concentrazione di 10 uM e in seguito a un’esposizione di 24
h in cellule SH-SY5Y, la stessa tossicita che il Vacor possiede alla concentrazione di 100 uM
(Fig. 12B); similmente, il composto UPF2616 in seguito a un’esposizione di 48 h nelle
medesime cellule, mostra alla concentrazione di 10 uM la stessa tossicita che il Vacor
possiede alla concentrazione di 30 uM (Fig. 12C).

Sebbene questi risultati possano essere promettenti e suggerire 'esistenza di
possibili analoghi del Vacor piu potenti, & pur vero che questi sono risultati preliminari e
che I'esatto meccanismo d’azione di queste molecole, sebbene teoricamente medesimo a

quello del Vacor, non & ancora stato indagato.
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Figura 12. Identificazione di potenti analoghi del Vacor.

(A) Formule di struttura di alcuni composti contenenti gruppi ureidici disponibili in commercio (#1-
8) e sintetizzati in laboratorio (UPFs). (B) Comparazione degli effetti di un’esposizione di 24 h sulla
vitalita cellulare, in cellule SH-SY5Y trattate con Vacor, UPF2616 o UPF2619, (tutti a 100 uM).

(C) Comparazione degli effetti di un’esposizione di 48 h sulla vitalita cellulare, in cellule SH-SY5Y
trattate con Vacor o UPF2616 (entrambi a 100 uM). Ogni punto rappresenta la media + SEM di 3
esperimenti condotti in duplicato.
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9. Discussione

Il presente studio dimostra in maniera originale che l'intero salvage pathway con
cui la NAM e riconvertita in NAD, pu0 essere utilizzato come nuova via di tossificazione per
la sintesi di nuovi antimetaboliti, con molteplici effetti sul metabolismo cellulare. In
particolare, le evidenze qui riportate mostrano come I'azione coordinata e consequenziale
degli enzimi del salvage pathway, NAMPT e NMNAT?2, trasformi il Vacor in VMN e quindi in
VAD, molecole che mimano i metaboliti del NAD, causando cosi il rapido sconvolgimento
del metaboloma del NAD; questa nuova via di tossificazione (Fig. 10H) causa la necrosi in
numerose linee cellulari esprimenti NMNAT2 ed esercita un’attivita tumoricida anche in
vivo. | farmaci NAMPT-inibitori che hanno raggiunto la clinica causano una caduta dei livelli
di NAD abbastanza lenta se paragonata a quella causata dal Vecor, e non € ancora chiarito,
ad oggi, se queste cinetiche siano dovute ad un piu lento consumo del pool intracellulare
oppure alla capacita di altri pathway biosintetici (i.e. de novo o Preiss-Handler) di
bypassare l'inibizione e rifornire la cellula di altro NAD. | nostri dati mostrano che il Vacor
sia I'unico composto finora noto che, attraverso la sua trasformazione nei propri metaboliti
mono- e dinucleotidici, causi l'inibizione contemporanea della NAMPT e della NMNAT2;
inoltre, i nostri risultati suggeriscono che, almeno in alcuni tipi di cellule, il turnover del
NAD é straordinariamente rapido. Ancora, il fatto che il pool mitocondriale sia, nelle prime
fasi, risparmiato dalla tossificazione Vacor-indotta che causa nelle stesse cellule una
successiva e profonda deplezione di NAD, conferma il risultato di un precedente studio
[97] secondo cui il metabolismo mitocondriale del NAD sia, funzionalmente, in parte
indipendente da quello citoplasmatico. Inoltre, i risultati circa la trasformazione di VMN in
VAD operata dalla NMNAT2, e circa la sua successiva inibizione, aggiungono dettagli nella
conoscenza dell’enzimologia del NAD; ancora, la selettivita del VAD per NMNAT2 da
informazioni rilevanti per una migliore comprensione della struttura dell’enzima e della sua
attivita catalitica; informazioni, queste, eventualmente utilizzabili per la ricerca e/o la
sintesi di nuovi farmaci NMNAT-inibitori con potenziale attivita antineoplastica.

Ad oggi, non ci € noto quanto sia rilevante la possibile inibizione di ogni enzima
NAD-dipendente ai fini degli sconvolgimenti metabolici causati dalla tossificazione del
Vacor; sarebbe, quindi, opportuno caratterizzare la sensibilita delle NAD-deidrogenasi e
degli enzimi che consumano NAD ad antimetaboliti simili al VAD. In ogni caso, la grande

importanza della glicolisi aerobica nella biologia del tumore e la capacita del VAD di inibire
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I'enzima glicolitico chiave GAPDH, sottolineano la rilevanza del Vacor e di eventuali
analoghi come possibili antimetaboliti. In questo contesto, pero, bisogna ancora valutare
due aspetti cruciali per ogni terapia antineoplastica, vale a dire selettivita per il tumore e
tollerabilita. Riguardo al primo aspetto, ovvero alla selettivita, sebbene eventuali farmaci
analoghi del Vacor si supponga che siano selettivi per i tumori esprimenti NMNAT2 (che
potrebbe, pertanto, essere sfruttato come marker di sensibilita), composti disegnati per
essere metabolizzati da NMNAT1 e NMNAT3 potrebbero avere un diverso spettro di
attivita. Per quanto riguarda, invece, 'aspetto della tollerabilita di questi composti, alla
luce dei diversi e specifici ruoli che I'omeostasi del NAD gioca in tessuti differenti, sara
importante capire se I'utilizzo di strategie farmacologiche capaci di minimizzare la tossicita
sistemica dei farmaci NAMPT-inibitori, come vie di somministrazione specifiche, paradigmi
di trattamento e/o antidoti, possano essere usate anche per contrastare gli effetti off-
target di analoghi del Vacor. Inoltre, € plausibile che un effetto anche parziale sul
metabolismo, dato da dosi sub-tossiche di Vacor o analoghi, potrebbe presentare
sinergismo con una o piu classi di farmaci antineoplastici, sensibilizzare il tumore
rendendolo pil suscettibile agli effetti della chemioterapia in uso.

Infine, le gravi intossicazioni di pazienti dovute all'ingestione volontaria, e quindi a
scopi suicidi, di alte dosi di Vacor, sono accompagnate dall’insorgenza di neuropatia
periferica e diabete mellito insulino-dipendente. Sebbene I'esatto meccanismo per cui
questi sintomi compaiano sia a oggi non chiarito [200], [207], i nostri risultati suggeriscono,
per la prima volta, che alla base di entrambi i disordini, vi sia la deplezione tessuto-
specifica del NAD. In linea con questa ipotesi, NMNAT2 presenta alti livelli di espressione
nei neuroni [208] e nelle cellule B-pancreatiche [204]. E inoltre interessante notare come
sia gia stata dimostrata la correlazione tra un’alterata biosintesi del NAD e la patogenesi sia
del diabete mellito [51] sia della degenerazione assonale [208]. Queste associazioni aprono
le porte a nuove possibili speculazioni sull’eventuale ruolo del salvage pathway del NAD in
patologie la cui patogenesi ci € ancora sconosciuta o poco chiara. Ad esempio, la
deplezione del NAD e il conseguente sconvolgimento del metabolismo energetico
potrebbero essere coinvolti nella patogenesi di neuropatie spesso riscontabili in pazienti
sottoposti al trattamento cronico con composti contenenti anelli piridinici, quali isoniazide
e bortezomib.

In conclusione, il nostro studio fornisce elementi che giustificano il razionale per lo

sfruttamento dei due enzimi della via di recupero del NAD come nuova via di tossificazione
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per la produzione di antimetaboliti piridinici e il cui utilizzo potrebbe essere applicato nella
terapia antineoplastica, anche in virtu delle evidenze che dimostrano come gli enzimi del
salvage pathway del NAD siano maggiormente espressi in alcuni neoplasmi umani. Inoltre,
caratterizzando i potenti analoghi del Vacor, si potrebbe, auspicabilmente, rivelare una
maggiore potenza farmacologica e una maggiore specificita verso enzimi e/o particolari
neoplasie, consentendoci, eventualmente, di ridurre le dosi del chemioterapico in modo
anche da abbassare le probabilita d’insorgenza di possibili effetti avversi. Al contempo,
I"utilizzo di questi antimetaboliti come tool farmacologici potrebbe essere sfruttato al fine
di meglio comprendere la complessa serie di meccanismi che concorrono all’'omeostasi del
NAD nei diversi distretti dell’organismo e loro sua rilevanza clinica nella patogenesi e nel

trattamento di patologie umane.
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