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Istituto di biochimica delle proteine

Direttore: Dr. DANIELA CORDA

Sede principale: Via Pietro Castellino n. 111 - 80131 Napoli (NA)
Articolazione territoriale:

Sito web dell'lstituto: www.ibp.cnr.it

Dipartimento di prevista afferenza
Scienze della Vita
Missione

Studiare le proteine e gli enzimi nellottica della decodificazione dei genomi e della comprensione della funzione
delle proteine in relazione alla loro struttura. Rispondere alle richieste dellindustria presente sul territorio per
fornire specifiche collaborazioni e consulenze.

Attivita di ricerca (2008)

Commesse

. Progettazione e Sviluppo di Biochip per la Sicurezza Alimentare e Salute Umana

. Nanotecnologie applicate alla terapia genica e cellulare

. Applicazioni innovative di enzimi e biotrasformazioni

. Utilizzo di sistemi procariotici per la progettazione di strutture proteiche e di acidi nucleici adatti alla
formulazione di nuovi tipi di vaccini

. Studio del Rapporto Struttura-Funzione e progettazione di Enzimi e Proteine

. Studi di idrolasi da fonti diverse e proteine vegetali: relazione struttura/funzione e possibili
applicazioni

. Basi molecolari dell'adattamento di cellule e proteine alle condizioni estreme: aspetti applicativi

. Studio dei processi cellulari in estremofili

. La vita e gli adattamenti negli ambienti polari

Moduli

. DR. D'AURIA: Progettazione e Sviluppo di Biochip per la Sicurezza Alimentare e Salute Umana

. DR. PELUSO: Nanotecnologie applicate alla terapia genica e cellulare

. PROF. M. ROSSI: Applicazioni innovative di enzimi e biotrasformazioni

+  DR. DE BERARDINIS: SV.P03.006

. DR. MORACCI: Studio del Rapporto Struttura-Funzione e progettazione di Enzimi e Proteine

. DR. MANCO : Studi di idrolasi da fonti diverse e proteine vegetali.

. DR.SSA CIARAMELLA: Basi molecolari dell'adattamento di cellule e proteine alle condizioni
estreme: aspetti applicativi

. DR.SSA PISANI: Studio dei processi cellulari in estremofii

. Adattamenti evolutivi negli organismi polari

RSTL

. Formulazione di un recettore linfocitario T ricombinante adatto per terapia genica
. Studio della funzione del gene bloodthirsty nel differenziamento e nella regolazione dell'eritropoiesi



Attivita Commesse
Progettazione e Sviluppo di Biochip per la Sicurezza Alimentare e Salute Umana

Progetto: Sicurezza, qualita alimentare e salute
Dipartimento: Agroalimentare
Responsabile: D'AURIA SABATO

Risultati conseguiti

Gli obiettivi programmati sono stati pienamente conseguiti. E' stato sviluppato un nuovo saggio
fluorescente per la determinazione di aflatossine in alimenti; e' stato sviluppata una metodologia per
la determinazione di glutine in alimenti destinati all'alimentazione di pazienti celiaci. Inoltre, & stata
sviluppata una metodologia per la realizzazione di innovativi "lab-on-chip" basati sull'uso di argento
nanostrutturato. Sono state prodotti mutanti specifici di proteine che legano molecole odoranti e
sono state progettati nuovi biosensori per composti di interesse ambientale. E' stato prodotta una
esterasi mutante che consente lo studio molecolare-dinamico della struttura proteica mediante
fluorescenza e fosforescenza.

Le biomolecole sopramenzionate sono state caratterizzate mediante dicroismo circolare,
fluorescenza dinamica, fosforescenza e spettroscopia all'infrarosso. Inoltre, € stata eseguita
un'analisi genotipica a livello molecolare per il riconoscimento tassonomico di specie microbiche.

| risultati ottenuti sono stati oggetto di pubblicazioni su riviste internazionali e comunicazioni orali a
congressi nazionali ed internazionali.

E' iniziata una collaborazione, ufficializzata con un contratto di ricerca, con il Centro Italiano di
Ricerca Aerospaziale (CIRA) di Capua (CE) per lo sviluppo di nuovi biosensori di interesse
ambientale.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati Lisultati di Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac -
anno R oli linon in atti di Libri i progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 20 2 0 2 0 0 0 3 0

Principali collaborazioni

Lo sviluppo di nuove metodologie analitiche € un processo che coinvolge competenze in settori
anche apparentemente distanti (elettronica, informatica, biologia, chimica, fisica, biofisica, industrie)
e l'attivita della commessa prevista per il 2009 coinvolgera numerose collaborazioni internazionali
gia finanziate da progetti approvati: Universita' di Praga (Universita' straniera), University of Texas,
(Universita' straniera), ISS, USA (Industria straniera), Accademia Scienze Russia, San Pietroburgo
(EPR straniero), Universita' di Sofia, Bulgaria (Universita' straniera), Istituto di Biofisica, CNR, Pisa
(EPR italiano), Universita' di Milano (Universita' italiana), Istituto di Biologia e Biotecnhologie Agrarie,
CNR, Milano (EPR italiano), Universita' di Napoli (Universita' italiana), IGB, CNR, Napoli (EPR
italiano), ISA, CNR Avellino (EPR italiano), IBB, CNR, Napoli (EPR italiano); Universita' di Nagoya,
Giappone (Universita' straniera); ICIB - CNR (EPR italiano); University of Laval, Quebec, Canada
(Universita' straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 6



Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 6

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Fluorimetro per misure di "lifetime"; fluorimetro per misure allo stato stazionario; microscopio
confocale; dicroismo circolare; spettrometro di massa; spettofotometro termostatati; spettofotometri
operanti nella regione dell'infrarosso; celle per misure ad alta pressione; robot per microarray;
microscopio elettronico; strumentazione per misure di "single molecule detection"; "PCR-Real Time"

Nanotecnologie applicate alla terapia genica e cellulare

Progetto: Sistemi polimerici nanostrutturati, multicomponente e membrane per
applicazioni funzionali e strutturali
Dipartimento: Progettazione Molecolare

Responsabile: PELUSO GIANFRANCO

Risultati conseguiti

Lo studio sui vettori non virali per la terapia genica ha permesso la realizzazione di diversi sistemi di
rilascio di DNA basati sull'impiego di una vasta gamma di polimeri biocompatibili, aventi strutture e
proprieta chimico-fisiche differenti. La sintesi da noi attuata di polimeri policationici enzimaticamente
modificati ha permesso non solo di ottenere un miglioramento sul controllo del rilascio di DNA
plasmidico in termini di "tempo" (cessione ritardata, protratta, o pulsante) ma anche di direzionare il
principio attivo verso specifici stipiti cellulari. Il "targeting" cellulare € stato ottenuto modificando, per
via enzimatica, il polimero di partenza con l'aggiunta di residui di galattosio alla catena polimerica. |
fattori che esercitano I'azione di controllo sul rilascio e sulla velocita di diffusione del DNA legato all'
idrogel sono stati studiati e caratterizzati sia in presenza di acqua che di liquidi biologici a differenti
pH. Inoltre, & stata anche valutata la stabilita nel tempo del DNA libero e legato al polimero.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico  Articoli Risultati = isultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Il progetto prevede collaborazioni tra laboratori italiani e stranieri.

In particolare, lo studio € rafforzato da una rete di collaborazioni con ricercatori di istituzioni
prestigiose quali il prof. A.Cigada del Politecnico di Milano, il prof. R. De Maria dell'lstituto Superiore
di Sanita, il prof. A. Montenero dell'Universita di Parma, il dr. A. Levi, Istituto di Neurobiologia, CNR-
Roma; il prof. C. Franceschi dell'Universita di Bologna, la prof. ML Del Basso De Caro, Dip.
Patologia, Facolta di Medicina, Universita degli Studi "Federico II"-Napoli; il dr. R. Pallini, Dip. di
Neurochirurgia- Universita Cattolica —Roma; il prof. N. Caporaso, Facolta di Medicina, Universita
degli Studi "Federico 1I"-Napoli; il prof. Nicola Torelli, University of Mancster-UK; il prof. R. Barbucci,



Facolta di Chimica, Universita di Siena; il Prof. S. Di Mauro Della Columbia University New York, il
prof. J. Blass della Cornell University, New York.

Inoltre, gli studi effettuati nellambito di questa commessa hanno gia previsto una possibile
finalizzazione dei risultati ottenuti attraverso l'istituzione di cooperazioni con le industrie del settore
quali Biosint, Aventis, Sigma-tau, Schering—Plough.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. - specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Robot per micro e macro-array, Spettrofotometri e spettrofluorimetri con portacelle termocontrollati,
FPLC, HPLC, termociclatori, fermentatori e incubatori ad alta e bassa temperatura, calorimetri,
centrifughe, ultracentrifughe, camere per elettroforesi, Silicon Grafics, SELDI-TOF, Real-time PCR,
phosphoimager, beta-counters, cappe a flusso laminare, elettroporatori, ChemiDoc.

Applicazioni innovative di enzimi e biotrasformazioni

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: ROSSI MOSE!'

Risultati conseguiti

Gli obiettivi programmati sono stati pienamente conseguiti. Sono stati isolati e caratterizzati nuovi
enzimi, anche da microrganismi che vivono in condizioni estreme, e sono stati effettuati studi per
utilizzare queste nuove attivita in biotrasformazioni da impiegare in chimica fine, farmaceutica,
diagnostica e nel comparto agro alimentare. Sono state inoltre sviluppate metodologie analitiche
innovative di elevata sensibilita. Tali attivita sono evidenziate dalla ottima produzione scientifica,
dalla collaborazione con industrie a livello nazionale e industrie locali e dalla notevole formazione
effettuata in collaborazione con I'Universita. In questo periodo il Responsabile della commessa &
stato il rappresentante del CNR nel Centro di Competenze in Biotecnologie Industriali della Regione
Campania (BioTekNet); si € anche concluso il progetto del Consorzio TEC- BIO con Tecnofarmaci
di cui era il responsabile scientifico,e sono stati attivati rapporti con varie industrie per lo sviluppo di
enzimi con nuove proprieta di interesse industriale. Sono stati ottenuti eccellenti risultati e un
prototipo di strumento nell'ambito del progetto MoMa finanziato dall'Agenzia Spaziale Italiana sulla
ricerca spaziale applicata al miglioramento della qualita della vita. Sono in atto collaborazioni di
interesse industriale con la ACS Dobfar, una multinazionale del farmaco, e una piccola azienda



biotecnologia la CPC Biotech per la produzione e commercializzazione di nuovi enzimi. Sono stati
intensi gli scambi per progetti con industrie locali in vari campi mettendo a disposizione il know how
acquisito nella Commessa.

A livello internazionale il responsabile & stato nel comitato organizzatore del Congresso
internazionale Extremophiles 2008 tenuto in Sud africa a settembre 2008 ed e stato anche un
invited speaker del Congresso relazionando sui meccanismi biomolecolari della inibizione di
proteasi con nuovi tipi di specifici inibitori proteici,. Questa ricerca € anche in linea col Progetto sulla
Biodiversita del Dipartimento di Scienze della vita.

Nel campo degli Enzimi del metabolismo dei carboidrati e' stata over-espressa e caratterizzata una
nuova beta-galattosidasi dal batterio Alyciclobacillus acidocaldarius (Aa beta-gal) e utilizzata per
ottenere un polimero con nuove proprieta' reologiche dallo xiloglucano. Sono state caratterizzate
cellulasi dall'archaeobatterio ipertermofilo Sulfolobus solfataricus e da A. acidocaldarius. E' stata
caratterizzata I'attivita' transfucosidasica di un mutante dell'alfa-fucosidasi di S. solfataricus.

Nel campo dello studio sulle deidrogenasi, una deidrogenasi/riduttasi dal batterio Thermus
thermophilus & stata over-prodotta e ne sono state studiate le proprieta strutturali e stereoselettive
e l'applicazione nella biosintesi organica asimmetrica. Sono state ottenute le strutture 3D di due
mutanti dellADH di S. solfataricus, che hanno permesso di interpretare le loro caratteristiche
cinetiche. Notevoli risultati sono stai anche ottenuti nel campo delle esterasi.

E' stata caratterizzata la Oligopeptide-binding protein (OppA) di S. solfataricus, sia in forma nativa
che ricombinante. E' stata determinata la sua affinita di legame per due ormoni peptidici,
bradichinina e xenopsina. E' stata caratterizzata una nuova proteasi da S. solfataricus e un inibitore
di serin-proteasi in grado di inibire la chimotripsina e l'elastasi. Sono state messe a punto le
condizioni operative per proteasi della matrice extracellulare (collagenasi, elastasi, cheratinasi) da
utilizzare nei processi di ingegnerizzazione dei pellami.

Una putativa CPC dal batterio Geobacillus thermodenitrificans & stata purificata e caratterizzata.
L'enzima mostra bassa capacita di trasformazione della Cefalosporina C in ACA ma una elevata
attivita gamma-glutamiltrasferasica.

Per i progetti miranti alla produzione di bioetanolo di seconda generazione & stata portata a termine
la caratterizzazione di una cellulasi termofila da A.acidoaldarius ed & stato clonato in Klaviromices
lactis il gene della cellulasi Ss02554 di S.solfataricus.

Il personale della commessa € stato coinvolto nell'organizzazione di un servizio di preoteomica
nell'ambito del Consorzio BiotekNet che ha affidato al responsabile della commessa la gestione
degli strumenti acquistati con le risorse di BioTekNet.

Nel 2008 l'attivita € stata divisa tra organizzazione ed avviamento del servizio interno di
spettrometria di massa e proteomica ed attivita scientifica. L'attivita di ricerca € stata indirizzata nel
campo della proteomica sulle applicazioni di metodi innovativi, come la 2D-nano-HPLC-ESI-MS/MS
ed il SELDI TOF-MS, per la caratterizzazione dei sub-proteoma di organismi estremofili e per gli
studi delle modifiche post-traduzionali delle proteine in collaborazione a vari gruppi dell'lBP, e
dell'Area di Ricerca e collaborazioni internazionali.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic = Artico  Articoli Risultati R'SUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri ; progettua editoria
. one t -
I1SI I1SI Convegno li L li
applicativa
2008 1 17 0 0 0 0 0 0 2 0

Principali collaborazioni

A Boffi, Universita La Sapienza Roma ( Universita Italiana)

G.Braccio ENEA Centro di Ricerche Trisaia (EPR Italiano)

M.Saviano e C.Pedone Istituto di Biostrutture Bioimmagini CNR Napoli (EPR Italiano)
P Netti, Centro di Ricerche Interdipartimentale Biomateriali Napoli (Universita Italiana)
E.Chiancone, Istituto di Biologia e Patologia molecolari CNR Roam (EPR ltaliano)

S. Bartolucci Universita Federico Il Napoli ( Universita Italiana)

F. Arenghi CPC Biotec e ACS DOFAR spa Milano ( Industria)



G.Pocsfalvi Istituto Alimentazione CNR Avellino (EPR Italiano)
G Antranikian Technological University Hamburg ( Universita straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
e L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

L'Istituto di Biochimica delle Proteine ha attrezzature di avanguardia nel campo dello studio degli
enzimi. Questo consente di effettuare tutto il percorso che va dalla individuazione di nuovi enzimi
alla loro caratterizzazione, produzione e utilizzo in processi di interesse industriale.

Per ottenere i risultati descritti sono stati utilizzati robots per micro e macro arrays per la selezione
e l'isolamento di enzimi mutati con le caratteristiche volute per il loro utilizzo in produzioni industriali ,
fermentatori di 10 e 50 litri per la produzione dei mutanti, FPLC analitici e preparativi per la
purificazione degli enzimi, sequenziatori automatici di proteine, spettrometri di massa per la
sequenza e caratterizzazione delle mutazioni, spettrofotometri, spettropolarimetri e
spettrofluorimetri per la caratterizzazione degli enzimi , un sistema di plasmon resonance per lo
studio delle interazioni tra ligando e macromolecola , tra proteine tra di loro e tra proteine e acidi
nucleici. Esiste un sistema per I'acquisizione di immagini e lo studio a livello preventivo dell'effetto
delle mutazioni sulla conformazione di un enzima. Inoltre € possibile determinare i metalli presenti
negli enzimi mediante assorbimento atomico.

Utilizzo di sistemi procariotici per la progettazione di strutture proteiche e di acidi nucleici
adatti alla formulazione di nuovi tipi di vaccini

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DE BERARDINIS PIERGIUSEPPE

Risultati conseguiti

| risultati attesi sono stati conseguiti e sono stati oggetto di pubblicazioni, comunicazioni a congressi
rendiconti scientifici. E' stata valutata l'immunogenicita dei nuovi costrutti basati su batteriofagi
filamentosi e sullo scaffold proteico formato dalla proteina E2 del complesso PDH di B.
stearothermophilus. E' proseguita la caratterizzazione del peptide kissper, isolato da frutto di kiwi.

Pubblicazioni su riviste internazionali :
- Sartorius R., et al. (2008). Journal of Immunology 180(6) : 3719-28



- Ciardiello M.A., et al. (2008). Proteins 71(1) : 195-206
- Ciardiello M.A. , et al. (2008). J. Pept. Sci 14(6) : 742-54
- Tuppo L., et al . (2008). J Agric Food Chem 56: 3812-17

Brevetti :

" Proteine chimeriche capaci di formare particelle virus-like, che contengono sequenze peptidiche
del beta amiloide e la componente E2 della alfa chetoacido deidrogenasi di Geobacillus
stearothermophilus, utili per l'induzione di una risposta anticorpale contro il beta-amiloide, con una
prevalenza dell'isotipo IgG1 rispetto all'isotipo IgG2a".

Estensione all'estero. Caso CNR 1878

Finanziamenti :

"Novel antigen display system to present multiple antigens as HIV vaccines". Durata 2007-2012
Finanziatore: National Institute of Health (NIH, USA).

" Costituzione di un laboratorio dedicato all'analisi delle interazioni ligando-recettore mediante
biochips di silicio". Durata 2005-2010. Finanziatore : M.U.R. FIRB progetto RBLAO33WJX.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac -
anno . oli linon in atti di Libri ; progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li . li
applicativa
2008 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

N. Haigwood, Seattle Biomedical Research Institute, USA, (EPR Straniero); G. Scala, Universita
della Magna Grecia, Catanzaro, (Universita ltaliana); F. Velotti Universita della Tuscia, Viterbo
(Universita ltaliana) G. Del Pozzo, Istituto di Genetica e Biofisica, Napoli, (CNR); A. Prisco, Istituto
di Genetica e Biofisica, Napoli, (CNR); A. Mari, Istituto Dermopatico dell'lmmacolata IDI-IRCCS,
Roma, (Privato);

Silvia Micelli, Facolta di Farmacia, Universita di Bari (Universita Italiana); Delia Picone, Facolta di
Scienze, Universita di Napoli, Federicoll (Universita Italiana)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

HPLC; FPLC; Ultracentrifuga; Centrifughe refrigerate; Citofluorimetro; Cappa a flusso laminare;
Incubatori termostati; PCR; real-time PCR; Spettrofotometri; Contatori radioattivita e luminescenza;
Cell harvester; spettrometro di massa SELDI-TOF; Dicroismo circolare; Sequenziatore di



aminoacidi.

Studio del Rapporto Struttura-Funzione e progettazione di Enzimi e Proteine

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MORACCI MARCO

Risultati conseguiti

L'attivita di ricerca svolta nell'anno 2008 ha prodotto i seguenti risultati: e' stato isolato il gene per
una nuova beta-galattosidasi dal batterio termoacidofilo Alyciclobacillus acidocaldarius (Aabeta-gal).
L'enzima ricombinante e' stato espresso con alta efficienza e caratterizzato in dettaglio. E' stato
messo a punto un protocollo per la modifica dello xiloglucano da semi di tamarindo ad opera della
Aabeta-gal per ottenere un polimero con nuove proprieta' reologiche. E' stata caratterizzata I'attivita'
transfucosidasica di un mutante dell'alfa-fucosidasi da S. solfataricus.

E' stata isolata e caratterizzata un'attivita cellulasica dall'archaeobatterio ipertermofilo Sulfolobus
solfataricus cresciuto in terreno minimo contenente xilano come unica fonte di carbonio. Sono state
allestite prove preliminari allo scopo di verificare I'efficienza dell'enzima individuato nell'idrolizzare la
cellulosa presente in residui agro-industriali. Inoltre, e' stata caratterizzata una cellulasi termofila da
A. acidocaldarius.

E' stato studiato in vivo il meccanismo di regolazione traduzionale "programmed -1 frameshifting" in
S. solfataricus analizzando colture cellulari in diversi terreni di coltura allo scopo di studiare,
mediante Western blot, la struttura quaternaria dell'alfa-fucosidasi che e' codificata da un gene con
schema di lettura interrotto.

E' stato effettuato uno studio delle caratteristiche strutturali del peptide kissper, purificato dal frutto
del kiwi verde, in soluzioni aventi differenti proprieta chimico-fisiche. E' stata purificata e
caratterizzata la pepsina A1 dallo stomaco dell'osteitto Trematomus bernachii ed e' stata svolta
l'analisi comparativa delle proprieta chimico-fisiche della pepsina A1 nativa con lisoenzima
ricombinante.

E' stata purificata e caratterizzata l'invertasi vacuolare da pomodoro. L'enzima, un monomero
glicosilato che risulta proteolizzato in planta, mostra alta attivita catalitica e degrada efficientemente
il saccarosio. Il modello molecolare costruito per omologia ha confermato che l'attivita enzimatica
possibile solo se i frammenti sono strettamente associati.

Nell'ambito della caratterizzazione dell'inibitore della PME (PMEI) di kiwi, studi di alchilazione hanno
rivelato che la proteina, al variare del pH, va incontro a uno scambio intramolecolare tiolo-disolfuro
in assenza di agenti riducenti e denaturanti.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati Disultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

MM Corsaro, Universita' di Napoli "Federico II" (Universita Italiana)

P. Mattana, Alfa-Wasserman s.r.l. Bologna (Privato)

P. Londei, Universita "Sapienza", Roma (Universita Italiana)

E. Mathur, Synthetic Genomics, Inc., La Jolla, CA (Privato)

O. Lecompte, CNRS, lllkirch Cedex, Francia (lIstituto di Ricerca straniero)
J. Engen, Northeastern University, Boston, MA, USA (Universita straniera)
A. Giovane, Seconda Universita di Napoli (Universita italiana)



G. Braccio, Centro di Ricerche Trisaia-ENEA (Istituto di Ricerca italiano)
L. Servillo, Seconda Universita di Napoli (Universita italiana)

D. Bellincampi , B. Reca, Universita "Sapienza", Roma (Universita Italiana)
T. Giardina, Univ. Aix- Marseille 3, France (Universita straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 5

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 5

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Spettrofotometri, spettrofluorimetri, spettrometri di massa, incubatori ad alte temperature,
centrifughe ed ultracentrifughe, sistemi per elettroforesi di proteine e acidi nucleici, termociclatori,
sonicatori, autoclavi, sistemi di purificazione ed analisi di proteine (FPLC) e carboidrati (HPLC e
HPAE-PAD), fermentatore 50 Lt., stazione Silicon Graphics.

Studi di idrolasi da fonti diverse e proteine vegetali: relazione struttura/funzione e possibili
applicazioni

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MANCO GIUSEPPE

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 nell'ambito di un progetto di ingegneria proteica mediante evoluzione guidata per
modificare attivita e specificita di fosfotriesterasi termostabili si & completata la caratterizzazione di
un primo gruppo di mutanti e un manoscritto € in preparazione. Sulla base delle strutture 3D risolte
e pubblicate nel 2008 sia di SsoPox wild type che di un complesso con un analogo di substrato, si &
prodotta una chimera con I'enzima mesofilo di P. diminuta (PTE) e un mutante del sito attivo di
SsoPox che € in corso di caratterizzazione. Sono stati condotti studi per valutare la stabilita in
detergenti, solventi e ossidanti in comparazione con la PTE e esperimenti su SacPox per
comprenderne il meccanismo catalitico. E' stato completato e pubblicato un primo lavoro sulla
interazione proteina-proteina dell'esterasi AES di E. coli e un secondo € in preparazione. E' stato
completato e pubblicato uno studio sul ruolo di un residuo del loop ossianionico nella esterasi EST2
di A. acidocaldarius. E' stata valutata I'attivita di SsoPox nei confronti del gas nervino Cyclosarin in
collaborazione con un gruppo tedesco. E' stata curata l'edizione di un numero speciale di Protein
and Peptide Letters contenente 11 minireviews su carbossilesterasi di cui tre dell'IBP.

E' stata effettuata la caratterizzazione strutturale della pectina metilesterasi (PME) da kiwi verde. E'



stato costruito il modello del complesso della PME di kiwi e del suo inibitore proteico, che chiarisce
le caratteristiche di alta affinita e dipendenza dal pH delliinterazione. E' stato purificato e
caratterizzato l'inibitore dell'invertasi ricombinante, da utilizzare per studi cinetici.

Sono state studiate le proprieta immunologiche e il processamento proteolitico, "in vivo" ed "in vitro",
della kiwellina da kiwi verde e da kiwi giallo. Sono state individuate attivita cellulasiche termostabili
nel batterio termofilo Alicyclobacillus acidocaldarius, quando questo & cresciuto in terreno
contenente carbossimetilcellulosa. Una di queste attivita & stata purificata e caratterizzata.

Sonde di cDNA relative ai prodotti genici identificati in Citrus in seguito ad infezione con viroide CVd-
lll sono state usate in esperimenti di ibridazione molecolare (Reverse Northern dot-blot) con RNA
estratto da campioni fogliari di Citrus infetti € non con virus CTV. Alcuni geni sono risultati essere
regolati in maniera diversa dai due agenti patogeni suggerendo che essi agiscono secondo
meccanismi patogenetici diversi.

Punti critici

La prevista analisi del proteoma di S. solfataricus a seguito di stress da paraoxon ha subito un
blocco a causa della non disponibilita dello spettrometro di massa nella configurazione high-
throughtput cui era stata inizialmente destinata.

E' auspicabile I'acquisizione di finanziamenti da parte dell'Ente realmente destinabili all'attivita di
ricerca, nonché la stabilizzazione di personale precario.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoll Rapport Risultati valorizzazi = Abstrac Attivita
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 9 1 0 0 0 0 0 2 0

Principali collaborazioni

E. Chabriere, Université de la Mediterraneé (Francia); Studi strutturali di fosfoesterasi.

P. Masson, Centre de Recherches du Service de Sante des Armees (Francia); Studi strutturali di
fosfoesterasi e saggi con gas nervini.

Yan Feng, Jilin University, (Cina); Studi su idrolisi termostabili.

C. Pedone e G. De Simone, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini-CNR; Studi su strutture di
carbossilesterasi.

P. Del Vecchio, G. Barone, Universita di Napoli Federico Il; Studi su termodinamica di
carbossilesterasi.

S. Di Gennaro, Metapontum Agrobios. Determinazione di metalli su fosfoesterasi.

Prof. Fabrizio Gentile, Universita degli Studi del Molise. Studi su tireoglobulina.

Prof.ssa Marina Piscopo, Universita degli Studi di Napoli,; Studi su interazione protammina-DNA.

A. Mari, Centro di Allergologia Clinica e Sperimentale, IDI-IRCCS, Roma. Proprieta immunologiche
della kiwellina.

C. Harwanegg, VBC-Genomics Bioscience Research GmbH, Vienna, Austria. Proprieta
immunologiche della kiwellina.

C. Damiano, Istituto Sperimentale per la Frutticoltura, Caserta. Proteine e allergeni della frutta.

D. Picone, Dipartimento di Chimica, Universita Federico Il, Napoli. Studi NMR e CD.

D. Bellincampi, Universita La Sapienza, Roma; Studi su PME e Inibitori, Invertasi e inibitore.

A. Giovane, L. Servillo, Seconda Universita, Napoli. Studi su PME e Inibitori.

T. Giardina, Univ. Aix- Marseille 3, France. Studi su Invertasi e inibitore.

A. Catara e S. Rizza, Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia, Universita di Catania; Studi su
infezione con viroide CVd-lIl.

F. Worek, Bundeswehr Institute of Pharmacology and Toxicology, Germany; attivita delle
fosfotriesterasi termostabili su gas nervini reali.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010



personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 7

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

FPLC, HPLC, spettrofotometri, spettrometri di massa, sistemi elettroforetici, incubatori per basse ed
alte temperature, centrifuga ed ultracentrifuga, sonicatore, autoclave, Silicon Graphics, robot,
titolatore di pH, CD, termociclatori, phosphorimager, beta-counter, UV-crosslinker

Basi molecolari dell'adattamento di cellule e proteine alle condizioni estreme: aspetti
applicativi

Progetto: Meccanismi di adattamento a stress e biodiversita
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: CIARAMELLA MARIA

Risultati conseguiti

a) Enzimi e proteine termofili:

Esterasi/fosfotriesterasi. Lo studio dei determinanti della stabilita termica di questa classe di enzimi
ha avuto un buon impulso dalla risoluzione della struttura della fosfotriesterasi di Sulfolobus
solfataricus (SsoPox) pubblicata nel corso dell'anno 2008. Studi termodinamici sono ancora in
corso ed € in preparazione un lavoro specifico sulla stabilta. La cristalizzazione della
fosfotriesterasi di Sulfolobus acidocaldatius SacPox invece non € stata ancora ottenuta, ma in
questo caso sono stati determinati i metalli presenti nella proteina nativa e nella forma apo a cui &
stato aggiunto il metallo. E stato overespresso, purificato e parzialmente caratterizzato un enzima
fosfotriesterasi-simile dal batterio del suolo Rizobium loti, che ha la peculiarita di presentare una
prominente attivita carbossilesterasica. Il manoscritto corrispondente é attualmente sottomesso per
la pubblicazione.

Deidrogenasi/riduttasi Il gene di una putativa deidrogenasi/riduttasi identificato nel genoma del
batterio termofilo Thermus thermophilus HB27 & stato clonato ed espresso in E. coli. Le proprieta
biochimiche, strutturali e stereoselettive dell'enzima purificato e le potenzialita applicative nella
biosintesi organica asimmetrica in scala analitica sono state studiate e pubblicate su una rivista
internazionale, presentate a due congressi internazionali e formulate in un brevetto nazionale. Le
strutture atomiche dei mutanti Trp96Leu e Trp95Leu/Asn249Tyr della alcool deidrogenasi (ADH) di
S. solfataricus sono state ottenute con una risoluzione di 3 e 2 A, rispettivamente. | dati di cinetica
enzimatica e di spettroscopia di fluorescenza dei due enzimi mutanti sono stati confrontati con quelli
dell'lenzima wild type e interpretati sulla base delle tre strutture tridimensionali. | risultati sono stati
raccolti in un articolo in corso di stesura definitiva.

Girasi inversa (RG). La RG é la sola DNA topoisomerasi capace di introdurre superavvolgimenti
positivi nel DNA, ed € anche l'unica proteina specifica degli organismi termofili finora identificata. La
RG & composta da un modulo topoisomerasico di tipo IA fuso ad un dominio simile alle elicasi. Le



topoisomerasi e le elicasi sono enzimi essenziali coinvolti in tutte le attivita del DNA e nella
conservazione della struttura e dell'integrita del genoma; la loro inattivazione ha effetti drammatici
sulle funzioni cellulari e causa gravi malattie umane. Inoltre, entrambe le classi di enzimi sono
bersaglio di farmaci antiproliferativi. La RG di Sulfolobus solfataricus & stata over-espressa in
Escherichia coli e purificata alllomogeneita. Sono stati prodotti e caratterizzati due mutanti di
delezione, codificanti per i domini C-terminale (topoisomerasi) e N-terminale (ATPasi) ed un
mutante nel sito di legame all'ATP, che hanno consentito di studiare in dettaglio le differenti attivita
dell'enzima (ATPasi, legame al DNA, taglio del DNA, rilassamento del DNA, superavvolgimento
positivo). Sono state analizzate e le interazioni fisiche e funzionali tra i due domini della RG. |
risultati sono stati pubblicati su una rivista internazionale e oggetto di una presentazione su invito ad
un congresso internazionale.

b) Risposta allo stress:

Infezione da fitoplasmi. Sono stati confrontati i patterns di espressione genica del pero e del
sistema modello costituito da pervinca in seguito ad infezione con il fitoplasma 'Candidatus
Phytoplasma pyri' responsabile della moria del pero (Pear Decline). E' stato evidenziato un effetto
che risulta essere specie-specifico. | risultati sono stati pubblicati nel corso dell'anno. E' stato
messo a punto un protocollo di estrazione e frazionamento delle proteine da foglie di pero, infettate
e non con fitoplasma, in modo da ottenere miscele proteiche compatibili con le tecnologie usate
nelle indagini di tipo proteomico.

Risposta alla predazione. Nelle diatomee marine come Thalassiosira rotula il danno cellulare attiva
un meccanismo per la produzione di ossilipine, composti che provocano effetti negativi sulla
riproduzione dei copepodi, organismi componenti del plancton marino e che si nutrono
principalmente di diatomee. Da alcuni anni studiamo una delle attivita enzimatiche responsabili della
produzione di ossilipine, la galattolipasi. Questo enzima €& stato in precedenza purificato e
caratterizzato e i residui N-terminali identificati mediante sequenziamento per spettrometria di
massa. Il sequenziamento delliintera proteina, previsto per il 2008, non & stato completato per
mancanza di fondi e di personale addetto.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

F. Secundo, Istituto di Chimica e del Riconoscimento Molecolare, CNR Milano EPR Italiano
L. Esposito, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, CNR, Napoli EPR ltaliano

P. Forterre Institut Pasteur France EPR Straniero

M Nadal Université Paris-Sud France Universita straniera

E. Chabriere, Université de la Mediterraneé (Francia);

P. Masson, Centre de Recherches du Service de Sante des Armees (Francia);
Yan Feng, Jilin University, (Cina);

C. Pedone e G. De Simone, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini-CNR (ltalia);

P Del Vecchio, G. Barone, Universita di Napoli Federico Il (ltalia);

S. Di Gennaro, Metapontum Agrobios.

L. Carraro, Dip. Biologia Applicata Difesa Piante, Univ. di Udine (Universita italiana)
A. Bertaccini, Dip. Patologia Vegetale, Univ. di Bologna (Universita italiana)

M. Pastore, Centro Ricerche in Agricoltura, Caserta (EPR ltaliano)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 4



Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 4

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Spettrofotometri e spettrofluorimetri con portacelle termocontrollati, spettropolarimetri, apparati
cromatografici FPLC, termociclatori, fermentatori e incubatori ad alta e bassa temperatura,
centrifughe, ultracentrifughe, camere per elettroforesi, Real-time PCR, phosphoimager, beta-
counters, cappe a flusso laminare, elettroporatori, ChemiDoc, French Press, BiaCore, Gas
Cromatografo, spettrometri di massa, Silicon Graphics, robot, titolatore di Ph, UV-crosslinker

Studio dei processi cellulari in estremofili

Progetto: Meccanismi di adattamento a stress e biodiversita
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: PISANI FRANCESCA MARIA

Risultati conseguiti

1. Caratterizzazione strutturale e funzionale di fattori della replicazione del DNA. La organizzazione
modulare della proteina MCM di Sulfolobus solfataricus (Sso MCM) é stata studiata mediante
esperimenti di proteolisi limitata e caratterizzazione biochimica di forme tronche della proteina.
Questa analisi ha rivelato che il modulo C-terminale (residui 269-686), che comprende i motivi di
sequenze tipici delle ATPasi (dominio AAA+), ha sia attivita ATPasica che DNA elicasica, mentre il
modulo N-terminale (residui 1-268) conserva solo la capacita di legare il DNA. In collaborazione con
il laboratorio del Prof. R. Ladenstein (Karolinska Institute, Sweden) & stata determinata la struttura
cristallografica ai raggi X del modulo N-terminale di Sso MCM ad una risoluzione di 2.8 A. Questa
analisi ha rivelato una architettura ad anello esamerico, differente dalla organizzazione a doppio-
esamero riscontrata per il corrispondente dominio N-terminale della proteina MCM di
Methanothermobacter thermoautotrophicus (Mth). Inoltre, il canale centrale dell'anello esamerico &
piu stretto rispetto alla controparte di Mth MCM e, quindi, sembra accogliere al suo interno
agevolmente solo molecole di DNA a filamento singolo. Questo risultato € coerente con il legame
preferenziale della proteina a molecole di acidi nucleici a filamento singolo osservato in esperimenti
di band shift. Tale analisi strutturale, combinata con studi di mutagenesi sito-specifica, ci ha
consentito di ipotizzare che il modulo N-terminale di Sso MCM possa funzionare come una sorta di
"pinza molecolare" sul DNA a singolo filamento che attraversa il canale centrale dell'anello
esamerico.

2. Studio dei meccanismi di regolazione trascrizionale dipendente da danni al DNA in Sulfolobus
solfataricus. La analisi delle sequenze a monte di geni regolati da UV e dall'agente alchilante MMS
ha rivelato la presenza di un motivo conservato, da noi chiamato RPE (Repair Promoter Element).
In saggi di DNA band shift condotti su estratti cellulari, 'RPE lega specificamente fattori proteici.
Utilizzando proteine purificate ed i relativi anticorpi, abbiamo dimostrato che i complessi leganti
I'RPE contengono la girasi inversa (RG), una topoisomerasi specifica dei microorganismi termofili,
e la single-strand binding protein SSB. RG ed SSB purificate formano un super-complesso
sull'RPE. Per verificare che i complessi osservati in vitro esistano in vivo, abbiamo messo a punto



protocolli per la Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) di S. solfataricus associata a PCR
quantitativa (Real Time). Utilizzando tale tecnica abbiamo analizzato la distribuzione in vivo della
RG e della SSB in vari loci e in regioni codificanti, regolative e intergeniche. Entrambe le proteine
sono risultate presenti su tutte le sequenze analizzate, ma, al contrario della SSB, la cui attivita di
legame rimane invariata, il legame della RG aumenta significativamente in seguito ad esposizione
ad UV. Tali risultati sono in accordo con l'ipotesi che la RG venga reclutata sul DNA, come da noi
dimostrato in precedenza.

3. Analisi in vivo del meccanismo di -1 frame-shifting ribosomale in Sulfolobus solfataricus. Il -1
frame-shifting ribosomale programmato & stato studiato in vivo in S. solfataricus. Allo scopo di
chiarire il meccanismo di espressione di alcuni dei geni interrotti identificati in S. solfataricus, le open
reading frames codificanti per una ipotetica O-sialoglicoproteina-endopeptidasi (SSO0433 e
SS00434) sono state clonate ed espresse in E. coli. Il meccanismo di espressione dei geni suddetti
¢ stato studiato mediante esperimenti di Western Blot.

4. Studio di virus ed elementi extra-cromosomali di Sulfolobus. Sono state clonate ed espresse in E.
coli le open reading frames virali denominate ORF154 e ORF288 del virus satellite pSSVx. Le
corrispondenti proteine hanno omologhi soltanto in altri virus archaeali ed eucariotici, quali i
Poxvirus e Vaccinia virus, dove svolgono una funzione di compattamento del genoma virale per
l'assemblaggio dei virioni maturi. Si € dimostrato che le due proteine ricombinanti interagiscono in
rapporto equimolecolare in vitro e formano altresi complessi multimerici. La proteina codificata
dall'ORF288, come i suoi omologhi eucariotici, mostra attivita di idrolisi di ATP e GTP. La proteina
codificata dall'lORF154 sembra invece avere un ruolo di partner modulatore. E' stato dimostrato che
la proteina ricombinante codificata dal'lORF288 lega ii DNA mediante l'isolamento di complessi
proteina/DNA in vivo da cellule di S. islandicus con I'utilizzo di anticorpi specifci.

Inoltre, sono stati costruiti nuovi vettori basati sul pPSSVx e su marcatori genetici specifici (geni pyrE
e pyrF) che garantiscono la biosintesi di pirimidine in ceppi mutanti di Sulfolobus in cui i due geni
suddetti sono stati eliminati.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

R. Ladenstein, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden (EPR Straniero)

P. Forterre, Institut Pasteur, Paris, France (EPR Straniero)

M. Nadal, Université Paris-Sud, Paris, France (Universita straniera)

P. Londei, Universita La Sapienza di Roma, Roma, ltalia (Universita Italiana)

E. Mathur, Synthetic Genomics, Inc., La Jolla, CA, USA (Privato)

O. Lecompte, CNRS, lllkirch Cedex, Francia (EPR straniero)

P. Contursi, Universita di Napoli Federico Il, Napoli, Italia (Universita Italiana)

Q. She, University of Copenaghen, Copenaghen, Denmark (Universita Straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 5

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
3 5



Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Spettrofotometri e spettrofluorimetri con portacelle termocontrollati, FPLC, termociclatori,
fermentatori e incubatori ad alta e bassa temperatura, centrifughe, ultracentrifughe, camere per
elettroforesi, Real-time PCR, phosphoimager, beta-counters, cappe a flusso laminare,
elettroporatori, ChemiDoc, French Press, BiaCore.

La vita e gli adattamenti negli ambienti polari

Progetto: Cambiamenti globali
Dipartimento: Terra e Ambiente
Responsabile: VERDE VINCENZA

Risultati conseguiti

Tematica: struttura e funzione di emoglobine isolate da organismi marini polari

A) Struttura e funzione delle emoglobine appartenenti alla famiglia Bovichtidae.

B) Isolamento, purificazione e caratterizzazione delle emoglobine del pesce artico Lycodes
reticulatus.

C) Caratterizzazione spettroscopica della emoglobina del batterio Antartico P. haloplanktis.

D) Struttura 3D di forme miste di emoglobine Antartiche, isolate lungo il percorso di auto-
ossidazione, con struttura quaternaria intermedia tra quelle classiche "Tense" e "Relaxed", e delle
forme ferrose.

E) Costruzione di un sistema efficiente per I'espressione genica di mutanti dell'emoglobina dello
psicrofilo antartico P. haloplanktis.

F) Studio della reattivita con gas esogeni e con metaboliti mediante tecniche spettroscopiche
all'equilibrio e transienti. Stabilita e meccanismo di "folding/unfolding" in paragone con altre
emoglobine batteriche e con emoproteine da organismi eucariotici.

G) Clonaggio del gene della neuroglobina da Nototenioidei Antartici

Tematica: struttura e funzione di enzimi isolati da organismi marini polari

A) La lipasi PhTAC125 Lip1 & stata clonata ed espressa in P. haloplantkis TAC125, ed & stata
ultimata la sua caratterizzazione.

E' stato ottenuto lo screening delle proteasi secrete nel mezzo di coltura dal batterio antartico P.
haloplantkis TAC125 che ha portato all'identificazione di sette sequenze codificanti per enzimi ad
attivita proteolitica; tra questi, la sequenza genica codificante per la proteasi di secrezione
PSHAa2915 ¢ stata clonata ed espressa in P. haloplantkis TAC125 ed in E. coli.

E' stato ottenuto il clonaggio del gene codificante per un "Hormone Sensitive Lipasi-like protein" dal
batterio psicrotollerante antartico Psychrobacter sp. TA144.

B) Analisi comparativa delle proprieta chimico-fisiche della pepsina A1 nativa con lisoenzima
ricombinante

Tematica: struttura e funzione di geni di organismi marini polari

A) Mediante analisi approfondita delle catene leggere dellimmunoglobulina di T. bernacchii sono
stati identificati tre isotipi, presenti in libreria genomica. Modelli molecolari hanno mostrato specificita
strutturali tra i diversi isotipi.

B) E' stata studiata l'associazione delle regioni della catena pesante delle immunoglobuline del



teleosteo antartico Chionodraco hamatus che attraversano la membrana cellulare. Modelli strutturali
dell'omodimero sono stati ottenuti svolgendo simulazioni di Dinamica Molecolare in doppio strato
lipidico. Sono stati cosi caratterizzati i residui responsabili dell'interazione e di conseguenza della
stabilita e funzionalita di questa importantissima molecola.

C) Individuati nel genoma dello squalo temperato Callorhinchus milii geni globinici. E' in corso l'analisi
della loro struttura ed il confronto con i geni della razza antartica Bathyraja eatonii.

Clonati frammenti appartenenti a due elementi trasponibilida C. hamatus e da T. bernacchii.

Analisi di cDNA di Euplotes focardii a confronto con le banche dati geniche.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri i progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 17 1 0 2 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Tematica: struttura e funzione di emoglobine isolate da organismi marini polari
Prof. H.W. Detrich, Northeastern Univ, Boston, USA

Prof. J. Eastman, Ohio Univ, Athens, USA

Prof. M. Marden, INSERM, Paris, France

Prof. G. Hui Bon Hoa, INSERM, Paris, France

Prof. G. Lecointre, Museum National d'Histoire Naturelle, Paris, France
Prof. L. Moens, Univ Antwerp, Belgium

Prof. L. Bargelloni, Univ Padova, ltaly

Prof. B. Giardina, Univ Cattolica Sacro Cuore, Roma, ltaly

Prof. G. Smulevich, Univ Firenze, Italy

Prof. L. Mazzarella, Univ Napoli Federico I, Italy

Prof. G. Marino, Univ Napoli Federico I, Italy

Prof. G. Barone, Univ Napoli Federico I, Italy

Prof. M. Bolognesi, Univ Milano, ltaly

Prof. J. Friedman, A Einstein Coll of Med, New York, USA

Prof. J. Peisach, A Einstein Coll of Med, New York, USA

Prof. J. Tame, Yokohama Univ, Japan;

Dr. M. Berenbrink, Univ Liverpool, UK.

Tematica: struttura e funzione di enzimi isolati da organismi marini polari

Prof.ssa Luisa Tutino e Dott.ssa Ermenegilda Parrilli, Dipartimento di Chimica Organica e
Biochimica , Universita di Napoli Federico I, Italy

Dott. Luigi Mandrich, IBP, CNR, Napoli, Italy

Prof. J R. Engen, Northeastern Univ, Boston, USA

Tematica: struttura e funzione di geni di organismi marini polari
Dr. Paolo Bergamo, ISA, CNR , Avellino,

Dr. Marco Balestrieri, IBP, CNR, Napoli, Italy

Prof. L. Mazzarella, Univ Napoli Federico I, Italy

Prof. L. Abelli, Univ Ferrara. ltaly

Prof. C. Motta, Univ Napoli Federico I, ltaly

Prof. E. Pisano, Univ Genova, ltalia

Prof. L. Bargelloni, Univ Padova, Italy

Prof. MF Flajnik, Univ Maryland, Baltimore, USA

Prof. TJ. Near,Yale University, New Haven, USA

Risorse umane



Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 10

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 9

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
1 0 0 1 0 1 1 4

Principali risorse strumentali utilizzate

| risultati ottenuti sono stati acquisiti utilizzando competenze di biochimica, biologia cellulare, biologia
molecolare, microbiologia, cristallografia, spettroscopia, filogenesi molecolare, fisiologia,
modellistica molecolare.

La purificazione delle proteine di interesse € avvenuta mediante tecniche biochimiche

classiche; la caratterizzazione strutturale e funzionale di proteine &€ avvenuta mediante diverse
tecniche spettrometriche e spettroscopiche (ad esempio, MALDI-MS, LC-ES/MS/MS, spettroscopia
UV-visible, fluorescenza, dicroismo circolare, Laser flash fotolisi e stopped flow, EPR,
spettroscopia Raman, etc.); per la cristallografia ad alta risoluzione, la registrazione dei dati di
diffrazione & avvenuta mediante generatore ad anodo rotante; misure ad alta risoluzione dei dati di
diffrazione mediante la "luce di sincrotrone"; creazione di modelli molecolari mediante "Silicon
Graphics workstation". Il clonaggio dei geni di interesse e la produzione di proteine ricombinanti &
avvenuta mediante tecniche classiche di biologia molecolare.

Attivita Moduli

DR. D'AURIA: Progettazione e Sviluppo di Biochip per la Sicurezza Alimentare e Salute
Umana

Commessa: Progettazione e Sviluppo di Biochip per la Sicurezza Alimentare e Salute
Umana

Progetto: Sicurezza, qualita alimentare e salute

Dipartimento: Agroalimentare

Responsabile: D'AURIA SABATO

Risultati conseguiti

Gli obiettivi programmati sono stati pienamente conseguiti. E' stato sviluppato un nuovo saggio
fluorescente per la determinazione di aflatossine in alimenti; e' stato sviluppata una metodologia per
la determinazione di glutine in alimenti destinati all'alimentazione di pazienti celiaci. Inoltre, & stata
sviluppata una metodologia per la realizzazione di innovativi "lab-on-chip" basati sull'uso di argento
nanostrutturato. Sono state prodotti mutanti specifici di proteine che legano molecole odoranti e
sono state progettati nuovi biosensori per composti di interesse ambientale. E' stato prodotta una
esterasi mutante che consente lo studio molecolare-dinamico della struttura proteica mediante
fluorescenza e fosforescenza.



Le biomolecole sopramenzionate sono state caratterizzate mediante dicroismo circolare,
fluorescenza dinamica, fosforescenza e spettroscopia all'infrarosso. Inolire, € stata eseguita
un'analisi genotipica a livello molecolare per il riconoscimento tassonomico di specie microbiche.

| risultati ottenuti sono stati oggetto di pubblicazioni su riviste internazionali e comunicazioni orali a
congressi nazionali ed internazionali.

E' iniziata una collaborazione, ufficializzata con un contratto di ricerca, con il Centro Italiano di
Ricerca Aerospaziale (CIRA) di Capua (CE) per lo sviluppo di nuovi biosensori di interesse
ambientale.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri i progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 20 2 0 2 0 0 0 3 0

Principali collaborazioni

Lo sviluppo di nuove metodologie analitiche &€ un processo che coinvolge competenze in settori
anche apparentemente distanti (elettronica, informatica, biologia, chimica, fisica, biofisica, industrie)
e l'attivita della commessa prevista per il 2009 coinvolgera numerose collaborazioni internazionali
gia finanziate da progetti approvati: Universita' di Praga (Universita' straniera), University of Texas,
(Universita' straniera), ISS, USA (Industria straniera), Accademia Scienze Russia, San Pietroburgo
(EPR straniero), Universita' di Sofia, Bulgaria (Universita' straniera), Istituto di Biofisica, CNR, Pisa
(EPR italiano), Universita' di Milano (Universita' italiana), Istituto di Biologia e Biotecnhologie Agrarie,
CNR, Milano (EPR italiano), Universita' di Napoli (Universita' italiana), 1IGB, CNR, Napoli (EPR
italiano), ISA, CNR Avellino (EPR italiano), IBB, CNR, Napoli (EPR italiano); Universita' di Nagoya,
Giappone (Universita' straniera); ICIB - CNR (EPR italiano); University of Laval, Quebec, Canada
(Universita' straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 6

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 6

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
.. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

DR. PELUSO: Nanotecnologie applicate alla terapia genica e cellulare

Commessa: Nanotecnologie applicate alla terapia genica e cellulare

Progetto: Sistemi polimerici nanostrutturati, multicomponente e membrane per
applicazioni funzionali e strutturali

Dipartimento: Progettazione Molecolare



Responsabile: PELUSO GIANFRANCO

Risultati conseguiti

Lo studio sui vettori non virali per la terapia genica ha permesso la realizzazione di diversi sistemi di
rilascio di DNA basati sullimpiego di una vasta gamma di polimeri biocompatibili, aventi strutture e
proprieta chimico-fisiche differenti. La sintesi da noi attuata di polimeri policationici enzimaticamente
modificati ha permesso non solo di ottenere un miglioramento sul controllo del rilascio di DNA
plasmidico in termini di "tempo" (cessione ritardata, protratta, o pulsante) ma anche di direzionare il
principio attivo verso specifici stipiti cellulari. Il "targeting" cellulare € stato ottenuto modificando, per
via enzimatica, il polimero di partenza con l'aggiunta di residui di galattosio alla catena polimerica. |
fattori che esercitano I'azione di controllo sul rilascio e sulla velocita di diffusione del DNA legato all'
idrogel sono stati studiati e caratterizzati sia in presenza di acqua che di liquidi biologici a differenti
pH. Inoltre, & stata anche valutata la stabilita nel tempo del DNA libero e legato al polimero.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li L. li
applicativa
2008 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Il progetto prevede collaborazioni tra laboratori italiani e stranieri.

In particolare, lo studio & rafforzato da una rete di collaborazioni con ricercatori di istituzioni
prestigiose quali il prof. A.Cigada del Politecnico di Milano, il prof. R. De Maria dell'lstituto Superiore
di Sanita, il prof. A. Montenero dell'Universita di Parma, il dr. A. Levi, Istituto di Neurobiologia, CNR-
Roma; il prof. C. Franceschi dell'Universita di Bologna, la prof. ML Del Basso De Caro, Dip.
Patologia, Facolta di Medicina, Universita degli Studi "Federico II"-Napoli; il dr. R. Pallini, Dip. di
Neurochirurgia- Universita Cattolica —Roma; il prof. N. Caporaso, Facolta di Medicina, Universita
degli Studi "Federico II"-Napoli; il prof. Nicola Torelli, University of Mancster-UK; il prof. R. Barbucci,
Facolta di Chimica, Universita di Siena; il Prof. S. Di Mauro Della Columbia University New York, il
prof. J. Blass della Cornell University, New York.

Inoltre, gli studi effettuati nellambito di questa commessa hanno gia previsto una possibile
finalizzazione dei risultati ottenuti attraverso l'istituzione di cooperazioni con le industrie del settore
quali Biosint, Aventis, Sigma-tau, Schering—Plough.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato
Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. - specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
.. do visitatore
di ricerca

0 0 0 0 0 0 0 0



PROF. M. ROSSI: Applicazioni innovative di enzimi e biotrasformazioni

Commessa: Applicazioni innovative di enzimi e biotrasformazioni

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: ROSSI MOSE'

Risultati conseguiti

Gli obiettivi programmati sono stati pienamente conseguiti. Sono stati isolati e caratterizzati nuovi
enzimi, anche da microrganismi che vivono in condizioni estreme, e sono stati effettuati studi per
utilizzare queste nuove attivita in biotrasformazioni da impiegare in chimica fine, farmaceutica,
diagnostica e nel comparto agro alimentare. Sono state inoltre sviluppate metodologie analitiche
innovative di elevata sensibilita. Tali attivita sono evidenziate dalla ottima produzione scientifica,
dalla collaborazione con industrie a livello nazionale e industrie locali e dalla notevole formazione
effettuata in collaborazione con I'Universita. In questo periodo il Responsabile della commessa &
stato il rappresentante del CNR nel Centro di Competenze in Biotecnologie Industriali della Regione
Campania (BioTekNet) ; si &€ anche concluso il progetto del Consorzio TEC- BIO con Tecnofarmaci
di cui era il responsabile scientifico,e sono stati attivati rapporti con varie industrie per lo sviluppo di
enzimi con nuove proprieta di interesse industriale. Sono stati ottenuti eccellenti risultati € un
prototipo di strumento nell'ambito del progetto MoMa finanziato dall'Agenzia Spaziale Italiana sulla
ricerca spaziale applicata al miglioramento della qualita della vita. Sono in atto collaborazioni di
interesse industriale con la ACS Dobfar, una multinazionale del farmaco, e una piccola azienda
biotecnologia la CPC Biotech per la produzione e commercializzazione di nuovi enzimi. Sono stati
intensi gli scambi per progetti con industrie locali in vari campi mettendo a disposizione il know how
acquisito nella Commessa.

A livello internazionale il responsabile €& stato nel comitato organizzatore del Congresso
internazionale Extremophiles 2008 tenuto in Sud africa a settembre 2008 ed & stato anche un
invited speaker del Congresso relazionando sui meccanismi biomolecolari della inibizione di
proteasi con nuovi tipi di specifici inibitori proteici,. Questa ricerca € anche in linea col Progetto sulla
Biodiversita del Dipartimento di Scienze della vita.

Nel campo degli Enzimi del metabolismo dei carboidrati e' stata over-espressa e caratterizzata una
nuova beta-galattosidasi dal batterio Alyciclobacillus acidocaldarius (Aa beta-gal) e utilizzata per
ottenere un polimero con nuove proprieta' reologiche dallo xiloglucano. Sono state caratterizzate
cellulasi dall'archaeobatterio ipertermofilo Sulfolobus solfataricus e da A. acidocaldarius. E' stata
caratterizzata I'attivita' transfucosidasica di un mutante dell'alfa-fucosidasi di S. solfataricus.

Nel campo dello studio sulle deidrogenasi, una deidrogenasi/riduttasi dal batterio Thermus
thermophilus € stata over-prodotta e ne sono state studiate le proprieta strutturali e stereoselettive
e l'applicazione nella biosintesi organica asimmetrica. Sono state ottenute le strutture 3D di due
mutanti dellADH di S. solfataricus, che hanno permesso di interpretare le loro caratteristiche
cinetiche. Notevoli risultati sono stai anche ottenuti nel campo delle esterasi.

E' stata caratterizzata la Oligopeptide-binding protein (OppA) di S. solfataricus, sia in forma nativa
che ricombinante. E' stata determinata la sua affinita di legame per due ormoni peptidici,
bradichinina e xenopsina. E' stata caratterizzata una nuova proteasi da S. solfataricus e un inibitore
di serin-proteasi in grado di inibire la chimotripsina e l'elastasi. Sono state messe a punto le
condizioni operative per proteasi della matrice extracellulare (collagenasi, elastasi, cheratinasi) da
utilizzare nei processi di ingegnerizzazione dei pellami.

Una putativa CPC dal batterio Geobacillus thermodenitrificans & stata purificata e caratterizzata.
L'enzima mostra bassa capacita di trasformazione della Cefalosporina C in ACA ma una elevata
attivita gamma-glutamiltrasferasica.

Per i progetti miranti alla produzione di bioetanolo di seconda generazione & stata portata a termine
la caratterizzazione di una cellulasi termofila da A.acidoaldarius ed € stato clonato in Klaviromices
lactis il gene della cellulasi Ss02554 di S.solfataricus.

Il personale della commessa € stato coinvolto nell'organizzazione di un servizio di preoteomica



nell'ambito del Consorzio BiotekNet che ha affidato al responsabile della commessa la gestione
degli strumenti acquistati con le risorse di BioTekNet.

Nel 2008 l'attivita e stata divisa tra organizzazione ed avviamento del servizio interno di
spettrometria di massa e proteomica ed attivita scientifica. L'attivita di ricerca € stata indirizzata nel
campo della proteomica sulle applicazioni di metodi innovativi, come la 2D-nano-HPLC-ESI-MS/MS
ed il SELDI TOF-MS, per la caratterizzazione dei sub-proteoma di organismi estremofili e per gli
studi delle modifiche post-traduzionali delle proteine in collaborazione a vari gruppi dell'lBP, e
dell'Area di Ricerca e collaborazioni internazionali.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoli Rapport Risultati valorizzazi Abstrac Attivita
anno . oli linon in atti di Libri PP progettua editoria
i . one t .
I1SI I1SI Convegno li L. li
applicativa
2008 1 17 0 0 0 0 0 0 2 0

Principali collaborazioni

A Boffi, Universita La Sapienza Roma ( Universita Italiana)

G.Braccio ENEA Centro di Ricerche Trisaia (EPR Italiano)

M.Saviano e C.Pedone Istituto di Biostrutture Bioimmagini CNR Napoli (EPR ltaliano)
P Netti, Centro di Ricerche Interdipartimentale Biomateriali Napoli (Universita Italiana)
E.Chiancone, Istituto di Biologia e Patologia molecolari CNR Roam (EPR ltaliano)

S. Bartolucci Universita Federico Il Napoli ( Universita Italiana)

F. Arenghi CPC Biotec e ACS DOFAR spa Milano ( Industria)

G.Pocsfalvi Istituto Alimentazione CNR Avellino (EPR Italiano)

G Antranikian Technological University Hamburg ( Universita straniera)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

DR. DE BERARDINIS: SV.P03.006

Commessa: Utilizzo di sistemi procariotici per la progettazione di strutture proteiche e di
acidi nucleici adatti alla formulazione di nuovi tipi di vaccini

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DE BERARDINIS PIERGIUSEPPE



Risultati conseguiti

| risultati attesi sono stati conseguiti e sono stati oggetto di pubblicazioni, comunicazioni a congressi
rendiconti scientifici. E' stata valutata l'immunogenicita dei nuovi costrutti basati su batteriofagi
filamentosi e sullo scaffold proteico formato dalla proteina E2 del complesso PDH di B.
stearothermophilus. E' proseguita la caratterizzazione del peptide kissper, isolato da frutto di kiwi.

Pubblicazioni su riviste internazionali :

- Sartorius R., et al. (2008). Journal of Immunology 180(6) : 3719-28
- Ciardiello M.A, et al. (2008). Proteins 71(1) : 195-206

- Ciardiello M.A. , et al. (2008). J. Pept. Sci 14(6) : 742-54

- Tuppo L., et al . (2008). J Agric Food Chem 56: 3812-17

Brevetti :

" Proteine chimeriche capaci di formare particelle virus-like, che contengono sequenze peptidiche
del beta amiloide e la componente E2 della alfa chetoacido deidrogenasi di Geobacillus
stearothermophilus, utili per I'induzione di una risposta anticorpale contro il beta-amiloide, con una
prevalenza dell'isotipo IgG1 rispetto all'isotipo IgG2a".

Estensione all'estero. Caso CNR 1878

Finanziamenti :

"Novel antigen display system to present multiple antigens as HIV vaccines". Durata 2007-2012
Finanziatore: National Institute of Health (NIH, USA).

" Costituzione di un laboratorio dedicato all'analisi delle interazioni ligando-recettore mediante
biochips di silicio". Durata 2005-2010. Finanziatore : M.U.R. FIRB progetto RBLAO33WJX.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita

anno Brey ett oli linon in atti di Libri Rapiport progettua valo;;zezaZI Absttrac editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

N. Haigwood, Seattle Biomedical Research Institute, USA, (EPR Straniero); G. Scala, Universita
della Magna Grecia, Catanzaro, (Universita ltaliana); F. Velotti Universita della Tuscia, Viterbo
(Universita ltaliana) G. Del Pozzo, Istituto di Genetica e Biofisica, Napoli, (CNR); A. Prisco, Istituto
di Genetica e Biofisica, Napoli, (CNR); A. Mari, Istituto Dermopatico dell'lmmacolata IDI-IRCCS,
Roma, (Privato);

Silvia Micelli, Facolta di Farmacia, Universita di Bari (Universita ltaliana); Delia Picone, Facolta di
Scienze, Universita di Napoli, Federicoll (Universita ltaliana)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 2

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita



Associato n, i orando e Professor

. . specializzan Borsista Assegnista e Collabo_r atore Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

DR. MORACCI: Studio del Rapporto Struttura-Funzione e progettazione di Enzimi e
Proteine

Commessa: Studio del Rapporto Struttura-Funzione e progettazione di Enzimi e Proteine

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MORACCI MARCO

Risultati conseguiti

L'attivita di ricerca svolta nell'anno 2008 ha prodotto i seguenti risultati: e' stato isolato il gene per
una nuova beta-galattosidasi dal batterio termoacidofilo Alyciclobacillus acidocaldarius (Aabeta-gal).
L'enzima ricombinante e' stato espresso con alta efficienza e caratterizzato in dettaglio. E' stato
messo a punto un protocollo per la modifica dello xiloglucano da semi di tamarindo ad opera della
Aabeta-gal per ottenere un polimero con nuove proprieta' reologiche. E' stata caratterizzata I'attivita'
transfucosidasica di un mutante dell'alfa-fucosidasi da S. solfataricus.

E' stata isolata e caratterizzata un'attivita cellulasica dall'archaeobatterio ipertermofilo Sulfolobus
solfataricus cresciuto in terreno minimo contenente xilano come unica fonte di carbonio. Sono state
allestite prove preliminari allo scopo di verificare l'efficienza dell'enzima individuato nell'idrolizzare la
cellulosa presente in residui agro-industriali. Inoltre, e' stata caratterizzata una cellulasi termofila da
A. acidocaldarius.

E' stato studiato in vivo il meccanismo di regolazione traduzionale "programmed -1 frameshifting" in
S. solfataricus analizzando colture cellulari in diversi terreni di coltura allo scopo di studiare,
mediante Western blot, la struttura quaternaria dell'alfa-fucosidasi che e' codificata da un gene con
schema di lettura interrotto.

E' stato effettuato uno studio delle caratteristiche strutturali del peptide kissper, purificato dal frutto
del kiwi verde, in soluzioni aventi differenti proprieta chimico-fisiche. E' stata purificata e
caratterizzata la pepsina A1 dallo stomaco dell'osteitto Trematomus bernachii ed e' stata svolta
l'analisi comparativa delle proprieta chimico-fisiche della pepsina A1 nativa con lisoenzima
ricombinante.

E' stata purificata e caratterizzata l'invertasi vacuolare da pomodoro. L'enzima, un monomero
glicosilato che risulta proteolizzato in planta, mostra alta attivita catalitica e degrada efficientemente
il saccarosio. Il modello molecolare costruito per omologia ha confermato che l'attivita enzimatica &
possibile solo se i frammenti sono strettamente associati.

Nell'ambito della caratterizzazione dell'inibitore della PME (PMEI) di kiwi, studi di alchilazione hanno
rivelato che la proteina, al variare del pH, va incontro a uno scambio intramolecolare tiolo-disolfuro
in assenza di agenti riducenti e denaturanti.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita

anno Brey ett oli linon in atti di Libri Rapiport progettua valo‘)rll.z‘azaZI Absttrac editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni
M.M. Corsaro, Universita' di Napoli "Federico II" (Universita ltaliana)
P. Londei, Universita La Sapienza di Roma (Universita Italiana)



E. Mathur, Synthetic Genomics, Inc., La Jolla, CA (Privato)

S. Withers, University of British Columbia (Canada) (Universita' straniera)

D. Vocadlo, Simon Fraser University (Canada) (Universita' straniera)

M. Kambourova, Istituto di Microbiologia, Accademia Bulgara delle Scienze, Sofia, Bulgaria
(Universita straniera)

A. Mari, Centro di Allergologia Clinica e Sperimentale, IDI-IRCCS, Roma, Italia (Universita Italiana).
C. Damiano, Istituto Sperimentale per la Frutticoltura, Caserta, (Istituto di Ricerca italiano).

S. Micelli, Dipartimento Farmaco-Biologico, Universita degli Studi di Bari, Bari (Universita Italiana)

D. Picone, Dipartimento di Chimica, Universita di Napoli "Federico II" (Universita ltaliana).

J. Engen, Northeastern University, Boston, MA, USA (Universita straniera)

P. Starzullo, Azienda Ospedaliera Universitaria "Federico II"- 1l Policlinico (lIstituto di Ricerca
italiano).

G. Braccio, Centro di Ricerche Trisaia-ENEA (lstituto di Ricerca italiano).

L. Servillo, Seconda Universita di Napoli (Universita italiana)

D. Bellincampi, B. Reca, Universita "Sapienza", Roma (Universita Italiana)

T. Giardina, Univ. Aix- Marseille 3, France (Universita straniera)
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4 5
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DR. MANCO : Studi di idrolasi da fonti diverse e proteine vegetali.

Commessa: Studi di idrolasi da fonti diverse e proteine vegetali: relazione struttura/
funzione e possibili applicazioni

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MANCO GIUSEPPE

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 nell'ambito di un progetto di ingegneria proteica mediante evoluzione guidata per
modificare attivita e specificita di fosfotriesterasi termostabili si € completata la caratterizzazione di
un primo gruppo di mutanti e un manoscritto € in preparazione. Sulla base delle strutture 3D risolte
e pubblicate nel 2008 sia di SsoPox wild type che di un complesso con un analogo di substrato, si &
prodotta una chimera con l'enzima mesofilo di P. diminuta (PTE) e un mutante del sito attivo di
SsoPox che € in corso di caratterizzazione. Sono stati condotti studi per valutare la stabilita in
detergenti, solventi e ossidanti in comparazione con la PTE e esperimenti su SacPox per



comprenderne il meccanismo catalitico. E' stato completato e pubblicato un primo lavoro sulla
interazione proteina-proteina dell'esterasi AES di E. coli e un secondo € in preparazione. E' stato
completato e pubblicato uno studio sul ruolo di un residuo del loop ossianionico nella esterasi EST2
di A. acidocaldarius. E' stata valutata l'attivita di SsoPox nei confronti del gas nervino Cyclosarin in
collaborazione con un gruppo tedesco. E' stata curata I'edizione di un numero speciale di Protein
and Peptide Letters contenente 11 minireviews su carbossilesterasi di cui tre dell'|BP.

E' stata effettuata la caratterizzazione strutturale della pectina metilesterasi (PME) da kiwi verde. E'
stato costruito il modello del complesso della PME di kiwi e del suo inibitore proteico, che chiarisce
le caratteristiche di alta affinita e dipendenza dal pH dellinterazione. E' stato purificato e
caratterizzato l'inibitore dell'invertasi ricombinante, da utilizzare per studi cinetici.

Sono state studiate le proprieta immunologiche e il processamento proteolitico, "in vivo" ed "in vitro",
della kiwellina da kiwi verde e da kiwi giallo. Sono state individuate attivita cellulasiche termostabili
nel batterio termofilo Alicyclobacillus acidocaldarius, quando questo €& cresciuto in terreno
contenente carbossimetilcellulosa. Una di queste attivita & stata purificata e caratterizzata.

Sonde di cDNA relative ai prodotti genici identificati in Citrus in seguito ad infezione con viroide CVd-
lll sono state usate in esperimenti di ibridazione molecolare (Reverse Northern dot-blot) con RNA
estratto da campioni fogliari di Citrus infetti e non con virus CTV. Alcuni geni sono risultati essere
regolati in maniera diversa dai due agenti patogeni suggerendo che essi agiscono secondo
meccanismi patogenetici diversi.

Punti critici

La prevista analisi del proteoma di S. solfataricus a seguito di stress da paraoxon ha subito un
blocco a causa della non disponibilita dello spettrometro di massa nella configurazione high-
throughtput cui era stata inizialmente destinata.

E' auspicabile I'acquisizione di finanziamenti da parte dell'Ente realmente destinabili all'attivita di
ricerca, nonché la stabilizzazione di personale precario.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

E. Chabriere, Université de la Mediterranee (Francia); Studi strutturali di fosfoesterasi.

P. Masson, Centre de Recherches du Service de Sante des Armees (Francia); Studi strutturali di
fosfoesterasi e saggi con gas nervini.

Yan Feng, Jilin University, (Cina); Studi su idrolisi termostabili.

C. Pedone e G. De Simone, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini-CNR; Studi su strutture di
carbossilesterasi.

P. Del Vecchio, G. Barone, Universita di Napoli Federico Il; Studi su termodinamica di
carbossilesterasi.

S. Di Gennaro, Metapontum Agrobios. Determinazione di metalli su fosfoesterasi.

Prof. Fabrizio Gentile, Universita degli Studi del Molise. Studi su tireoglobulina.

Prof.ssa Marina Piscopo, Universita degli Studi di Napoli,; Studi su interazione protammina-DNA.

A. Mari, Centro di Allergologia Clinica e Sperimentale, IDI-IRCCS, Roma. Proprieta immunologiche
della kiwellina.

C. Harwanegg, VBC-Genomics Bioscience Research GmbH, Vienna, Austria. Proprieta
immunologiche della kiwellina.

C. Damiano, Istituto Sperimentale per la Frutticoltura, Caserta. Proteine e allergeni della frutta.

D. Picone, Dipartimento di Chimica, Universita Federico Il, Napoli. Studi NMR e CD.

D. Bellincampi, Universita La Sapienza, Roma; Studi su PME e Inibitori, Invertasi e inibitore.

A. Giovane, L. Servillo, Seconda Universita, Napoli. Studi su PME e Inibitori.

T. Giardina, Univ. Aix- Marseille 3, France. Studi su Invertasi e inibitore.

A. Catara e S. Rizza, Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia, Universita di Catania; Studi su



infezione con viroide CVd-IIl.
F. Worek, Bundeswehr Institute of Pharmacology and Toxicology, Germany; attivita delle
fosfotriesterasi termostabili su gas nervini reali.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 7
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DR.SSA CIARAMELLA: Basi molecolari dell'adattamento di cellule e proteine alle
condizioni estreme: aspetti applicativi

Commessa: Basi molecolari dell'adattamento di cellule e proteine alle condizioni estreme:
aspetti applicativi

Progetto: Meccanismi di adattamento a stress e biodiversita

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CIARAMELLA MARIA

Risultati conseguiti

a) Enzimi e proteine termofili:

Esterasi/fosfotriesterasi. Lo studio dei determinanti della stabilita termica di questa classe di enzimi
ha avuto un buon impulso dalla risoluzione della struttura della fosfotriesterasi di Sulfolobus
solfataricus (SsoPox) pubblicata nel corso dell'anno 2008. Studi termodinamici sono ancora in
corso ed € in preparazione un lavoro specifico sulla stabilita. La cristallizzazione della
fosfotriesterasi di Sulfolobus acidocaldatius SacPox invece non € stata ancora ottenuta, ma in
questo caso sono stati determinati i metalli presenti nella proteina nativa e nella forma apo a cui
stato aggiunto il metallo. E stato overespresso, purificato e parzialmente caratterizzato un enzima
fosfotriesterasi-simile dal batterio del suolo Rizobium loti, che ha la peculiarita di presentare una
prominente attivita carbossilesterasica. Il manoscritto corrispondente €& attualmente sottomesso per
la pubblicazione.

Deidrogenasi/riduttasi Il gene di una putativa deidrogenasi/riduttasi identificato nel genoma del
batterio termofilo Thermus thermophilus HB27 & stato clonato ed espresso in E. coli. Le proprieta
biochimiche, strutturali e stereoselettive dell'enzima purificato e le potenzialita applicative nella
biosintesi organica asimmetrica in scala analitica sono state studiate e pubblicate su una rivista
internazionale, presentate a due congressi internazionali e formulate in un brevetto nazionale. Le
strutture atomiche dei mutanti Trp96Leu e Trp95Leu/Asn249Tyr della alcool deidrogenasi (ADH) di
S. solfataricus sono state ottenute con una risoluzione di 3 e 2 A, rispettivamente. | dati di cinetica
enzimatica e di spettroscopia di fluorescenza dei due enzimi mutanti sono stati confrontati con quelli
dell'enzima wild type e interpretati sulla base delle tre strutture tridimensionali. | risultati sono stati



raccolti in un articolo in corso di stesura definitiva.

Girasi inversa (RG). La RG é la sola DNA topoisomerasi capace di introdurre superavvolgimenti
positivi nel DNA, ed € anche l'unica proteina specifica degli organismi termofili finora identificata. La
RG & composta da un modulo topoisomerasico di tipo IA fuso ad un dominio simile alle elicasi. Le
topoisomerasi e le elicasi sono enzimi essenziali coinvolti in tutte le attivita del DNA e nella
conservazione della struttura e dell'integrita del genoma; la loro inattivazione ha effetti drammatici
sulle funzioni cellulari e causa gravi malattie umane. Inoltre, entrambe le classi di enzimi sono
bersaglio di farmaci antiproliferativi. La RG di Sulfolobus solfataricus & stata over-espressa in
Escherichia coli e purificata alllomogeneita. Sono stati prodotti e caratterizzati due mutanti di
delezione, codificanti per i domini C-terminale (topoisomerasi) e N-terminale (ATPasi) ed un
mutante nel sito di legame all'ATP, che hanno consentito di studiare in dettaglio le differenti attivita
dell'enzima (ATPasi, legame al DNA, taglio del DNA, rilassamento del DNA, superavvolgimento
positivo). Sono state analizzate e le interazioni fisiche e funzionali tra i due domini della RG. |
risultati sono stati pubblicati su una rivista internazionale e oggetto di una presentazione su invito ad
un congresso internazionale.

b) Risposta allo stress:

Infezione da fitoplasmi. Sono stati confrontati i patterns di espressione genica del pero e del
sistema modello costituito da pervinca in seguito ad infezione con il fitoplasma 'Candidatus
Phytoplasma pyri' responsabile della moria del pero (Pear Decline). E' stato evidenziato un effetto
che risulta essere specie-specifico. | risultati sono stati pubblicati nel corso dell'anno. E' stato
messo a punto un protocollo di estrazione e frazionamento delle proteine da foglie di pero, infettate
e non con fitoplasma, in modo da ottenere miscele proteiche compatibili con le tecnologie usate
nelle indagini di tipo proteomico.

Risposta alla predazione. Nelle diatomee marine come Thalassiosira rotula il danno cellulare attiva
un meccanismo per la produzione di ossilipine, composti che provocano effetti negativi sulla
riproduzione dei copepodi, organismi componenti del plancton marino e che si nutrono
principalmente di diatomee. Da alcuni anni studiamo una delle attivita enzimatiche responsabili della
produzione di ossilipine, la galattolipasi. Questo enzima & stato in precedenza purificato e
caratterizzato e i residui N-terminali identificati mediante sequenziamento per spettrometria di
massa. |l sequenziamento dellintera proteina, previsto per il 2008, non & stato completato per
mancanza di fondi e di personale addetto.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

F. Secundo, Istituto di Chimica e del Riconoscimento Molecolare, CNR Milano EPR ltaliano
L. Esposito, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, CNR, Napoli EPR ltaliano

P. Forterre Institut Pasteur France EPR Straniero

M Nadal Université Paris-Sud France Universita straniera

E. Chabriere, Université de la Mediterraneé (Francia);

P. Masson, Centre de Recherches du Service de Sante des Armees (Francia);
Yan Feng, Jilin University, (Cina);

C. Pedone e G. De Simone, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini-CNR (ltalia);

P Del Vecchio, G. Barone, Universita di Napoli Federico Il (ltalia);

S. Di Gennaro, Metapontum Agrobios.

L. Carraro, Dip. Biologia Applicata Difesa Piante, Univ. di Udine (Universita italiana)
A. Bertaccini, Dip. Patologia Vegetale, Univ. di Bologna (Universita italiana)

M. Pastore, Centro Ricerche in Agricoltura, Caserta (EPR ltaliano)

Risorse umane
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3 4

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
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ricercatori totale
3 4
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DR.SSA PISANI: Studio dei processi cellulari in estremofili

Commessa: Studio dei processi cellulari in estremofili
Progetto: Meccanismi di adattamento a stress e biodiversita
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PISANI FRANCESCA MARIA

Risultati conseguiti

1. Caratterizzazione strutturale e funzionale di fattori della replicazione del DNA. La organizzazione
modulare della proteina MCM di Sulfolobus solfataricus (Sso MCM) & stata studiata mediante
esperimenti di proteolisi limitata e caratterizzazione biochimica di forme tronche della proteina.
Questa analisi ha rivelato che il modulo C-terminale (residui 269-686), che comprende i motivi di
sequenze tipici delle ATPasi (dominio AAA+), ha sia attivita ATPasica che DNA elicasica, mentre il
modulo N-terminale (residui 1-268) conserva solo la capacita di legare il DNA. In collaborazione con
il laboratorio del Prof. R. Ladenstein (Karolinska Institute, Sweden) & stata determinata la struttura
cristallografica ai raggi X del modulo N-terminale di Sso MCM ad una risoluzione di 2.8 A. Questa
analisi ha rivelato una architettura ad anello esamerico, differente dalla organizzazione a doppio-
esamero riscontrata per il corrispondente dominio N-terminale della proteina MCM di
Methanothermobacter thermoautotrophicus (Mth). Inoltre, il canale centrale dell'anello esamerico &
piu stretto rispetto alla controparte di Mth MCM e, quindi, sembra accogliere al suo interno
agevolmente solo molecole di DNA a filamento singolo. Questo risultato € coerente con il legame
preferenziale della proteina a molecole di acidi nucleici a filamento singolo osservato in esperimenti
di band shift. Tale analisi strutturale, combinata con studi di mutagenesi sito-specifica, ci ha
consentito di ipotizzare che il modulo N-terminale di Sso MCM possa funzionare come una sorta di
"pinza molecolare" sul DNA a singolo filamento che attraversa il canale centrale dell'anello
esamerico.

2. Studio dei meccanismi di regolazione trascrizionale dipendente da danni al DNA in Sulfolobus
solfataricus. La analisi delle sequenze a monte di geni regolati da UV e dall'agente alchilante MMS
ha rivelato la presenza di un motivo conservato, da noi chiamato RPE (Repair Promoter Element).
In saggi di DNA band shift condotti su estratti cellulari, 'RPE lega specificamente fattori proteici.
Utilizzando proteine purificate ed i relativi anticorpi, abbiamo dimostrato che i complessi leganti
I'RPE contengono la girasi inversa (RG), una topoisomerasi specifica dei microorganismi termofili,
e la single-strand binding protein SSB. RG ed SSB purificate formano un super-complesso
sull'RPE. Per verificare che i complessi osservati in vitro esistano in vivo, abbiamo messo a punto
protocolli per la Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) di S. solfataricus associata a PCR



quantitativa (Real Time). Utilizzando tale tecnica abbiamo analizzato la distribuzione in vivo della
RG e della SSB in vari loci e in regioni codificanti, regolative e intergeniche. Entrambe le proteine
sono risultate presenti su tutte le sequenze analizzate, ma, al contrario della SSB, la cui attivita di
legame rimane invariata, il legame della RG aumenta significativamente in seguito ad esposizione
ad UV. Tali risultati sono in accordo con l'ipotesi che la RG venga reclutata sul DNA, come da noi
dimostrato in precedenza.

3. Analisi in vivo del meccanismo di -1 frame-shifting ribosomale in Sulfolobus solfataricus. Il -1
frame-shifting ribosomale programmato & stato studiato in vivo in S. solfataricus. Allo scopo di
chiarire il meccanismo di espressione di alcuni dei geni interrotti identificati in S. solfataricus, le open
reading frames codificanti per una ipotetica O-sialoglicoproteina-endopeptidasi (SS0O0433 e
SS00434) sono state clonate ed espresse in E. coli. Il meccanismo di espressione dei geni suddetti
¢ stato studiato mediante esperimenti di Western Blot.

4. Studio di virus ed elementi extra-cromosomali di Sulfolobus. Sono state clonate ed espresse in E.
coli le open reading frames virali denominate ORF154 e ORF288 del virus satellite pSSVx. Le
corrispondenti proteine hanno omologhi soltanto in altri virus archaeali ed eucariotici, quali i
Poxvirus e Vaccinia virus, dove svolgono una funzione di compattamento del genoma virale per
l'assemblaggio dei virioni maturi. Si € dimostrato che le due proteine ricombinanti interagiscono in
rapporto equimolecolare in vitro e formano altresi complessi multimerici. La proteina codificata
dall'ORF288, come i suoi omologhi eucariotici, mostra attivita di idrolisi di ATP e GTP. La proteina
codificata dal'lORF154 sembra invece avere un ruolo di partner modulatore. E' stato dimostrato che
la proteina ricombinante codificata dalllORF288 lega il DNA mediante l'isolamento di complessi
proteina/DNA in vivo da cellule di S. islandicus con l'utilizzo di anticorpi specifti.

Inoltre, sono stati costruiti nuovi vettori basati sul pPSSVx e su marcatori genetici specifici (geni pyrE
e pyrF) che garantiscono la biosintesi di pirimidine in ceppi mutanti di Sulfolobus in cui i due geni
suddetti sono stati eliminati.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

R. Ladenstein, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden (EPR Straniero)

P. Forterre, Institut Pasteur, Paris, France (EPR Straniero)

M. Nadal, Université Paris-Sud, Paris, France (Universita straniera)

P. Londei, Universita La Sapienza di Roma, Roma, ltalia (Universita Italiana)

E. Mathur, Synthetic Genomics, Inc., La Jolla, CA, USA (Privato)

O. Lecompte, CNRS, lllkirch Cedex, Francia (EPR straniero)

P. Contursi, Universita di Napoli Federico Il, Napoli, Italia (Universita Italiana)

Q. She, University of Copenaghen, Copenaghen, Denmark (Universita Straniera)
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3 5

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
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3 5
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Adattamenti evolutivi negli organismi polari

Commessa: La vita e gli adattamenti negli ambienti polari
Progetto: Cambiamenti globali
Dipartimento: Terra e Ambiente

Responsabile: VERDE VINCENZA

Risultati conseguiti

Tematica: struttura e funzione di emoglobine isolate da organismi marini polari

A) Struttura e funzione delle emoglobine appartenenti alla famiglia Bovichtidae.

B) Isolamento, purificazione e caratterizzazione delle emoglobine del pesce artico Lycodes
reticulatus.

C) Caratterizzazione spettroscopica della emoglobina del batterio Antartico P. haloplanktis.

D) Struttura 3D di forme miste di emoglobine Antartiche, isolate lungo il percorso di auto-
ossidazione, con struttura quaternaria intermedia tra quelle classiche "Tense" e "Relaxed", e delle
forme ferrose.

E) Costruzione di un sistema efficiente per I'espressione genica di mutanti dell'emoglobina dello
psicrofilo antartico P. haloplanktis.

F) Studio della reattivita con gas esogeni e con metaboliti mediante tecniche spettroscopiche
all'equilibrio e transienti. Stabilita e meccanismo di "folding/unfolding" in paragone con altre
emoglobine batteriche e con emoproteine da organismi eucariotici.

G) Clonaggio del gene della neuroglobina da Nototenioidei Antartici

Tematica: struttura e funzione di enzimi isolati da organismi marini polari

A) La lipasi PhTAC125 Lip1 & stata clonata ed espressa in P. haloplantkis TAC125, ed é stata
ultimata la sua caratterizzazione.

E' stato ottenuto lo screening delle proteasi secrete nel mezzo di coltura dal batterio antartico P.
haloplantkis TAC125 che ha portato allidentificazione di sette sequenze codificanti per enzimi ad
attivita proteolitica; tra questi, la sequenza genica codificante per la proteasi di secrezione
PSHAa2915 é stata clonata ed espressa in P. haloplantkis TAC125 ed in E. coli.

E' stato ottenuto il clonaggio del gene codificante per un "Hormone Sensitive Lipasi-like protein" dal
batterio psicrotollerante antartico Psychrobacter sp. TA144.

B) Analisi comparativa delle proprieta chimico-fisiche della pepsina A1 nativa con lisoenzima
ricombinante

Tematica: struttura e funzione di geni di organismi marini polari

A) Mediante analisi approfondita delle catene leggere dellimmunoglobulina di T. bernacchii sono
stati identificati tre isotipi, presenti in libreria genomica. Modelli molecolari hanno mostrato specificita
strutturali tra i diversi isotipi.

B) E' stata studiata l'associazione delle regioni della catena pesante delle immunoglobuline del
teleosteo antartico Chionodraco hamatus che attraversano la membrana cellulare. Modelli strutturali
dell'omodimero sono stati ottenuti svolgendo simulazioni di Dinamica Molecolare in doppio strato
lipidico. Sono stati cosi caratterizzati i residui responsabili dell'interazione e di conseguenza della
stabilita e funzionalita di questa importantissima molecola.

C) Individuati nel genoma dello squalo temperato Callorhinchus milii geni globinici. E' in corso l'analisi
della loro struttura ed il confronto con i geni della razza antartica Bathyraja eatonii.



Clonati frammenti appartenenti a due elementi trasponibilida C. hamatus e da T. bernacchii.
Analisi di cDNA di Euplotes focardii a confronto con le banche dati geniche.
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Risultati conseguiti

Durante questi anni i vettori cassetta pGa e pGb costruiti nel nostro laboratorio sono stati richiesti e
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a monte di peptidi cosiddetti "velcro". Si tratta di peptidi complementari ed in grado di favorire, a
causa di interazioni elettrostatiche, I'appaiamento delle suddette catene del recettore T.
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Elettroporatore; Citofluorimetro; Cappa a flusso laminare; Incubatori termostati; PCR; real-time

PCR; Contatori radioattivita e luminescenza; Cell harvester

Studio della funzione del gene bloodthirsty nel differenziamento e nella regolazione
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Principali risorse strumentali dell’lstituto

Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

Elementi di autovalutazione

| principali obiettivi sono stati conseguiti ed e stata ottenuta un'ottima produzione scientifica, con 54
articoli su riviste internazionali, 3 su libri e 2 domande di brevetti.

Sono proseguiti gli studi funzionali e strutturali su varie classi di proteine ed enzimi e sulle loro
possibili applicazioni in campo medico, industriale e agroalimentare, lo sviluppo di nuovi biosensori,
vaccini e vettori per la terapia genica e gli studi di regolazione genica in vari organismi.
Coinvolgimento in progetti di collaborazione ed industriali

L'Istituto fa parte del Centro di Competenze in Biotecnologie Industriali della Regione Campania
(BioTekNet) ed € stato coinvolto nelle attivita per la partecipazione ai POR e PON che si stanno
pianificando in Campania. Si & anche concluso il progetto nell'ambito del Consorzio TEC- BIO con
Tecnofarmaci e varie industrie sullo sviluppo di enzimi con nuove proprieta di interesse industriale.
Sono stati ottenuti eccellenti risultati e un prototipo di strumento nell'ambito del progetto MoMa
finanziato dall'Agenzia Spaziale ltaliana sulla ricerca spaziale applicata al miglioramento della qualita
della vita. Sono in atto collaborazioni di interesse industriale con la ACS Dobfar, una multinazionale
del farmaco, e la CPC Biotech, una piccola azienda biotecnologica, per la produzione e
commercializzazione di nuovi enzimi. Sono stati intensi gli scambi per progetti con industrie locali
nel campo dell'agroalimentare mettendo a disposizione il know how acquisito. Sono continuate le
ricerche con aziende e istituzioni per vari progetti: NIH, Istituto superiore di Sanita, Schering-
Plough, Alfa Wasserman nell'ambito anche di vari Firb e PNR, in particolare quelli riguardante
I'Antartide e la ricerca polare.

Numerose sono state le collaborazioni a livello internazionale con scambio di personale

Sintesi dei principali risultati

Glicosil idrolasi: sono state caratterizzate: una nuova beta-galattosidasi dal batterio Alyciclobacillus
acidocaldarius, utilizzata per ottenere un polimero con nuove proprieta reologiche dallo xiloglucano;
due cellulasi dall'archaeobatterio ipertermofilo Sulfolobus solfataricus e da A. acidocaldarius;
I'attivita transfucosidasica di un mutante dell'alfa-fucosidasi di S.solfataricus.

Deidrogenasi: & stata caratterizzata una deidrogenasi/riduttasi dal batterio Thermus thermophilus e
valutata la possibilita di applicazione nella biosintesi organica asimmetrica. Sono state ottenute le



strutture 3D di due mutanti dell'ADH di S.solfataricus, che hanno permesso di interpretare le loro
caratteristiche cinetiche.

Esterasi: E' stata risolta la struttura 3D della fosfotriesterasi di S solfataricus (SsoPox) sia wild type
che complessata ad un analogo di substrato. E' stata prodotta una chimera tra SsoPox e I'enzima
mesofilo di P. diminuta e un suo mutante del sito attivo. Sono stati completati gli studi sulle esterasi
EST2 di A.acidocaldarius e AES di E.coli. E stata caratterizzata una fosfotriesterasi dal batterio
Rizobium loti, che presenta una prominente attivita carbossilesterasica.

Girasi inversa (RG): La RG, una topoisomerasi che induce superavvolgimenti positivi nel DNA, &
I'unica proteina specifica degli organismi termofili. E stata caratterizzata la RG di S.solfataricus e
sue forme tronche, codificanti per il dominio topoisomerasico ed elicasico separati. Sono state
studiare in dettaglio le attivita dell'enzima (ATPasi, legame al DNA, supercoiling) e le interazioni tra i
due domini.

Fattori della replicazione del DNA: La proteina MCM di S.solfataricus & stata studiata mediante
proteolisi limitata e caratterizzazione di sue forme tronche. Il modulo C-terminale (dominio AAA+) ha
attivita ATPasica ed elicasica, mentre il modulo N-terminale ha la capacita di legare il DNA. E' stata
determinata la struttura 3D del modulo N-terminale, che possiede una architettura ad anello
esamerico, in grado di accogliere solo DNA a filamento singolo (ss), in accordo con dati di EMSA.
Oligopeptide-binding protein (OppA): E' stata caratterizzata la OppA di S.solfataricus, sia in forma
nativa che ricombinante. E' stata determinata la sua affinita di legame per due ormoni peptidici,
bradichinina e xenopsina, dimostrando una elevata selettivita dell'enzima.

Proteasi: E' stata caratterizzata una nuova proteasi da S.solfataricus associata alla membrana
cellulare e un inibitore di serin-proteasi in grado di inibire la chimotripsina e I'elastasi. Sono state
messe a punto condizioni operative per proteasi della matrice extracellulare (collagenasi, elastasi,
cheratinasi) da utilizzare nei processi di ingegnerizzazione dei pellami.

Cefalosporina C acilasi (CPC). Una putativa CPC dal batterio Geobacillus thermodenitrificans &
stata purificata e caratterizzata. L'enzima mostra bassa capacita di trasformazione della CPC ma
una elevata attivita gamma-glutamiltrasferasica.

Enzimi idrolasici da piante. Sono stati caratterizzati l'invertasi vacuolare da pomodoro, il suo inibitore
e la pectina metilesterasi (PME) da kiwi verde anche mediante il modello del complesso PME-
inibitore (PMEI). Studi di alchilazione hanno rivelato che il PMEI di kiwi, al variare del pH, va incontro
a uno scambio tiolo-disolfuro. Sono state studiate le proprieta immunologiche e il processamento, in
vivo ed in vitro, della kiwellina e le caratteristiche strutturali del peptide kissper da kiwi verde.
Globine di organismi polari. Sono state caratterizzate le emoglobine del pesce artico Lycodes
reticulatus e del batterio antartico P.haloplanktis. E' stata studiata la struttura 3D di forme miste di
emoglobine antartiche, isolate lungo il percorso di auto-ossidazione. E' stato ottenuto un sistema
per l'espressione di mutanti dell'lemoglobina di P. haloplanktis. E' stato clonato il gene della
neuroglobina da Nototenioidei Antartici e sono stati individuati geni globinici nel genoma dello squalo
temperato Callorhinchus milii.

Enzimi da organismi polari: La lipasi PhTAC125 Lip1 & stata overespressa nel batterio psicrofilo
antartico P. haloplantkis e caratterizzata. E' stato clonato il gene codificante per una Hormone
Sensitive Lipasi-like protein dal batterio psicrotollerante antartico Psychrobacter sp. TA144. Da uno
screening del mezzo di coltura da P. haloplantkis sono state identificate sette diversi proteasi di
secrezione, tra cui la PSHAa2915 ¢ stata espressa in P.haloplantkis ed in E.coli. E' stata purificata
e caratterizzata la pepsina A1 dallo stomaco dell'osteitto Trematomus bernachii ed & stata svolta
I'analisi comparativa delle proprieta chimico-fisiche delle forme nativa e ricombinante.
Immunoglobuline (Ig) di organismi polari. Sono stati identificati tre isotipi delle catene leggere dell'lg
di T.bernacchii. Modelli molecolari hanno mostrato specificita strutturali tra i diversi isotipi. E' stata
studiata I'associazione delle regioni transmembranarie della catena pesante delle Ig del teleosteo
antartico Chionodraco hamatus mediante simulazioni di dinamica molecolare in doppio strato
lipidico.

Biosensori. Sono stati messi a punto nuovi saggi per la determinazione di aflatossine e di glutine in
alimenti. E' stata sviluppata una metodologia per la realizzazione di innovativi "lab-on-chip" basati
sull'uso di argento nanostrutturato. Sono stati prodotti mutanti specifici di proteine che legano
molecole odoranti e sono state progettati nuovi biosensori per composti di interesse ambientale. E'
stato prodotta un'esterasi mutante che consente lo studio della struttura proteica mediante



fluorescenza e fosforescenza. Tali biomolecole sono state caratterizzate mediante dicroismo
circolare, fluorescenza dinamica, fosforescenza e spettroscopia IR.

Produzione di nuovi vaccini: E' stata valutata limmunogenicita di nuovi costrutti basati su
batteriofagi filamentosi e sullo scaffold proteico formato dalla proteina E2 del complesso PDH di
B.stearothermophilus.

Vettori non virali per la terapia genica: sono stati realizzati vari sistemi di rilascio di DNA basati su
polimeri biocompatibili. Come polimero di partenza & stata usata la polietilenimina (PEI) che é stata
chimicamente legata al PCL modificato. Il copolimero € stato impiegato per la preparazione di
nanoparticelle che, caratterizzate dal punto di vista chimico/fisico e biologico, hanno dimostrato
bassa tossicita, elevata capacita trasfettante e stabilita alla lioflizzazione.

Infezione da fitoplasmi in piante. Sono stati analizzati i pattern di espressione genica in pero e
pervinca dopo infezione con il fitoplasma 'Candidatus Phytoplasma pyri'. Sono stati identificati geni
differenzialmente espressi in Citrus dopo infezione con i virus CVd-lll e CTV; i pattern di
espressione suggeriscono meccanismi patogenetici diversi.

Risposta ai danni al DNA in S.solfataricus. E' stato identificato un motivo conservato a monte di geni
regolati da danno al DNA, che lega complessi proteici contenenti la girasi inversa (RG), e la single-
strand binding protein SSB. Mediante ChlIP é stata analizzata la distribuzione in vivo della RG e della
SSB, dimostrando che il legame della RG aumenta dopo esposizione ad UV, in accordo con liipotesi
che la RG venga reclutata sul DNA.

Frame-shifting ribosomale in S.solfataricus. Il -1 frame-shifting ribosomale programmato & stato
studiato in vivo in S.solfataricus. Per chiarire il meccanismo di espressione dei geni interrotti
identificati in S.solfataricus, le due ORF codificanti per una O-sialoglicoproteina-endopeptidasi sono
state clonate ed espresse in E.coli e il meccanismo di espressione € stato studiato mediante
Western Blot.

Virus e plasmidi di Sulfolobus. Sono state overespresse in E.coli le pPORF154 e pORF288 del virus
pSSVx, omologhe a proteine di virus eucariotici (Poxvirus e Vaccinia). Le due proteine
interagiscono in vitro. La pORF288, come gli omologhi eucariotici, ha attivita ATPasica e lega il
DNA. La pORF154 potrebbe avere un ruolo di modulatore. Sono stati costruiti nuovi vettori basati
sul pSSVx e su marcatori per la biosintesi di pirimidine in Sulfolobus.

Proposta di interventi organizzativi

Il prinicpale problema da segnalare ancora una volta &€ la mancanza di certezze sulle risorse umane
e finanziarie necessarie per una programmazione a medio e lungo termine.

Gli ottimi risultati ottenuti, che hanno anche richiamato anche I'attenzione di nuove PMI interessate
ad instaurare collaborazioni e alla formazione di nuovo personale, sono stati raggiunti grazie
all'apporto determinante di personale precario a vario titolo (ricercatori a tempo determinato, Co.
Co.Co, assegnisti) e di personale in formazione (dottorandi, borsisti, laureandi). La mancanza di
continuita nell'acquisizione e talvolta nell'erogazione dei fondi da parte degli enti finanziatori
determina una continua perdita di personale altamente qualificato, con grande dispendio di energie
e risorse. E' auspicabile l'acquisizione di finanziamenti da parte dell'Ente realmente destinabili
all'attivita di ricerca, nonché la stabilizzazione di personale precario. Sarebbe altresi auspicabile
l'istituzione di un dottorato di ricerca gestito direttamente dall'ente.

Alcune attivita e/o aspetti molto interessanti di vari progetti sono stati trascurati per mancanza di
risorse. La prevista analisi del proteoma di S. solfataricus a seguito di stress da paraoxon ha subito
un blocco a causa della non disponibilita dello spettrometro di massa nella configurazione high-
throughtput cui era stata inizialmente destinata.

L'attivita di ricerca sulle galattolipasi ha subito notevoli rallentamenti a causa della mancanza di
fondi; le diverse richieste di finanziamento presentate non hanno avuto successo. In assenza di
nuove entrate, la prosecuzione di questa attivita resta molto difficoltosa.

La progettazione e la realizzazione sia dei sistemi a rilascio mirato di DNA che dei vettori artificiali
richiede l'integrazione armonica di competenze da aree disciplinari diverse. In particolare, solo la
conoscenza relativa alla sintesi chimica di materiali polimerici combinata alla padronanza di tecniche
di biologia cellulare e molecolare e di microscopia rende possibile uno studio accurato sulle
caratteristiche chimico-fisiche e sulle proprieta biologiche dei vettori non virali neosintetizzati.
Sebbene le fasi sperimentali gia portate a compimento abbiano permesso di effettuare la sintesi di



nuovi vettori contraddistinti da elevata efficienza e bassa tossicita, rimangono ancora da
caratterizzare il loro destino intracellulare e la stabilita della trasfezione nel tempo.

Abbastanza determinante sara anche la disponibilita di materiale biologico di specie polari. Essendo
passati due anni senza alcuna possibilita di rifornimento di campioni biologici, le scorte rimaste
risultano attualmente limitate. Il numero di esperimenti da poter svolgere dipende quindi dall'accesso
a detto materiale. La partecipazione ad una eventuale spedizione antartica & molto importante. Gli
Organismi internazionali che presiedono l'organizzazione dellinternational Polar Year (IPY)
2007-2009 hanno ampiamente riconosciuto l'elevato standard di competitivita conseguito dalla
biologia italiana nel panorama internazionale della ricerca antartica. Uno dei cinque "Core Projects"
selezionati per I'PY & ICEFISH-2007, coordinato da un ricercatore dell'lstituto, che affronta lo studio
dei Nototenioidei delle regioni sub-antartiche, e che a sua volta afferisce ad un secondo dei cinque
"Core Projects" dell'lPY coordinati da ricercatori italiani: EBA ("Evolution and Biodiversity in the
Antarctic") un grande programma-ombrello che coordina la quasi totalita della ricerca antartica
mondiale nel campo delle scienze della vita. Tale progetto di ricerca presenta peculiari
caratteristiche di multidisciplinarita ed interdisciplinarita, di integrazione nazionale ed internazionale
delle attivita di ricerca che richiedono un impegno finanziario erogato con continuita.



Risorse finanziarie

Attivita coperte | Attivita coperte Totale Risorse da Totale per ricercatore
da fonti interne | da fonti esterne esercizi precedenti| generale | operante nell'lstituto
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 752 1.185| 1.937 99 2.036 51
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 7.032 1.282( 8.314 157 8.472 212
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Dipartimento di prevista afferenza
Scienze della Vita

Missione

Incrementare la conoscenza delle basi strutturali della funzione di proteine e acidi nucleici, con particolare
riguardo alla regolazione dellespressione genica di attivita enzimatiche, di proteine respiratorie e di molecole
della risposta immunitaria in organismi animali e vegetali. Studiare i meccanismi di controllo della mitosi, del ciclo
e differenziamento cellulare.

Attivit™ di ricerca (2008)

Commesse

. Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di segnalazione cellulare
. Biologia strutturale: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in proteine

. Struttura e funzione di acidi nucleici e cromatina. Epigenetica

. Controllo di proliferazione, differenziamento e morte cellulare

. Meccanismi molecolari del ciclo cellulare e della mitosi

Moduli

. Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di segnalazione cellulare
. Coordinamento e gestione delle attivita internazionali - ENI

. Basi molecolari ed impatto biologico della variabilita genetica e della plasticita genomica

. Biologia strutturale e bioinformatica: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in proteine
. Oligopeptide binding proteins da Archaea

. Struttura e funzione di Acidi nucleici e Cromatina. Epigenetica

. Regolazione della biosintesi e funzione dellRNA

. Controllo di proliferazione, differenziamento e morte cellulare

. Meccanismi molecolari del ciclo cellulare e della mitosi

. Analisi di famiglie proteiche e predizione strutturale di proteine modello

RSTL

. Interazione di bacilli sporigeni con ife fungine per studiare i fattori diffusibili coinvolti nella formazione

di micorrize su radici di piante superiori.

. Identificazione di molecole inibitrici dell'attivita' di XENDO U, I'omologo cellulare di una proteina

essenziale per la replicazione e trascrizione dei coronavirus
. Meccanismi di accumulo di metalli pesanti in piante di tabacco da utilizzare per fiorimedio
. Ruolo dei centrosomi nella formazione del fuso bipolare in cellule di mammaifero in coltura



. Un nuovo inibitore delle acetiltrasferrasi istoniche con proprieta citostatiche, antifungine ed antivirali

. Identificazione ed analisi dell'espressione di microRNA in topo e Xenopus

. Rapporti tra elementi trasponibili e genoma ospite in drosophila melanogaster

. Studio della trascrittasi inversa endogena come nuovo regolatore della proliferazione e
trasformazione cellulare

. Struttura ed applicazioni biotecnologiche dei citocromi P450 coinvolti nella biosintesi di farmaci

Attivita Commesse

Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di segnalazione
cellulare

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: RUBERTI IDA

Risultati conseguiti

| risultati ottenuti in organismi animali e vegetali si possono cosi riassumere:

- produzione di topi transgenici mdx (modello murino della distrofia) esprimenti il fattore
trascrizionale sintetico a tre zinc finger Jazz, disegnato per riconoscere e regolare positivamente il
gene bersaglio utrofina, in grado di compensare l'assenza della distrofina nella distrofia muscolare
di Duchenne. La caratterizzazione dei risultanti topi mdx/Vp16Jazz ha evidenziato un aumento della
trascrizione del gene utrofina nel muscolo scheletrico, con un conseguente netto miglioramento del
fenotipo distrofico;

- realizzazione di nuovi geni sintetici a tre finger fusi a nuovi domini regolatori derivanti dal gene
umano Che-1. Inoltre & stato generato un fattore trascrizionale sintetico a sei zinc fingers, chiamato
"UtroUp" in grado di legare un sito unico nel genoma, oggetto di un brevetto CNR internazionale;

- dimostrazione che l'inibizione di Myc puo rappresentare una terapia efficacee sicura per molti tipi
di cancro;

- dimostrazione che l'inibizione di ID promuove il differenziamento di cellule di neuroblastoma umano
e ne attenua le caratteristiche tumorali;

- realizzazione di un database accurato della segnalazione del NGF attraverso i due recettori TRKA
e p75NTR;

- identificazione della funzione di regolatori negativi (PHYA, HLH1) della risposta della pianta a
variazioni della qualita della luce ambientale;

- definizione dei profili di espressione e della localizzazione intracellulare di PIN1 — implicato nel
trasporto polare dell' ormone auxina - nella porzione aerea e nella radice di piante esposte a
condizioni luminose che simulano I'ombra provocata dalla vegetazione circostante.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoll Rapport Risultati valorizzazi = Abstrac Attivita
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 1 6 1 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Sono proseguite le numerose collaborazioni con Istituzioni universitarie ed Enti di Ricerca in ltalia e
all'estero. Particolarmente attiva nel corso del 2008 la collaborazione con ['Istituto Nazionale di
Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione, Roma, I'Ospedale Bambino Gesu, Roma, I'EBRI, Roma,
I'EMBL, Monterotondo, Fondazione Parco Bio-medico San Raffaele, Roma, 'UCSF Cancer Center,
S. Francisco, USA, il Department of Human Anatomy and Genetics, University of Oxford, UK e la
Rockefeller University, New York, USA.



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

.. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

I ricercatori si sono avvalsi della strumentazione di base per studi di biologia molecolare, biologia
cellulare, genomica funzionale ed informatica, disponibile presso i laboratori dell'lstituto e del
Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare dell'Universita di Roma Sapienza. Tra le attrezzature
di particolare rillievo utilizzate: camera P2 sterile per cellule animali, camera di crescita per le piante
con sistema di illuminazione LED, sistema biolistico, luminometro, lettore di micro-arrays, sistema
per acquisizione ed analisi di immagini, microscopio confocale, piattaforma per I'analisi quantitativa
dell'espressione genica.

Biologia strutturale: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in proteine

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CHIANCONE EMILIA

Risultati conseguiti

La qualita e il numero delle pubblicazioni su riviste internazionali (28 su riviste internazionali; vedi
elenco nel sito web dell'lBPM) dimostrano l'interesse e la validita delle ricerche in atto.

Da segnalare gli studi su:

- processo di "folding" e "misfolding" in un permutante naturale dei domini PDZ, e quelli sulla
caratterizzazione del meccanismo di folding di domini PDZ omologhi dal punto di vista strutturale;

- meccanismi di risposta allo stress ossidativo comprendenti in particolare la comprensione del
meccanismo d'azione 'in vitro' ed 'in vivo' di proteine batteriche coinvolte nella risposta allo stress
ossidativo/nitrosativo;

- la comprensione delle basi strutturali della alterata funzionalita del mutante naturale F112L della
sorcina - alle alterazioni funzionali € stata ricondotto I'insorgere di ipertrofia cardiaca nei portatori
della mutazione;

- la caratterizzazione delle reazioni di NO e ossigeno con emoproteine respiratorie;

- le ricerche sulla cosiddetta "acid fitness island" di Escherichia coli, una regione del genoma che
controlla I'espressione dei geni coinvolti nella acido-resistenza di questo batterio.

- gli studi sulla capacita della flavoproteina a doppio Fe del parassita Giardia intestinalis che si
ritiene responsabile della sopravvivenza del parassita in presenza di ossigeno;



- l'analisi proteomica dell'espressione e dell'ossidazione specifica di proteine in cheratinociti
trasformati da papillomavirus umano a seguito di irradiazione UVB

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 29 2 0 2 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

La ricerca si & avvalsa di una rete di collaborazioni con gruppi di ricerca operanti presso I'Universita
di Roma "La Sapienza", ed in particolare presso il Dipartimento di Scienze Biochimiche e quello di
Genetica e Biologia Molecolare, il Centro di Eccellenza BEMM e l'lIstituto Pasteur-Fondazione Cenci
Bolognetti.

Il personale CNR coinvolto nella ricerca collabora inoltre con ricercatori di altre istituzioni di ricerca
nazionali ed estere, quali: Universita di Uim e Karslruhe (Germania) Glasgow e Cambridge (Gran
Bretagna), Uppsala (Svezia), Lisbona (Portogallo), Moscow State (Russia), Nijmegen (Paesi
Bassi), Weizmann Institut (Israele); Wisconsin Medical School e Universita del New Hampshire
(USA), Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC (Spagna), Universita di Bologna, Siena e
Sassari, Aventis.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
9 13

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 12

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato Dottorando e Professor
specializzan Borsista Assegnista e Collaboratore Altro Totale
incaricato . professionale
- do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

E' stata utilizzata ampiamente tutta la strumentazione avanzata per la caratterizzazione strutturale
e funzionale di proteine disponibile presso la Sede dell'lstituto e presso il Dipartimento di Scienze
Biochimiche della Universita La Sapienza di Roma.

Struttura e funzione di acidi nucleici e cromatina. Epigenetica

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DI MAURO ERNESTO

Risultati conseguiti



| rapporti tra struttura del materiale genetico e fenomeni regolativi alla base del suo funzionamento
sono stati studiati in batteri, lieviti, funghi, animali. E stata affrontata sia a livello genetico che
epigenetico 'organizzazione dei complessi formati da DNA, RNA e proteine e studiati i meccanismi
molecolari alla base dei processi di regolazione della trascrizione, basati su modificazioni
epigenetiche, topologiche, su interazioni con RNA regolativi.

Con riferimento allo studio del potenziale funzionale di elementi dell'architettura del cromosoma
I'attenzione € stata rivolta alla curvatura intrinseca del DNA in promotori batterici. In alcuni bacilli &
stata studiata I'espressione del cluster che raggruppa i geni che presiedono alla sintesi del
peptidoglicano. E stato definito il ruolo di sistemi di rimodellamento della cromatina e sono stati
condotti studi di sintesi ed evoluzione spontanea del materiale genetico in vitro.

Si é studiato il ruolo dell'acetilazione istonica nella risposta alla luce blu in studi epigenetici in funghi
filamentosi ed il contributo degli elementi trasponibili alla struttura delle regioni subtelomeriche di
Drosophila. In Arabidopsis thaliana si € analizzata la localizzazione, la sintesi e il trasporto
dell'auxina, dimostrando che questo ormone regola gli stadi tardivi di sviluppo negli stami. Si &
studiato il ruolo di microRNA nel differenziamento neuronale e nell'insorgenza di tumori neuronali
nell'uomo (neuroblastoma e di medulloblastoma).

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac -
anno . oli linon in atti di Libri ; progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li . li
applicativa
2008 1 14 2 1 1 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Sono intense le collaborazioni con il Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare della Universita
di Roma Sapienza e con la Fondazione Pasteur-Cenci Bolognetti e con lIstituzioni universitarie
italiane ed estere.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
17 24

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
16 22

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
.. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Le ricerche si sono avvalse della strumentazione di base per indagini di biologia molecolare,
microbiologia, genomica ed informatica, disponibile presso i laboratori dell'lstituto e del Dipartimento
di Genetica e Biologia Molecolare dell'Universita di roma Sapienza.

Le ricerche si sono anche avvalse di apparecchiature per studi di microscopia molecolare
(microscopio elettronico a trasmissione, microscopio a forza atomica).



Controllo di proliferazione, differenziamento e morte cellulare

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: SANTONI ANGELA

Risultati conseguiti

L'attivita di ricerca ha prodotto numerose pubblicazioni su riviste internazionali con elevato indice di
impatto, elencate nel sito web IBPM. | risultati sono integrati nella tematica del progetto, in
particolare in relazione ai meccanismi molecolari deputati al controllo del differenziamento, della
proliferazione cellulare, dell'apoptosi e coinvolti nella progressione tumorale. Ulteriori pubblicazioni
internazionali sono in corso di revisione.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati = 1isultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua editoria
. one t -
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

La commessa si avvale di diverse collaborazioni con molteplici enti di ricerca: Istituti INMM ed IGB
del CNR; Universita di Milano Dip.to di Biologia; Universita Roma Tor Vergata Facolta di Medicina e
Chirurgia; lIstituto Superiore di Sanita; Universita Roma "La Sapienza" Dip.to di Medicina
Sperimentale; Istituti Fisioterapici Ospitalieri (IFO) di Roma; Istituto Oncologico di Bari; Universita di
L'Aquila; Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK; Department of Human Anatomy
University of Oxford, UK, Istituto Ortopedico Galeazzi di Milano. International Agency for research
on cancer (IARC), Lyon, France

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 15

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 11

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato
Dottorando e Professor

e L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. do visitatore
di ricerca

0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Le risorse strumentali sono in parte assegnate all'lBPM e in parte condivise con altri istituti CNR.
Inoltre le numerose collaborazioni con altri enti di ricerca garantiscono I'accesso ad ulteriore
strumentazione.



Meccanismi molecolari del ciclo cellulare e della mitosi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: GATTI MAURIZIO

Risultati conseguiti

| risultati ottenuti si sono concretizzati in numerose pubblicazioni su riviste internazionali (cfr. sito
web IBPM). Tra le pubblicazioni del 2008, di notevole interesse sono quelle di De Luca e
collaboratori e di Rensen e collaboratori, il primo gia pubblicato ed il secondo in corso di stampa su
Oncogene. Nel lavoro di De Luca, si dimostra per la prima volta un legame diretto tra Aurora-A and
ch-TOG nella regolazione dei poli del fuso mitotico umano. Nel lavoro di Rensen, si stabilisce un
rapporto tra i geni che regolano la formazione del fuso e la risposta cellulare a composti antimitotici
usati nella terapia del cancro. Un altro lavoro di notevole interesse & quello di Giansanti e
collaboratori, pubblicato su Current Biology, in cui viene analizzato il ruolo della proteina conservata
SpD2 nel funzionamento dei centrosomi di Drosophila. Particolarmente rilevante € anche il lavoro di
Somma e collaboratori, pubblicato su PloS Genetics, in cui si combina bioinformatica ed RNA
interference per identificare geni mitotici di Drosophila. Questa analisi ha permesso di identificare
70 nuovi geni con un ruolo mitotico, la maggior parte dei quali hanno omologhi umani. Infine, va
citato il lavoro di Cenci e collaboratori pubblicato su Nature Genetics. In questo lavoro un'elegante
analisi genetica dimostra per la prima volta che i telomeri non protetti sono in grado di attivare il
checkpoint mitotico.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Artic  Artico  Articoli Risultati . . Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno t oli linon  in atti di Libri ; progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L. li
applicativa
2008 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

| ricercatori che operano nell'ambito della Commessa hanno collaborato con numerose lIstituzioni
italiane e straniere, tra cui: Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare e Centro di Eccellenza
BEMM dell'Universita di Roma "La Sapienza"; Fondazione Mario Cesalpino (Roma); Istituto Regina
Elena (Roma); Universita di Pavia; Universita di Lecce; Cornell University (USA); Stanford
University (USA); University of North Carolina (USA); University of Cambridge (UK); University of
Leeds (UK); University of Oxford (UK); Max Planck Institute of Biochemistry, (Monaco, Germania);
National Institutes of Health (Bethesda, USA); Technion (Haifa, Israele); Istituto Weizmann,
(Rehovot, Israele).

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
12 19

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
10 16

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita



Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. . specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate
Le risorse strumentali sono in parte assegnate all'lBPM e in parte condivise con il Dipartimento di
Genetica e Biologia Molecolare dell'Universita di Roma Sapienza.

Attivita Moduli

Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di segnalazione
cellulare

Commessa: Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di
segnalazione cellulare

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: RUBERTI IDA

Risultati conseguiti

| risultati ottenuti in organismi animali e vegetali si possono cosi riassumere:

- produzione di topi transgenici mdx (modello murino della distrofia) esprimenti il fattore
trascrizionale sintetico a tre zinc finger Jazz, disegnato per riconoscere e regolare positivamente il
gene bersaglio utrofina, in grado di compensare l'assenza della distrofina nella distrofia muscolare
di Duchenne. La caratterizzazione dei risultanti topi mdx/Vp16Jazz ha evidenziato un aumento della
trascrizione del gene utrofina nel muscolo scheletrico, con un conseguente netto miglioramento del
fenotipo distrofico;

- realizzazione di nuovi geni sintetici a tre finger fusi a nuovi domini regolatori derivanti dal gene
umano Che-1. Inoltre & stato generato un fattore trascrizionale sintetico a sei zinc fingers, chiamato
"UtroUp" in grado di legare un sito unico nel genoma, oggetto di un brevetto CNR internazionale;

- dimostrazione che l'inibizione di Myc pu0 rappresentare una terapia efficacee sicura per molti tipi
di cancro;

- dimostrazione che l'inibizione di ID promuove il differenziamento di cellule di neuroblastoma umano
e ne attenua le caratteristiche tumorali;

- realizzazione di un database accurato della segnalazione del NGF attraverso i due recettori TRKA
e p75NTR;

- identificazione della funzione di regolatori negativi (PHYA, HLH1) della risposta della pianta a
variazioni della qualita della luce ambientale;

- definizione dei profili di espressione e della localizzazione intracellulare di PIN1 — implicato nel
trasporto polare dell' ormone auxina - nella porzione aerea e nella radice di piante esposte a
condizioni luminose che simulano I'ombra provocata dalla vegetazione circostante.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati Lisultati di Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac -
anno R oli linon in atti di Libri . progettua editoria
i . one t -
I1SI I1SI Convegno li - li
applicativa
2008 1 6 1 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni
Sono proseguite le numerose collaborazioni con Istituzioni universitarie ed Enti di Ricerca in ltalia e
all'estero. Particolarmente attiva nel corso del 2007 la collaborazione con ['lIstituto Nazionale di



Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione, Roma, I'Ospedale Bambino Gesu, Roma, I'EBRI, Roma,
I'EMBL, Monterotondo, Fondazione Parco Bio-medico San Raffaele, Roma, I'UCSF Cancer Center,
S. Francisco, USA, il Department of Human Anatomy and Genetics, University of Oxford, UK e la
Rockefeller University, New York, USA.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Coordinamento e gestione delle attivita internazionali - ENI

Commessa: Regolazione dell'espressione genica e sua integrazione con la rete di
segnalazione cellulare

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: NASI SERGIO

Risultati conseguiti
Il modulo & stato attivato alla fine del 2008 per il coordinamento e la gestione delle attivita
internazionali nell'ambito del progetto ERA-Instruments.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Art!c A:rtico _Artic_o ". ... Rapport Risultati valorizzazi Abstrac AtFiVit.é
anno . oli linon in atti di Libri ; progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008



personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Basi molecolari ed impatto biologico della variabilita genetica e della plasticita genomica

Commessa: Meccanismi molecolari della plasticita genomica e loro deregolazione
Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: SCACCHI RENATO

Risultati conseguiti

| risultati ottenuti soprattutto in relazione alla malattia di Alzheimer (AD) mostrano che dei vari SNP
esaminati in tre geni coinvolti nel sistema colinergico, AchE, BchE, e ChAT, solo ChAT rs2177369
presenta una differenza statisticamente significativa nelle frequenze geniche fra pazienti e controlli.
Per questo SNP, il genotipo G/G € da considerarsi un fattore di rischio rispetto agli altri due genotipi.
Un gruppo di pazienti sottoposti a terapia con due farmaci inibitori della colinesterasi, Donepezil e
Rivastigmina, sono stati seguiti per diversi mesi, registrando la variazione del MMSE, test che
permette di valutare la gravita ed il progredire della demenza, e quindi valutare l'efficacia di farmaci.
Le variazioni periodiche di MMSE sono state studiate mediante 'analisi della covarianza in relazione
alla presenza dei vari alleli dei polimorfismi dei suddetti geni. Il genotipo AChE A/A ¢ stato trovato
significativamente associato con migliore risposta rispetto alla Rivastigmina.

Nel complesso i risultati hanno evidenziato che l'associazione tra polimorfismi e AD & spesso
influenzata da vari fattori, quali I'eta o la presenza di particolari alleli di altri geni.

| risultati conseguiti sono stati oggetto di pubblicazioni su riviste scientifiche con editorial board
internazionale.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoli Rapport Risultati valorizzazi Abstrac Attivita
anno . oli linon in atti di Libri - progettua one t editoria
I1SI I1SI Convegno li L. li
applicativa
2008 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Le ricerche in oggetto sono frutto della collaborazione con la Divisione di Neurologia dell'Ospedale
Civile di Verona e con I'Ospedale S. Eugenio di Roma, per quanto riguarda la malattia di Alzheimer.
Per la malattia coronarica ci si avvale di collaborazioni con I'Azienda Ospedaliera San Giovanni-
Addolorata di Roma e con strutture ospedaliere locali della zona del Cilento (Campania). L'Unita di
Neurologia Pediatrica del Dipartimento di Neuroscienze dell'Universita "Tor Vergata" di Roma é
coinvolta nellindagine su autismo e sindrome di Down.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale



0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Biologia strutturale e bioinformatica: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in
proteine

Commessa: Biologia strutturale: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in proteine

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CHIANCONE EMILIA

Risultati conseguiti

La qualita e il numero delle pubblicazioni su riviste internazionali (28 su riviste internazionali; vedi
elenco nel sito web dell'lBPM) dimostrano l'interesse e la validita delle ricerche in atto.

Da segnalare gli studi su:

- processo di "folding" e "misfolding" in un permutante naturale dei domini PDZ, e quelli sulla
caratterizzazione del meccanismo di folding di domini PDZ omologhi dal punto di vista strutturale;

- meccanismi di risposta allo stress ossidativo comprendenti in particolare la comprensione del
meccanismo d'azione 'in vitro' ed 'in vivo' di proteine batteriche coinvolte nella risposta allo stress
ossidativo/nitrosativo;

- la comprensione delle basi strutturali della alterata funzionalita del mutante naturale F112L della
sorcina - alle alterazioni funzionali € stata ricondotto l'insorgere di ipertrofia cardiaca nei portatori
della mutazione;

- la caratterizzazione delle reazioni di NO e ossigeno con emoproteine respiratorie;

- le ricerche sulla cosiddetta "acid fitness island" di Escherichia coli, una regione del genoma che
controlla I'espressione dei geni coinvolti nella acido-resistenza di questo batterio.

- gli studi sulla capacita della flavoproteina a doppio Fe del parassita Giardia intestinalis che si
ritiene responsabile della sopravvivenza del parassita in presenza di ossigeno;

- l'analisi proteomica dell'espressione e dell'ossidazione specifica di proteine in cheratinociti
trasformati da papillomavirus umano a seguito di irradiazione UVB

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati Lisultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua editoria
. one t -
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 29 2 0 2 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

La ricerca si € avvalsa di una rete di collaborazioni con gruppi di ricerca operanti presso I'Universita
di Roma "La Sapienza", ed in particolare presso il Dipartimento di Scienze Biochimiche e quello di
Genetica e Biologia Molecolare, il Centro di Eccellenza BEMM e I'lstituto Pasteur-Fondazione Cenci



Bolognetti.

Il personale CNR coinvolto nella ricerca collabora inoltre con ricercatori di altre istituzioni di ricerca
nazionali ed estere, quali: Universita di Uim e Karslruhe (Germania) Glasgow e Cambridge (Gran
Bretagna), Uppsala (Svezia), Lisbona (Portogallo), Moscow State (Russia), Nijmegen (Paesi
Bassi), Weizmann Institut (Israele); Wisconsin Medical School e Universita del New Hampshire
(USA), Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC (Spagna), Universita di Bologna, Siena e
Sassari, Aventis.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
9 13

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 12

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dotto_rapdoe _ ) Professor Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro ' Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Oligopeptide binding proteins da Archaea

Commessa: Biologia strutturale: struttura-funzione, dinamica e riconoscimento in proteine

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CHIANCONE EMILIA

Risultati conseguiti
Le attivitu del modulo sono in fase di ridefinizione per difficolta nella cristallizzazione delle proteine di

interesse.

Prodotti della ricerca (2008)

. . L . . Risultati di .

Brevett Art!c A:rtlco _Artlc_o “. ... Rapport Risultati valorizzazi Abstrac At?""t.a

anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale



0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Struttura e funzione di Acidi nucleici e Cromatina. Epigenetica

Commessa: Struttura e funzione di acidi nucleici e cromatina. Epigenetica

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DI MAURO ERNESTO

Risultati conseguiti

| rapporti tra struttura del materiale genetico e fenomeni regolativi alla base del suo funzionamento
sono stati studiati in batteri, lieviti, funghi, animali. E stata affrontata sia a livello genetico che
epigenetico l'organizzazione dei complessi formati da DNA e proteine e studiati i meccanismi
molecolari alla base dei processi di regolazione della trascrizione, basati su modificazioni
epigenetiche e topologiche.

Con riferimento allo studio del potenziale funzionale di elementi dell'architettura del cromosoma
I'attenzione € stata rivolta alla curvatura intrinseca del DNA in promotori batterici. In alcuni bacilli &
stata studiata I'espressione del cluster che raggruppa i geni che presiedono alla sintesi del
peptidoglicano. E stato definito il ruolo di sistemi di rimodellamento della cromatina e sono stati
condotti studi di sintesi ed evoluzione spontanea del materiale genetico in vitro.

Si é studiato il ruolo dell'acetilazione istonica nella risposta alla luce blu in studi epigenetici in funghi
filamentosi ed il contributo degli elementi trasponibili alla struttura delle regioni subtelomeriche di
Drosophila. In Arabidopsis thaliana si € analizzata la localizzazione, la sintesi e il trasporto
dell'auxina, dimostrando che questo ormone regola gli stadi tardivi di sviluppo negli stami.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico  Articoli Risultati = isultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 8 1 1 1 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Sono intense le collaborazioni con il Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare della Universita
di Roma Sapienza e con la Fondazione Pasteur-Cenci Bolognetti e con lIstituzioni universitarie
italiane ed estere.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno



ricercatori totale
17 24

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
14 19

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Regolazione della biosintesi e funzione delllRNA

Commessa: Struttura e funzione di acidi nucleici e cromatina. Epigenetica

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: BOZZONI IRENE

Risultati conseguiti

Mediante esperimenti di immunoprecipitazione della cromatina (ChIP) abbiamo dimostrato che
Drosha, componente catalitica del complesso Microprocessor, € presente sui siti di attiva
trascrizione sia di miRNA intronici che di miRNA intergenici. Abbiamo inoltre dimostrato che questa
localizzazione €& mediata dal trascritto nascente e che & dipendente dalla presenza di
DGCRS8.Questa proteina fa anch'essa parte del complesso Microprocessor la cui funzione
dichiarata & quella di favorire il corretto orientamento dei siti catalitici RNasi Il di Drosha mediate
precoce legame della struttura stem loop del pri-miRNA.

Un'analisi bioinformatica condotta su 541 miRNAs noti ha permesso di rivelare che la maggior parte
di essi, il 62%, € localizzata in regioni introniche di geni codifcanti e non.

Il clonaggio di miR-330 nel secondo introne del gene della 2-globina, usato come reporter, e I'utilizzo
della tecnica della hscRACE (hybrid selection circular RACE) ci hanno permesso di dimostrare che
non solo il Microprocessor é reclutato sul pri-miRNA nascente ma che durante la trascrizione esso
€ anche in grado di processare tale precursore rilasciando il pre-miRNA. La presenza di tale taglio
co-trascrizionale allinterno dell' introne non ne inficia l'efficienza di splicing come stato
precedentemente dimostrato per un altro taglio co-trascrizionale, il CoTC, artificialimente
posizionato in regioni introniche.

Infine, la contemporanea localizzazione sui loci di miRNA intronici delle due attivita esonucleasiche
note Xrn2 (5"3") e Esosoma (3"5') rilevata tramite esperimenti di ChIP ci permette di dedurre un
modello per la biosintesi dei miRNA intronici: durante la trascrizione in seguito al processamento del
pri-miRNA operato dal complesso Microprocessor la restante parte dell'introne viene co-
trascrizionalmetne degradata dalle due attivitd esonucleasiche 5"3' e 3"5'. L'interazione degli esoni
limitrofi con la Pol Il protegge questi ultimi dalla degradazione co-trascrizionale permettendo il
verificarsi di un'efficiente processo di splicing e il rilascio di due diverse molecole, il miRNA e
I'mRNA, da una stesso trascritto precursore.

Prodotti della ricerca (2008)

. . T . . Risultati di sy
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applicativa



2008 1 6 1 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni
Prof.Nicholas Proudfoot
Oxford University

Oxford, United Kingdom

Prof. David Tollervey
University of Edinburgh
Edinburgh, United Kingdom

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 4

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Controllo di proliferazione, differenziamento e morte cellulare

Commessa: Controllo di proliferazione, differenziamento e morte cellulare

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: SANTONI ANGELA

Risultati conseguiti

L'attivita di ricerca ha prodotto numerose pubblicazioni su riviste internazionali con elevato indice di
impatto, elencate nel sito web IBPM. | risultati sono integrati nella tematica del progetto, in
particolare in relazione ai meccanismi molecolari deputati al controllo del differenziamento, della
proliferazione cellulare, dell'apoptosi e coinvolti nella progressione tumorale. Ulteriori pubblicazioni
internazionali sono in corso di revisione.

Prodotti della ricerca (2008)

. . s . . Risultati di sy
Brevett Art!c A_I‘tICO _Artlc_o “. ... | Rapport Risultati valorizzazi Abstrac At?""t.a
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni
Il modulo si avvale di diverse collaborazioni con molteplici enti di ricerca: Istituti INMM ed IGB del



CNR; Universita di Milano Dip.to di Biologia; Universita Roma Tor Vergata Facolta di Medicina e
Chirurgia; lIstituto Superiore di Sanita; Universita Roma "La Sapienza" Dip.to di Medicina
Sperimentale; Istituti Fisioterapici Ospitalieri (IFO) di Roma; Istituto Oncologico di Bari; Universita di
L'Aquila; Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK; Department of Human Anatomy
University of Oxford, UK, Istituto Ortopedico Galeazzi di Milano. International Agency for research
on cancer (IARC), Lyon, Francevedi.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 15

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 11

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

.. . . Collaboratore
. . specializzan Borsista Assegnista e . Altro ' Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Meccanismi molecolari del ciclo cellulare e della mitosi

Commessa: Meccanismi molecolari del ciclo cellulare e della mitosi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: GATTI MAURIZIO

Risultati conseguiti

| risultati ottenuti si sono concretizzati in numerose pubblicazioni su riviste internazionali (cfr. sito
web IBPM). Di notevole interesse sono i lavori di De Luca e collaboratori e di Rensen e
collaboratori, il primo gia pubblicato ed il secondo in corso di stampa su Oncogene. Nel lavoro di De
Luca, si dimostra per la prima volta un legame diretto tra Aurora-A and ch-TOG nella regolazione
dei poli del fuso mitotico umano. Nel lavoro di Rensen, si stabilisce un rapporto tra i geni che
regolano la formazione del fuso e la risposta cellulare a composti antimitotici usati nella terapia del
cancro. Un altro lavoro di notevole interesse € quello di Giansanti e collaboratori, pubblicato su
Current Biology, in cui viene analizzato il ruolo della proteina conservata SpD2 nel funzionamento
dei centrosomi di Drosophila. Particolarmente rilevante € anche il lavoro di Somma e collaboratori,
pubblicato su PloS Genetics, in cui si combina bioinformatica ed RNA interference per identificare
geni mitotici di Drosophila. Questa analisi ha permesso di identificare 70 nuovi geni con un ruolo
mitotico, la maggior parte dei quali hanno omologhi umani. Infine, va citato il lavoro di Cenci e
collaboratori pubblicato su Nature Genetics. In questo lavoro un'elegante analisi genetica dimostra
per la prima volta che i telomeri non protetti sono in grado di attivare il checkpoint mitotico.

Prodotti della ricerca (2008)



Risultati di
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Principali collaborazioni
| ricercatori che operano nell'ambito del Modulo hanno collaborato con numerose Istituzioni italiane
e straniere.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
12 19

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
10 16

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

.. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Analisi di famiglie proteiche e predizione strutturale di proteine modello

Commessa: Bioinformatica per la Genomica Funzionale e Comparata
Progetto: Bioinformatica e biologia computazionale
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MOREA VERONICA

Risultati conseguiti
***** DOMINI VARIABILI DI ANTICORPI A CATENA SINGOLA (scFv) *****

La progettazione, basata sulla conoscenza strutturale e su analisi comparative di sequenze e
strutture di domini variabili di anticorpi, di un scFv dotato di elevata stabilita nel plasma e nei
confronti di agenti riducenti, di basso potenziale immunogenico e di specificita nei confronti
dell'antigene desiderato, e la caratterizzazione sperimentale delle proprieta' di stabilita' e di
riconoscimento dell'antigene di tale frammento sono stati pubblicati sulla rivista Molecular
Immunology (Villani et al., 2008).

= ANGIOGENESI *****

La progettazione, effettuata in base alla analisi strutturale del secondo dominio del recettore 1 del
fattore di crescita dei vasi endoteliali (VEGFR-1), e la caratterizzazione delle attivita biologiche di
peptidi dotati di attivita pro- oppure anti-angiogeniche, sono stati pubblicati sulla riviste Blood (Soro
et al., 2008) e European Journal of Cancer (Lacal et al., 2008)

= tRNA MITOCONDRIALI *****



Lo studio degli effetti di mutazioni puntiformi nei tRNA mitocondriali di lievito che corrispondono a
mutazioni dei tRNA umani correlate con le patologie MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy,
Lactic Acidosis and Stroke-like episodes), la cui razionalizzazione e' stata effettuata in base ad una
analisi comparativa di sequenze e strutture note di tRNA, e' stato pubblicato sulla rivista RNA
(Montanari et al., 2008).

= ALTRE FAMIGLIE PROTEICHE *****

Lo studio delle proprieta' biochimiche di una emoglobina umana ricombinante dimerica, progettata
sulla base di una analisi strutturale dettagliata dell'emoglobina umana e dell'esame di un numero
elevato di possibili segmenti per legare tra di loro le due catene alfa e le due catene beta a livello
genico, e' stato pubblicato sulla rivista Biochimica e Biophysica Acta (Panetta et al., 2008).

Lo studio del meccanismo di folding di un dominio PDZ circolarmente permutato, che era stato
progettato razionalmente in base alla analisi comparativa di domini PDZ di sequenza e struttura
nota, e' stato pubblicato sulla rivista Protein Engineering, Design and Selection (lvarsson et al.,
2008).

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoll Rapport Risultati valorizzazi = Abstrac Attivita
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Universita di Roma "La Sapienza" — Dip. Biologia Cellulare e Sviluppo.

Studio di mutazioni nei tRNA mitocondriali di lievito equivalenti a mutazioni nei tRNA mitocondriali
umani correlate a patologie importanti. L'analisi comparativa di sequenze e strutture di tRNA viene
effettuato dal personale CNR e lo studio del fenotipo dal personale universitario.

Dip.to Scienze Biochimiche "A. Rossi Fanelli" — Univ. di Roma "La Sapienza".

Realizzazione di frammenti di anticorpi a catena singola contenenti i domini variabili (scFv) dotati di
stabilita' elevata, specificita' nei confronti dell'antigene desiderato e possibilita' di essere espressi e
purificati con rese elevate da E. coli. Studio delle proprieta' biochimiche di una emoglobina umana
dimerica. Studio del meccanismo di folding di un dominio PDZ circolarmente permutato.

La progettazione dei frammenti anticorpali di tipo scFv, dell'emoglobina umana in cui le due catene
alfa sono legate tra loro e le due catene beta sono legate tra loro a livello genico, e del dominio PDZ
circolarmente permutato e' effettuata da personale CNR e la produzione e caratterizzazione di tutte
le proteine da personale universitario.

Istituto Dermopatico dell'lmmacolata - IRCCS e Molecular Cell Biology Department, Paul Scherrer
Institut, Villingen, Svizzera.

Studio dei meccanismi coinvolti nell'angiogenesi a livello molecolare, e in particolare della azione
delle proteine appartenenti alla famiglia del fattore di crescita dei vasi endoteliali e dei loro recettori.
Realizzazione di peptidi dotati di attivita' pro- oppure anti-angiogenica e di mutanti proteici con
funzioni modificate per applicazioni biomediche.

La progettazione di peptidi e proteine modificate viene effettuata da personale CNR, la
caratterizzazione delle loro attivita' biochimiche e biologiche dal personale IDI e la produzione delle
proteine modificate in parte dal personale IDI ed in parte dal personale del Paul Scherrer Institute di
Villigen (Svizzera).

ENEA - Sezione Genetica e Genomica Vegetale.
Generazione di frammenti anticorpali a catena singola contenenti i domini variabili (scFv) dotati di



elevata' stabilita', basso potenziale immunogenico e specificita’ nei confronti dell'antigene
desiderato.

La progettazione degli scFv viene fatta dal personale CNR e la caratterizzazione sperimentale dal
personale ENEA.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Attivita RSTL

Interazione di bacilli sporigeni con ife fungine per studiare i fattori diffusibili coinvolti nella
formazione di micorrize su radici di piante superiori.

Responsabile: BECCARI ELENA

Risultati conseguiti
Terminata nel 2007.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale



0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Identificazione di molecole inibitrici dell'attivita’' di XENDO U, I'omologo cellulare di una
proteina essenziale per la replicazione e trascrizione dei coronavirus

Responsabile: CAFFARELLI ELISA

Risultati conseguiti
Terminata nel 2007.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate



Meccanismi di accumulo di metalli pesanti in piante di tabacco da utilizzare per fitorimedio
Responsabile: CARDARELLI MAURA

Risultati conseguiti

Obiettivo di questa ricerca €& valutare il ruolo del trasportatore vacuolare MRP3 nella
compartimentalizzazione dei complessi fitochelatine—cadmio nelle specie modello Arabidopsis
thaliana e Nicotiana tabacum. A tale scopo abbiamo analizzato la tolleranza e I'accumulo di Cd del
mutante inserzionale di arabidopsis mrp3. Le plantule mrp3 mostrano, rispetto alle corrispondenti
wt, una maggiore inibizione della crescita in presenza di Cd 60uM e protoplasti fogliari da piante
mrp3 hanno un maggiore accumulo di Cd citosolico rispetto a quelli wt. Sono state quindi
trasformate piante di arabidopsis e di tabacco con un costrutto che permette la sovraespressione
del gene AtMRP3. Dati preliminari mostrano una maggiore tolleranza al Cd delle plantule di
arabidopsis sovraesprimenti MRP3 rispetto alle wt. Questi dati indicano che MRP3 & coinvolto nella
tolleranza al Cd in accordo con un possibile ruolo di trasporto dei complessi fitochelatine-Cd.

Prodotti della ricerca (2008)
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2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Paolo Costantino, Valentina Cecchetti, Patrizia Brunetti, Milena Altamura, Giuseppina Falasca,
Universita La Sapienza, Roma.

Angelo De Paolis, CNR, Istituto Scienze delle Produzioni Alimentari Lecce.

Enrico Martinoia, Universita di Zurigo.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

La ricerca si € avvalsa di camere per la crescita di piante di tabacco su terra e in vitro e di
strumentazione avanzata per l'analisi dell'espressione genica, disponibile presso i laboratori
dell'lstituto.

Ruolo dei centrosomi nella formazione del fuso bipolare in cellule di mammaifero in



coltura
Responsabile: DEGRASSI FRANCESCA

Risultati conseguiti

Abbiamo dimostrato che i cinetocori sono i siti iniziali di nucleazione di microtubuli quando il fuso
mitotico si riforma a seguito della rimozione di un inibitore in cellule di mammifero. Questo processo
richiede l'accumulazione ai cinetocori della forma carica di GTP della GTPasi Ran e la
delocalizzazione dai cinetocori stessi del suo fattore di idrolisi RanGAP1. La nucleazione di
microtubuli dai cinetocori e' anche attivata a seguito del disassemblaggio del fuso dopo freddo
qualora l'attivita dei centrosomi sia compromessa, suggerendo che la nucleazione dai centrosomi
influenza negativamente la enucleazione dai cinetocori. | nostri dati suggeriscono un modello di
assemblaggio del fuso in cellule di mammifero nel quale I'abbondanza di fattori di nucleazione e/o
stabilizzazione dei microtubuli ai cinetocori o0 ai centrosomi € dipendente dalla presenza di RanGTP
e governa il contributo relativo dei due circuiti di nucleazione alla formazione del fuso bipolare.

Prodotti della ricerca (2008)
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2008 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni
Dipartimento di Biologia Cellulare dell'Universita' della North Carolina (USA)
Cambridge Resource Centre for Comparative Genomics dell'Universita' di Cambridge (UK)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato
Dottorando e Professor

e - . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. . do visitatore
di ricerca

0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate
L'attivita di ricerca si € avvalsa di strumentazione avanzata per analisi citologiche, disponibile
presso i laboratori dell'lstituto.

Un nuovo inibitore delle acetiltrasferrasi istoniche con proprieta citostatiche, antifungine
ed antivirali

Responsabile: FILETICI PATRIZIA



Risultati conseguiti
Terminata nel 2007.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Risultati

Rapiport progettua
li
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. . specializzan Borsista Assegnista e .
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Identificazione ed analisi dell'espressione di microRNA in topo e Xenopus

Responsabile: FRAGAPANE PAOLA

Risultati conseguiti

Risultati di
valorizzazi
one
applicativa
0

Altro Totale

Abstrac
t

0

Attivita
editoria
li

0

Molti sono gli studi che hanno dimostrato come stimuli stressanti possano influenzare I'attivita'
neuronale in differenti aree cerebrali. Queste alterazioni sono state correlate ad un indebolimento
della memoria ma anche a differenti malattie umane come depressione ed Alzheimer. E' quindi molto
importante deteminare quali siano i meccanismi molecolari coinvolti nei cambiamenti prodotti dallo
stress. Studi recenti hanno dimostrato un interessante meccanismo di plasticita' in cui sono
coinvolti I microRNA (miRNA). | miRNA infatti potrebbero regolare la sintesi proteica a livello delle
sinapsi. Lo studio svolto ha dimostrato la diversa espressione dei microRNA nelle differenti aree
cerebrali e I'alterazione dell'espressione di alcuni miRNA nella corteccia prefrontale in topi sottoposti

a stimuli stressanti.

Prodotti della ricerca (2008)



Risultati di
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Principali collaborazioni

Prof. Andrea Mele Dip. di Genetica e Biologia molecolare Univ .Roma La Sapienza
Prof. Carlo Presutti Dip. di Genetica e Biologia molecolare Univ .Roma La Sapienza
Prof. Alberto Oliverio Dip. di Genetica e Biologia molecolare Univ .Roma La Sapienza
Prof.ssa Irene Bozzoni Dip. di Genetica e Biologia molecolare Univ .Roma La Sapienza
Dott.ssa Arianna Rinaldi Centre for Integrative Physiology Univ. of Edinburgh

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate
La ricerca si & avvalsa di strumentazione avanzata per analisi molecolari ed istochimiche,
disponibile presso i laboraori dell'lBPM.

Rapporti tra elementi trasponibili e genoma ospite in drosophila melanogaster
Responsabile: JUNAKOVIC NIKOLAJ

Risultati conseguiti
Terminata nel 2007.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati 1isultati di Attivita
Brevett . . . - ... | Rapport valorizzazi Abstrac -
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Risorse umane



Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Studio della trascrittasi inversa endogena come nuovo regolatore della proliferazione e
trasformazione cellulare

Responsabile: LAVIA PATRIZIA

Risultati conseguiti
Terminata nel 2007.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic = Artico  Articoli Rapport Risultati valorizzazi Abstrac Attivita
anno . oli linon in atti di Libri PP progettua editoria
i . one t -
ISl ISl Convegno li L li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato n, i orando e Professor

specializzan Borsista Assegnista e
do visitatore

Collaboratore

. Altro Totale
professionale

incaricato
di ricerca



0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Struttura ed applicazioni biotecnhologiche dei citocromi P450 coinvolti nella biosintesi di
farmaci

Responsabile: SAVINO CARMELINDA

Risultati conseguiti
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erythraea, (EryK) e la cinetica di legame al suo substrato fisiologico eritromicina D (ErD). Sono
state ottenute 3 strutture differenti di EryK. L'analisi della struttura legata a ErD rivela i determinanti
strutturali coinvolti nel riconoscimento del substrato e ne spiega la selettivita. Le strutture senza
ligando di EryK indicano che la proteina pud assumere una conformazione aperta ed una chiusa
anche in assenza del substrato. Studi di cinetica allo stopped-flow hanno permesso d'investigare i
parametri energetici delle due diverse conformazioni e hanno dimostrato che EryK lega ErD con un
meccanismo complesso derivante da un equilibrio pre-esistente fra una conformazione chiusa ed
un'aperta di EryK e non da una variazione conformazionale indotta dal substrato, come in altri P450
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Principali risorse strumentali utilizzate
La ricerca si € avvalsa di strumentazione avanzata per analisi strutturali e funzionali di proteine,
disponibile presso i laboratori dell'lBPM e del Dipartimento di Scienze Biochimiche.
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Unusually strong H-bonding to the heme ligand and fast geminate recombination dynamics of the
carbon monoxide complex of Bacillus subtilis truncated hemoglobin. - BIOCHEMISTRY, Vol. 47,
Pagg. 902-910

Scacchi R, Gambina G, Moretto G, Corbo RM. - Variability of AChE, BChE, and ChAT genes in
the late-onset form of Alzheimer's disease and relationships with response to treatment with
Donepezil and Rivastigmine. - AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART B-
NEUROPSYCHIATRIC GENETICS, Vol. , Pagg. -



77

Montanari A, Besagni C, De Luca C, Morea V, Oliva R, Tramontano A, Bolotin-Fukuhara M,
Frontali L, Francisci S. - Yeast as a model of human mitochondrial tRNA base substitutions:
investigation of the molecular basis of respiratory defects. - RNA-A PUBLICATION OF THE
RNA SOCIETY, Vol. 14, Pagg. 275-283

Articoli non IS

1

2

Carabelli M, Possenti M, Sessa G, Ciolfi A, Sassi M, Morelli G, Ruberti I. - A novel regulatory
circuit underlying plant response to canopy shade. - Plant Signaling & Behavior, Vol. , Pagg. -

llari A, Savino C - Protein structure determination by x-ray crystallography. - Methods Mol Biol,
Vol. , Pagg. -

Al-Lazikani B, Hill EE, Morea V. - Protein structure prediction - Methods Mol Biol, Vol. 453, Pagg.
33-85

Ciciriello F, Costanzo G, Pino S, Di Mauro E. - Spontaneous generation revisited at the molecular
level. - Evolutionary Biology from Concept to Application I, Vol. , Pagg. -

Cacchiarelli D, Santoni D, Bozzoni I. - miRNAs as prime players in a combinatorial view of
evolution - RNA Biol, Vol. , Pagg. -

Articoli in atti di Convegno

1

Libri

G. Costanzo, F. Ciciriello, S. Pino, D. Pesce, M. Graciotti, E. Di Mauro - Water: From the
Nonenzymatic Phosphorylation of Nucleosides to the Nonenzymatic Ligation of Oligonucleotides.
Orig Life Evol Biosph. - XII Meeting of ISSOL - XVth International Conference on The Origin of
Life, Firenze

llari A, Savino C. - Protein structure determination by x-ray crystallography. -, ,
Al-Lazikani B, Hill EE, Morea V. - Protein structure prediction. - , ,

. F. Ciciriello, G. Costanzo, S. Pino, E. Di Mauro - Spontaneous generation revisited at the
molecular level. -, ,

Principali risorse strumentali dell _ ’stituto

E' stata utilizzata ampiamente tutta la strumentazione avanzata per la caratterizzazione strutturale
e funzionale di acidi nucleici e proteine disponibile presso ['lstituto e presso i Dipartimenti di Scienze
Biochimiche e di Genetica e Biologia Molecolare della Universita La Sapienza di Roma

Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

Elementi di autovalutazione

L'attivita svolta dall'lBPM si inquadra negli indirizzi della biologia di base moderna che, per affrontare
i problemi biologici fondamentali, utilizza metodologie ed approcci fra loro complementari, propri di
diverse discipline storiche della ricerca biomedica. | confini fra biochimica, biologia molecolare,
genetica e patologia molecolare infatti sono diventati sempre piu sfumati in quanto € cresciuta
I'esigenza di utilizzare da un lato gli studi di biologia strutturale per conoscere i meccanismi di
patogenesi su base molecolare - in quanto permettono di comprendere i meccanismi di controllo di
funzione e dinamica delle proteine, la regolazione della trascrizione, la degradazione ed il turn-over
delle biomolecole e la trasduzione del segnale; dall'altro di definire la rete di interazioni alla base di
processi complessi come il ciclo cellulare, il controllo dello sviluppo e l'insorgere di malattie tramite



un approccio genetico-molecolare.

Nel 2008 i risultati delle ricerche si sono concretizzati in 77 pubblicazioni su riviste internazionali di
cui 9 in corso di stampa, in 5 pubblicazioni su riviste non ISI ma incluse in PubMed, nel deposito
all'estero di 1 brevetto e nella identificazione di 2 vie di segnalazione inserite nella banca dati
"signalling" in http://www.reactome.org (I'elenco & consultabile sul sito dell'lstituto, www.ibpm.cnr.it).
Delle 77 pubblicazioni con indice di impatto, 68 hanno un valore superiore alla mediana della
categoria "Biochemistry and Molecular Biology" (pari a 2,55 per il 2007); fra queste, 7 pubblicazioni
si situano nella fascia di eccellenza, in particolare 2 lavori, pubblicati su Nature e Nature Genetics,
hanno IF > 25, e 5 valori di IF compresi fra 10 e 15. | lavori con IF nella fascia IF 5-10, che
comprende riviste di prestigio come Proc. Natl. Acad Sci. USA, EMBO J., PloS Genetics, Plant Cell,
J. Cell Biol., FASEB J. e J. Biol. Chem. si trovano altre 25 pubblicazioni. Sono quindi solo 9 le
pubblicazioni con IF inferiore al valore mediano della categoria. Complessivamente, il valore di IF
medio & pari a 5,56, a conferma della qualita della ricerca e della posizione acquisita a livello
internazionale. Un elemento di paragone obiettivo € fornito dal raffronto con i risultati 2007 (74
pubblicazioni su riviste internazionali, con 7 pubblicazioni ad indice di impatto superiore a 9 e 21
lavori con un indice compreso fra 5 e 9 su scala ISI; valore di IF medio pari a 4,68, e due brevetti
nazionali).

L'attenzione verso un possibile uso pratico delle conoscenze acquisite nel campo della biomedicina
e dimostrato dal brevetto depositato, che trova un possibile utilizzo nella cura della distrofia
muscolare, mentre la tipologia dei finanziamenti esterni suggerisce applicazioni in campo
metodologico e nelle biotecnologie vegetali.

Nell'ottica di integrazione di competenze sono state favorite ed incoraggiate discussioni e
collaborazioni fra ricercatori con competenze diverse. In questa ottica € strategica la localizzazione
di gran parte dell'lBPM alliinterno dell'Universita di Roma "Sapienza". Permette infatti una migliore
utilizzazione delle infrastrutture sia del CNR che dell'Universita, facilita il reclutamento di laureandi e
dottorandi ed il coinvolgimento del personale CNR in attivita di docenza, sempre fonte di
arricchimento culturale. Favorisce inoltre il contributo di idee e progetti di personale docente
associato all'lstituto e la sinergia con due importanti realta scientifiche dell'Universita nell'area della
biologia, il Centro di Eccellenza MIUR "Biologia e Medicina Molecolare" e l'ente di diritto privato
"Istituto Pasteur Fondazione Cenci-Bolognetti". Si auspica che quanto prima l'ex Sezione di
Patologia Molecolare, trasferitasi ormai da diversi anni dall'Area di Viale Marx, possa trovare
anch'essa sede definitiva in locali dell'Universita di Roma "Sapienza".

- Criticita
Finanziamenti istituzionali ed esterni.

| finanziamenti istituzionali (f.f.0.) sono la prima fonte di criticita. Si € passati dal 2005 al 2008 da
667.203 Euro a 257.790 Euro quindi, nel giro di quattro anni, ad un decurtamento del 61,37%!
Depurato dalle spese di gestione incomprimibili, che oltre ai buoni pasto, grazie alla Convenzione in
atto CNR-Sapienza, sono limitate ai soli canoni di manutenzione apparecchiature, noleggi,
spedizioni e telefono, il finanziamento residuo € pari a 126.390 Euro, una somma esigua per un
Istituto di 65 persone con 42 unita di personale di ricerca e 21 unita di personale tecnico oltre a 2
amministrativi, anche se a questa cifra si aggiungessero i 33.000 Euro di contributi PRIN 2007 a tre
ricercatori e 25.000 Euro assegnati da Dipartimento Scienze della Vita.

Alla diminuzione dei finanziamenti istituzionali si & contrapposto l'incremento di quelli esterni che nel
2008 hanno raggiunto 638.000 Euro, ed hanno quindi superato di molto il finanziamento istituzionale.
E questa la dimostrazione della capacita dell'lBPM di reperire fondi in una situazione generale di
carenza finanziaria e dell'interesse che le ricerche rivestono in settori applicativi quali la biomedicina
e le biotecnologie vegetali ed ambientali.

Nonostante l'incremento dei fondi esterni la situazione finanziaria rimane molto critica. E stato quindi
necessario sacrificare due tipologie di spesa essenziali per la vitalita ed il futuro dell'lstituto, quelle
relative alla strumentazione ed ai dottorati di ricerca.

La carenza di fondi istituzionali per materiale inventariabile merita un commento ad hoc.



L'obsolescenza della strumentazione e la scarsita di fondi per acquisire apparecchiature di
avanguardia e tenere cosi il passo con l'innovazione tecnologica costituiscono per I'BPM un punto
di debolezza che rischia di compromettere la posizione raggiunta a livello internazionale dalle
singole componenti. Nel 2005 ¢ stata acquisita, con fondi istituzionali dedicati, una delle pochissime
ultracentrifughe analitiche di nuova generazione che operano sul territorio nazionale e I'BPM ha
potuto utilizzare uno strumento di avanguardia per la cinetica di reazioni super-rapide costruito nel
Dipartimento di Scienze Biochimiche. Nel 2006 l'unica strumentazione di avanguardia acquisita &
stato I'acquisto tramite fondi esterni (FIRB 2003) di uno strumento di Real-time PCR comprensivo di
robot dedicato. Nel 2007 cosi come nel 2008 non vi sono stati acquisti di rilievo.

Va sottolineato infine da un punto di vista piu generale che il prevalere dei fondi esterni - con i loro
vincoli di finalita, destinazione e rendicontazione della spesa - sui fondi istituzionali pone problemi di
non scarsa rilevanza: rischia di snaturare il compito istituzionale dell'|BPM.

Personale

Dalla costituzione dell'lBPM nel 2003 sono andate in pensione ben 27 unita di personale (2 dirigenti
di ricerca, 4 primi ricercatori, 4 ricercatori, 15 CTER, e 2 funzionari amministrativi) e sono avvenuti
diversi trasferimenti di ricercatori (1 verso e 1 dall'lBPM nel corso del 2008). A fronte di questa
diminuzione drastica e dell'invecchiamento del personale in servizio (4 fra i | ricercatori e 1 CTER
hanno superato nel 2008 i 65 anni) vi € stato l'inserimento di 1 solo ricercatore a tempo
indeterminato e di 4 unita di personale a tempo determinato (3 ricercatori e 1 collaboratore di
amministrazione) che si auspica vengano stabilizzati nel corso del 2009. Si rende comunque
necessario porre rimedio a diminuzione e invecchiamento del personale con l'inserimento di giovani
di valore.

E opportuno ribadire nel contesto della situazione del personale, che, come gia segnalato al
Presidente ed al Direttore Generale nell'ottobre scorso, & previsto alla fine del 2009 il
pensionamento del Segretario amministrativo. Verra cosi a mancare l'unico elemento in grado di
gestire I'amministrazione dell'lBPM con gravi ripercussioni per il funzionamento dell'lstituto se non
sara garantita una congrua sovrapposizione temporale con il nuovo Segretario.

Proposta di interventi organizzativi

L'IBPM, sia per il numero del personale CNR (65 unita) che per le sinergie consolidate con altre
realta scientifiche dell'Universita di Roma "Sapienza" e altre Istituzioni romane, ha una dimensione
adeguata alle esigenze della ricerca interdisciplinare che caratterizza la biologia moderna come
dimostrato dal numero e dal livello delle pubblicazioni scientifiche.

La strategia degli interventi organizzativi deve mirare da un lato a rafforzare le collaborazioni
esistenti e, dall'altro, ad inserire i giovani che si sono formati negli anni, per sostituire il personale
andato in pensione o in via di pensionamento e dare nuova linfa all'lstituto. In mancanza di
prospettive di lavoro infatti, i giovani migliori lasciano la struttura per trasferirsi all'estero o passare
ad aziende private, disperdendo cosi un patrimonio prezioso del CNR.



Risorse finanziarie

Attivita coperte | Attivita coperte Totale Risorse da Totale per ricercatore
da fonti interne | da fonti esterne esercizi precedenti| generale | operante nell'lstituto
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 365 664 1.029 126 1.155 28
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 3.353 714 4.067 201 4.268 102




Istituto di biomembrane e bioenergetica

Direttore: Dr.ssa ERSILIA MARRA

Sede principale: Via Giovanni Amendola 165/A - 70126 Bari (BA)

Articolazione territoriale: BIOLOGIA CELLULARE E MOLECOLARE DI ORGANISMI
EUCARIOTICI

Sito web dell'lstituto: www.ibbe.cnr.it

Dipartimento di prevista afferenza
Scienze della Vita

Missione

Sviluppare lattivita di ricerca nelle seguenti aree tematiche: bioenergetica, biomembrane e trasporto,
fisiopatologia cellulare, biochimica delle macromolecole informazionali nello sviluppo e nellinvecchiamento.

SISTEMI BIOENERGETICI DI MEMBRANA: MECCANISMI FUNZIONALI E FISIOPATOLOGIA.
Responsabile Prof. Sergio Papa

Analisi a livello molecolare/atomico del meccanismo di trasduzione dellenergia (pompaggio di protoni
accoppiato allattivita ossido-riduttiva) nella citocromo ¢ ossidasi purificata allo stato solubile ed incorporata in
membrane artificial. Regolazione dellattivita NADH - ubichinone ossido- riduttasi e produzione di radicali
dellossigeno nel complesso | della catena respiratoria. Analisi genetica e biochimica di disfunzioni di complessi
della catena respiratoria in malattie ereditarie e malattie neurodegenative tra cui Parkinson familiare e Parkinson
sporadico. Studio dellestensione mitocondriale della cascata del’ AMP ciclico, localizzazione submitocondriale
della proteina chinasi A, fosfatasi e proteine di ancoraggio AKAP. Controllo del bilancio dei radicali di ossigeno da
parte dellAMP ciclico beta agonisti e beta antagonisti. Analisi proteomica di patterns, proteici in reperti bioptici di
pazienti con malattie neurodegenative. Analisi genetiche e funzionali di sistemi della fosforilazione ossidativa in
microrganismi Altoproduttori di antibiotici.

BIOGENESI DELLE MEMBRANE DI TRASDUZIONE DELL'ENERGIA

Responsabile Prof.ssa Maria Nicola Gadaleta

Studio del sistema genetico mitocondriale in organismi modello (riccio di mare, Drosophila, ratto) e dei fattori che
ne regolano l'espressione in condizioni di stress e dopo vari trattamenti nutrizionali e farmacologici. Studio di
atterazioni del DNA mitocondriale (mtDNA) associate alleta e ad alterazioni metaboliche, quali diabete e
ipotiroidismo, nelluomo. Meccanismi di import di tRNA in mitocondri di piante superiori. Studio dellefficacia del
controllo nutrizionale sulla lipemia e sulla modulazione del rischio cardiovascolare. Studio dellinterazione tra
inibitori di proteasi (IP) di pianta e proteasi di insetto. Studio dei meccanismi molecolari di risposta a stress nella
fotosintesi. Studio dei meccanismi che regolano la bio-remediation da metall pesanti in batteri fotosintetici.
Peptidi bioattivi ad attivita anti ipertensiva ottenuti mediante tecniche del DNA ricombinante da utiizzare come
ingredienti in alimenti funzionali.

INTERRELAZIONE NUCLEO/CITOPLASMA/MITOCONDRI NELLOMEOSTASI CELLULARE
Responsabile: Dr.ssa Ersilia Marra

Studio dei processi con cui macromolecole e componenti cellulari interagiscono allinterno della cellula e
scambiano segnali fra le diverse cellule. Aspetti fisiopatologici dellomeostasi cellulare di interesse bioenergetico:
a) Permeabilita mitocondriale e metabolismo energetico; b)Omeostasi dei cofattori flavinici; c) Comunicazione
mitocondri-nucleo nella risposta cellulare allo stress. Basi molecolari della morte cellulare: a) Bioenergetica
mitocondriale nella morte cellulare; b) | determinanti cellulari nei processi culminanti con la morte cellulare.
Regolazione della proliferazione cellulare: a) Regolazione dellespressione dei fattori di crescita e di adesione; b)
Studio delle molecole coinvolte nella comunicazione intra- € inter-cellulare



TRASPORTATORI MITOCONDRIALI: STRUTTURA E MECCANISMI FUNZIONALI

Responsabile: Prof. Ferdinando Palmieri

Studio di relazioni struttura-funzione dei trasportatori mitocondriali. Sviluppo di sistemi di espressione eterologhi.
Caratterizzazione funzionale e strutturale delle proteine ricombinanti mediante ricostituzione in liposomi,
modeling, analisi mutagenica, spettroscopica e cristallografica.

Studio della funzione e del ruolo fisiologico dei trasportatori mitocondriali in sistemi cellulari e organismi modello.
Studio delle basi molecolari di patologie correlate a trasportatori mitocondriali.

Attivita di ricerca (2008)

Commesse

. Biogenesi delle Membrane di Trasduzione dell'Energia.

. Sistemi bioenergetici di membrana: meccanismi funzionali e fisiopatologia.
. Trasportatori mitocondriali: struttura e meccanismi funzionali

. Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri nell'omeostasi cellulare.

Moduli

. Biogenesi delle Membrane di Trasduzione dell'Energia.

. Sistemi boenergetici di membrana: meccanismi funzionali e fisiopatologia.
. Trasportatori mitocondriali: struttura e meccanismi funzionali

. Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri nell'omeostasi cellulare.

RSTL

. Encefalomiopatie mitocondriali
. Meccanismi molecolari nel morbo di Alzheimer: ruolo della proteina beta-amiloide
. Studio dell’interazione pianta — fungo patogeno Fusarium oxysporum

Attivita Commesse
Biogenesi delle Membrane di Trasduzione dell'Energia.

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: GADALETA MARIA NICOLA

Risultati conseguiti

Nell'invecchiamento si osserva l'accumulo di vari tipi di danno a carico del DNA mitocondriale
(mtDNA) che la dieta con restrizione calorica € in grado di prevenire o ritardare. E' stato dimostrato
che nel cervello di ratti vecchi nutriti ad libitum la regione del mtDNA comprendente il Direct Repeat
1 della delezione di 4834 bp € altamente danneggiata rispetto a quella degli animali giovani, mentre i
ratti vecchi sottoposti a restrizione calorica mostrano una minore estensione del danno.

Mediante un approccio proteomico, condotto in collaborazione con la prof. Gelfi dell'Universita di
Milano, sono state valutate le alterazioni a carico del muscolo soleo in condizioni di disuso e in
seguito a trattamento con acetil-I-carnitina (ALCAR), messa a disposizione del Responsabile della
Commessa dalla Sigma Tau Industrie Farmaceutiche. Sono stati osservati cambiamenti metabolici,



uno shift da metabolismo ossidativo a metabolismo glicolitico. E' stato rilevato infatti un incremento
degli enzimi glicolitici e un decremento degli enzimi coinvolti nella beta ossidazione degli acidi grassi
con conseguente minore produzione di ATP. Tali cambiamenti sono in parte contrastati dal
trattamento con ALCAR che induce un ripristino della massa mitocondriale e fa diminuire
I'espressione degli enzimi glicolitici, suggerendo una normalizzazione dello shift metabolico
osservato durante il disuso.

E' stato clonato il cDNA del fattore di inizio della trascrizione mitocondriale TFAM di riccio di mare P.
lividus. Il cDNA codifica per una proteina matura di 192 amminoacidi che possiede i due domini
HMG tipici della proteina TFAM di tutti i sistemi animali. La coda C-terminale, responsabile del
legame specifico al promotore e dell'attivazione trascrizionale nella proteina umana, € sensibilmente
piu corta nel riccio di mare. La proteina ricombinante, espressa in batteri, & stata purificata
mediante cromatografia.

Il fattore proteico mitocondriale MTERF3 di Drosophila melanogaster € stato caratterizzato tramite
l'analisi di fenotipi "loss-" e "gain-of-function". La deplezione di MTERF3 altera il livello di proteine
implicate nella biogenesi mitocondriale quali TFAM e TFB1M; la overespressione del fattore invece
abbassa il livello di trascritti mitocondriali, confermando il ruolo di repressore trascrizionale per
MTERF3. Inoltre, & stato dimostrato che il sistema DRE/DREF, coinvolto nell'espressione di
proteine implicate nella replicazione del DNA nucleare e nel mantenimento del mtDNA in Drosophila,
controlla positivamente il fattore di terminazione della trascrizione mitocondriale DmTTF.

Sulla base delle conoscenze dell'attivita pro-infiammatoria di Lp(a) nel sistema vascolare, e in
considerazione della capacita di Lp(a) di passare attraverso la barriera ematoliquorale in malattie
neurologiche infiammatorie, si € iniziato lo studio del ruolo di apo(a) ricombinante nella
neutralizzazione della risposta infiammatoria LPS-mediata in un sistema di cellule nervose in
coltura. Dati preliminari indicano che r-apo(a), non influenza la secrezione di IL-6 e IL-8 da parte
delle cellule U373, ma riduce significativamente la risposta inflammatoria di tali cellule indotta da
LPS. Inoltre, al fine di meglio comprendere le attivita del sistema del plasmin(ogeno) nel CNS si &
iniziata l'indagine sulla presenza di plasminogeno e dei suoi derivati proteolitici nel liquor di pazienti
affetti da malattie neurologiche infiammatorie e non, con e senza disfunzione della barriera
ematoencefalica. E' tuttora in corso I'analisi del plasminogeno nei campioni di liquor selezionati.

La proteina N15-MTI-2 € stata inviata presso i laboratori dell' ISMAC-CNR di Milano per Il'analisi
NMR. L'analisi del proteoma di membrana del batterio fotosintetico R. sphaeroides ha permesso
l'identificazione delle proteine dei complessi di membrana LHC (light harvesting complex) e del
centro di reazione. E' stato dimostrato che nel genoma di spinacio esistono almeno cinque geni
della famiglia Lhcb1, dotati di possibili regioni di regolazione del tipo "GATA box" diversamente
organizzati. Esperimenti di Real Time PCR hanno confermato l'espressione differenziale di trascritti
di proteine down e up espresse in cellule di R. sphaeroides cresciute in presenza di cobalto. |l
batterio € stato cresciuto anche in presenza di elevate concentrazioni di cromato ed e stata
condotta I'analisi del proteoma solubile. Un nuovo approccio € stato messo a punto per la
produzione di peptidi bioattivi aventi attivita anti ipertensiva piu conveniente per lo scale up
industriale. E' stato selezionato un nuovo ceppo batterico e una nuova strategia di purificazione &
stata attuata. La standardizzazione della nuova purificazione permettera di incrementare le quantita
di biopeptidi prodotti facilitando le fasi di purificazione. Nei mitocondri di patata I'import di molecole di
tRNA & mediato da aminoacilsintetasi.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita

anno Brey ett oli linon in atti di Libri Rapiport progettua valoc:I;zezaZI Absttrac editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 5 0 0 2 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare Univ. di Bari; Sigma Tau, Industrie Farmaceutiche
Riunite, Roma; Instit. for Biophysical and Clinical Research into Human Movement, Manchester
University (UK); Lab. Biochemistry of Aging, University of Gainesville, Florida; Department of



Sciences and Biomedical Technologies, University of Milan, Segrate (Ml), Italy; Dep. Laboratory
Medicine, Division of Metabolic Diseases, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden; Dip.
Biochimica, Univ. di Madrid; Dip. Biochimica e Biologia Cellulare e Molecolare, Univ. di Zaragoza,
Spagna; IRCCS De Bellis, Castellana Grotte (BA); INSERM at Cyceron/University of Caen, France;
Dipartimento Scienze Neurologiche e Psichiatriche- Neurofisiopatologia AOU Careggi, Firenze;
Lab. Biologie des Entomophages, Univ. Amiens, France; ISMAC CNR-Milano; Dipartimento di
protezione delle piante e microbiologia applicata, presso I'Universita di Bari; Institute of Plant
Molecular Biology - CNRS, Strasbourg, France; Istituto dei Processi Chimico-Fisici, CNR, Bari;
Istituto per la Tecnologia delle membrane (ITM-CNR); Centro Ricerca Interdipartimentale
BIOAGROMED, Universita di Foggia; Dipartimento di Scienze Ambientali, Universita della Tuscia,
Viterbo; Dipartimento di Farmacologia-Universita di Patrasso (GR).

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 4

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 4

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. - specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
4 0 0 0 0 0 0 4

Principali risorse strumentali utilizzate

Strumentazione di base per i Laboratori di biochimica e biologia molecolare; Laboratori per i
radioisotopi; Sistema per cromatografia FPLC; Real-Time PCR; Thermal Cycler per PCR,;
Microscopi a luce trasmessa e fluorescenza con sistema di acquisizione di immagini mediante
CCD camera; Apparati per elettroforesi mono e bidimensionale e per trasferimento di proteine ed
acidi nucleici; Analizzatore di fluorescenza/chemiluminescenza/radioattivo Amersham Typhoon
8600;

Sistemi bioenergetici di membrana: meccanismi funzionali e fisiopatologia.

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PAPA SERGIO

Risultati conseguiti

Le ricerche sulla regolazione delle funzioni mitocondriali da parte della cascata del cAMP hanno
permesso di dimostrare che la fosforilazione PKA dipendente regola limport di subunita del
complesso | a codifica nucleare. Tale effetto & associato all'attivazione dell'attivita NADH-
ubichinone ossidoreduttasica ed alla produzione di ROS . Sono state inoltre condotte ricerche sul
contributo di mutazioni del DNA mitocondriale e disfunzioni associate in una forma familiare di
Parkinson dovuta a mutazioni nel gene PINK1 che codifica per una chinasi a localizzazione



mitocondriale.

Lo studio del differenziamento di monociti umani in Cellule Dendritiche ha evidenziato che tale
processo € accompagnato da un'attiva biogenesi mitocondriale, che si sostanzia in un aumento del
numero di mitocondri per cellula e da un aumento dell'attivita di alcuni enzimi mitocondriali (citrato
sintetasi). Inoltre, sembra che i ROS di origine mitocondriale svolgano un ruolo importante nel
processo di differenziamento.

E' stato dimostrato a livello cerebrale, che linvecchiamento causa una alterazione perossidativa
della cardiolipina mitocondriale. Tale alterazione a sua volta, comporta una disfunzione del
complesso | della catena di trasporto degli elettroni, la cui attivita & cardiolipina-dipendente. La
disfunzione del complesso | diminuisce la capacita bioenergetica del mitocondrio e porta ad un
aumento della produzione basale di radicali liberi dell'ossigeno, innescando un ciclo vizioso di danno
ossidativo.

Il sistema navetta Malato/Aspartato ed il trasporto elettronico NADH/cito-c citosolico operano il
trasferimento degli equivalenti riducenti dal'NADH citosolico direttamente sulla citocromo ossidasi.
Le ultime ricerche condotte nel nostro laboratorio hanno dimostrato che, anche in condizioni di
completa inibizione del sistema Malato/aspartato, comunque € possibile trasferire equivalenti
riducenti citosolici tramite il sistema NAD/cito-c.

E' stata riportata per la prima volta la presenza di delezioni multiple del DNA mitocondriale in un
paziente con Necrosi bilaterale dello striato. La DNA polimerasi mitocondriale, frequentemente
coinvolta in tali alterazioni, non presentava mutazioni. Altre ricerche sui meccanismi patogenetici di
mutazioni di geni nucleari del complesso | in pazienti pediatrici hanno evidenziato che il controllo
dello steady state dei trascritti non & regolato soltanto dal’'NMD ma anche da funzioni presenti nel
nucleo.

L'estensione degli studi sull'effetto inibitorio dello zinco esogeno sulla pompa protonica della
citocromo c ossidasi, ha confermato tale effetto anche nelle condizioni in cui il DeltapH+ &
trascurabile. Inoltre si & stabilito un valore della concentrazione dello zinco esogeno oltre il quale la
percentuale di inibizione rimane invariata. Questi dati, insieme a quelli strutturali sui siti di binding
dello zinco esogeno dal lato N della membrana, potrebbero essere utili alla comprensione del
meccanismo di uptake dei protoni necessario per la pompa protonica di tale enzima.

E' stato stabilito che le chinasi TEL1 e MEC1 di lievito non sono richieste per 'NMD. Tuttavia, la
delezione di MEC1, ma non TEL1, conduce alla soppressione della mutazione nonsenso can1-100.
Questi risultati suggeriscono che MEC1 ¢ coinvolto nella efficienza e/o fedelta della terminazione
della traduzione indipendentemente dal NMD.

Utilizzando metodologie di microscopia confocale, di citofluorimetria ed immunologiche, abbiamo
evidenziato, sulle membrane plasmatiche di epatociti isolate per mezzo di perfusione collagenasica,
la presenza del complesso proteico FOF1-ATP sintasico funzionalmente attivo sia come sintesi che
come idrolisi di ATP. Abbiamo inoltre mostrato la correlazione tra le attivita del complesso con un
flusso transiente di H+ sensibile agli inibitori specifici del complesso ATPasico mitocondriale. Da
queste evidenze si € ipotizzato che I'ecto-FOF1-ATPsintasi possa controllare il rapporto ADP/ATP
extracellulare regolando I'omeostasi del pH intracellulare.

Nell'ambito dello studio del metabolismo di batteri di interesse industriale & stato intrapreso lo studio
di un probiotico costituito da spore di 4 ceppi di Bacillus clausii. Parallelamente alla caratterizzazione
della funzionalita respiratoria del ceppo O/C, dopo lisolamento degli acidi nucleici, sono stati
identificati e sequenziati i geni di tre ossidasi terminali alternative e delllATPsintasi. Inoltre, si &
avviata la caratterizzazione dei sistemi di produzione e smaltimento delle specie reattive
dell'ossigeno (ROS) e del loro impatto nelle varie fasi di crescita di tali microrganismi.
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Sanofi-Aventis

Universita di Bari - Dipartimento di Biochimica Medica, Biologia Medica e Fisica Medica
Universita di Bologna - Alma Mater Studiorum

University of Hyogo - Department of Life Science,Giappone

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 9

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
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Dottorando e Professor
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di ricerca
6 0 0 0 0 0 0 6

Principali risorse strumentali utilizzate

Spettrofotometri

Spettrofluorimetri

Ossigrafo

Cappe a flusso laminare per colture cellulari

Incubatori CO2

Thermal Cycler per PCR e Real-time PCR

Apparati per elettroforesi e trasferimento di proteine ed acidi nucleici
Densitometro Bio-Rad

Laboratorio attrezzato per esperimenti di ibridazione molecolare con sonde radioattive
Microscopio ottico

Incubatori per colture batteriche

Sequenzitore DNA

Trasportatori mitocondriali: struttura e meccanismi funzionali

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PALMIERI FERDINANDO

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 & proseguita con successo l'attivita di ricerca riguardante lo studio dei
trasportatori mitocondriali. | risultati conseguiti sono stati oggetto di 9 pubblicazioni su riviste
internazionali. Sono stati utilizzati due approcci complementari per studiare il ruolo funzionale dei
residui del motivo RXXPANAAXF caratteristico del carrier mitocondriale della carnitina/acilcarnitina
(CAC). Si é trovato che iresidui R, N ed F sono implicati nel legame del carrier al substrato e che i
residui P ed A278 hanno un ruolo strutturale. Sono state anche studiate le interazioni di antibiotici
beta lattamici con CAC e si € trovato che questi sono inibitori competitivi non trasportati di CAC e



sono state fatte supposizioni sulle possibili interazioni in vivo tra antibiotici beta-lattamici e CAC.

E' stato dimostrato che i perossisomi di cellule di mammifero accumulano ioni calcio sia in condizioni
di riposo che in presenza di agonisti extracellulari. L'influenza sull'ingresso di Ca2+ negli organelli da
parte di specifici agenti farmacologici ha permesso di stabilire che I'omeostasi del Ca2+ nei
perossisomi é regolata da gradienti protonici e di ioni Na .

Sono state identificati tre geni di A. thaliana che codificano per tre isoforme del carrier mitocondriale
degli acidi dicarbossilici .E' stata studiata la distribuzione nei tessuti di tali isoforme e le proteine
sono state caratterizzate funzionalmente. In A. thaliana. & stato anche identificato e caratterizzato
un nuovo trasportatore mitocondriale di nucleotidi adenilici (ADNT1). Piante knock-out per ADNT1
mostrano una ridotta crescita degli apici radicali suggerendo per questa nuova proteina un diverso
ruolo fisiologico rispetto ai gia noti trasportatori di ADP/ATP.

Sono state studiate le caratteristiche cliniche e molecolari di un paziente affetto da miopatia
mitocondriale, denominata ad PEO con delezioni multiple del mtDNA e una sindrome neurologica
multisistemica. Questo complesso fenotipo ¢ il risultato di mutazioni in ANT1 e POLG-A, subunita A
della polimerasi gamma del DNA mitocondriale.

Evidenze biochimiche e genetiche hanno dimostrato che nel tessuto cerebrale post-mortem di sei
soggetti affetti da autismo, l'attivita del carrier mitocondriale dell'aspartato/glutammato AGC1 é
maggiore rispetto a quella misurata in sei relativi controlli.

E' stato investigato il ruolo delle modifiche epigenetiche sui livelli di espressione del gene umano del
carrier del citrato (CIC). In particolare € stato osservato che lipometilazione del promotore di CIC
promuove il binding di Sp1 e l'acetilazione degli istoni favorisce una struttura della cromatina piu
accessibile al complesso di inizio della trascrizione.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Prof. Cesare Indiveri, Universita della Calabria;

Dr. Edmund R.S. Kunji, Medical Research Council UNITED KINGDOM,;

Dr. Michael Hodges, Institut de Biotechnologie des Plantes,FRANCE;

Dr. John Walker Medical Research Council, UNITED KINGDOM.

Prof.Ramon Delucas, Universita di Alcala, Barcellona,Spagna

Prof. Fernie A., Max Planck Institute, Germania

Giorgio Terenghi, Professor of Tissue Engineering Head of Nerve Regeneration Research,
University of Manchester-UK

Pierre Maechler, Faculié de médecine, Université de Genéve, Switzerland.

Paolo Pinton, Dip. Medicina Sperimentale e Diagnostica, Sez. Patologia generale, Facolta di
Farmacia, Universita di Ferrara, ltalia.

Rosario Rizzuto, Dipartimento di Scienze Biomediche Sperimentali, Universita di Padova, Italia.
Hanspeter Rottensteiner, Institut fur Physiologische Chemie, Rhur-Universitat Bochum, Germany.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 4

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
4 4



Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
4 0 0 0 0 0 0 4

Principali risorse strumentali utilizzate
Spettrofotometri

Spettrofluorimetri

Ossigrafo

Fotometro per piastre ELISA
Elettroporatore

Cappe a flusso laminare per colture cellulari
termociclatori

Apparecchiature per elettroforesi e trasferimento di proteine e per elettroforesi di acidi nucleici
chemidoc

HPLC

Microscopio ottico

Microscopio a fluorescenza

Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri nell'omeostasi cellulare.

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MARRA ERSILIA

Risultati conseguiti

Nello studio sulla identificazione dei determinanti molecolari e delle alterazioni bioenergetiche
mitocondriali coinvolte nella patogenesi della Sindrome di Down (DS), & stato dimostrato che in
fibroblasti di soggetti con DS vi e riduzione della funzionalita mitocondriale causata da una selettiva
riduzione della attivita del Complesso | della catena respiratoria che & responsabile della over
produzione di specie reattive dell'ossigeno misurata nelle cellule DS. Inoltre, anche la capacita di
sintesi di ATP attraverso la fosforilazione ossidativa € compromessa, a causa di una riduzione
dell'attivita degli enzimi coinvolti nella sintesi mitocondriale di ATP quali, I'ATP sintetasi, il traslocatore
ADP/ATP e l'adenilato chinasi. Il deficit di funzionalita mitocondriale & parzialmente compensato da
un aumento della massa mitocondriale a da un aumento del metabolismo glicolitico

Nell'ambito dello studio sui processi cellulari che si verificano in corso di eventi neurodegenerativi &
stato accertato che frammenti della proteina TAU, prodotti durante la morte per apoptosi di colture
neuronali primarie, contribuiscono a propagare ed incrementare le disfunzioni cellulari. E' stato
inoltre dimostrato che il frammento N-terminale della proteina TAU (NH2-26-44) & tossico per le
cellule neuronali e agisce in maniera specifica a livello mitocondriale dove interagisce con il carrier
degli adenin nucleotidi. Questo determina un progressivo impairment della fosforilazione ossidativa
mitocondriale e conseguente tossicita cellulare. E' stato intrapreso uno studio per identificare le
sorgenti di radicali liberi dell'ossigeno, che vengono prodotti nelle fasi precoci della morte neuronale.
Utilizzando un set di inibitori specifici & stato possibile accertare che pur non esistendo un'unica
sorgente, le lipoossigenasi responsabili del metabolismo dell'acido arachidonico sono le specie
enzimatiche maggiormente coinvolte.

Gli studi sul meccanismo di morte cellulare programmata indotta da acido acetico (AA-PCD) in
Saccharomyces cerevisae hanno dimostrato che: I'H202 e I'anione superossido sono prodotti
durante le prime fasi del processo di AA-PCD e il loro livello € modulato dagli enzimi antiossidanti



catalasi e superossido dismutasi; l'attivazione transiente dei proteasomi & necessaria per
l'induzione dell'AA-PCD; il citocromo ¢ ¢ rilasciato da mitocondri accoppiati durante I'AA-PCD come
enzima funzionale capace di donare elettroni e con attivita di "scavanging" dei ROS. Inoltre, al fine
di studiare le relazioni fra segnalazione retrograda mitocondriale e meccanismo di AA-PCD, é stato
sviluppato un metodo per l'analisi mediante real time-PCR dei livelli di mRNA del gene CIT2,
codificante la citrato sintasi perossisomiale, la cui trascrizione & specificamente attivata dal fattore
di trascrizione eterodimerico Rtg1/3 in seguito a disfunzione mitocondriale.

E' stato dimostrato che la deplezione del mtDNA in cellule di prostata determina: i) progressione
tumorale verso un fenotipo invasivo e resistente ad agenti chemioterapici; ii) resistenza all'anoikis e
migrazione cellulare mediante attivazione della via PI3K/Akt2. E' stato inoltre dimostrato che la
proteina BRCA2 inibisce l'invasione in cellule tumorali di prostata.

Per quanto riguarda lo studio dei meccanismi molecolari coinvolti della regolazione dei processi di
proliferazione e morte cellulare, i risultati ottenuti dall'analisi in vivo dell'espressione di geni nucleari
codificanti fattori di crescita, di adesione e regolazione della proliferazione e ciclo cellulare quali
integrina B1C, TGF-B e il suo recettore, Clusterina e Bcl-2, hanno messo in evidenza che esiste
una regolazione genica differenziale di questi geni, nel carcinoma della prostata e dell'endometrio, in
relazione allo stadio neoplastico. Sono state inoltre indagate le interazioni con la terapia ormonale e
la progressione clinica.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Istituto di Neurologia e Medicina Molecolare, CNR, Roma

Dipartimento di Scienze per la Salute, Univ del Molise, Campobasso

Department of Pathology, UT Southwestern Medical Center, Dallas (TX), USA

Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of Rochester (NY), USA

Department of Cancer Biology, School of Medicine, Univ Massachussets, Worcester, MA, USA
Department of Molecular Biology, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, TX,
USA

Departemento de Biologia, Universidade do Minho, Braga, Portogallo

Biochemisches Institut der Universitat Zirich, Svizzera

Medical Genetic Center, Vilnius University Hospital, Lituania

Dipartimento dell'emergenza e dei trapianti di organi, Univ Bari

Dipartimento di Anatomia Patologica e di Genetica (DAPeG), Sezione di Anatomia Patologica, Univ
Bari

Laboratorio di Biologia Sperimentale, Istituto Oncologico, Bari

Dipartimento di Biologia e Patologia Molecolare e Cellulare, Facolta di Medicina, Univ "Federico II"
Napoli

Institut fur Biochemie und Molekular Biologie, Universitat Freiburg, Freiburg, Germany

Dipartimento Biologia Cellulare, Univ della Calabria, Arcavacata di Rende (CS)

Dipartimento di Geriatria e Scienze Motorie, E.O. Ospedale Galliera di Genova.

Dipartimento di Pediatria Universita Federico I, Napoli

Center of Molecular Biosciences - Institute of Molecular Biosciences, University of Graz, Austria
Department of Biochemistry and Molecular Biology, SUNY Upstate Medical University, Syracuse,
NY USA
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ricercatori totale



9 12

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
10 13

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
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Principali risorse strumentali utilizzate

Spettrofotometri

Spettrofluorimetri

Ossigrafo

Fotometro per piastre ELISA

Elettroporatore

Cappe a flusso laminare per colture cellulari

Incubatori CO2

Thermal Cycler per PCR

Apparati per elettroforesi e trasferimento di proteine ed acidi nucleici

Densitometro Bio-Rad GS 700

Laboratorio attrezzato per esperimenti di ibridazione molecolare con sonde radioattive
Analizzatore di fluorescenza/chemiluminescenza/radioattivo Amersham Typhoon 8600
HPLC

Microscopio ottico

Microscopio a contrasto di fase

Microscopio in epifluorescenza

Attivita Moduli

Biogenesi delle Membrane di Trasduzione dell'Energia.

Commessa: Biogenesi delle Membrane di Trasduzione dell'Energia.
Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: GADALETA MARIA NICOLA

Risultati conseguiti

Pubblicazioni su riviste internazionali con I.F.

Nell'invecchiamento si osserva l'accumulo di vari tipi di danno a carico del DNA mitocondriale
(mtDNA) che la dieta con restrizione calorica € in grado di prevenire o ritardare. E' stato dimostrato
che nel cervello di ratti vecchi nutriti ad libitum la regione del mtDNA comprendente il Direct Repeat
1 della delezione di 4834 bp & altamente danneggiata rispetto a quella degli animali giovani, mentre i
ratti vecchi sottoposti a restrizione calorica mostrano una minore estensione del danno.

Mediante un approccio proteomico, condotto in collaborazione con la prof. Gelfi dell'Universita di
Milano, sono state valutate le alterazioni a carico del muscolo soleo in condizioni di disuso e in
seguito a trattamento con acetil-I-carnitina (ALCAR), messa a disposizione del Responsabile della
Commessa dalla Sigma Tau Industrie Farmaceutiche. Sono stati osservati cambiamenti metabolici,
uno shift da metabolismo ossidativo a metabolismo glicolitico. E' stato rilevato infatti un incremento



degli enzimi glicolitici e un decremento degli enzimi coinvolti nella beta ossidazione degli acidi grassi
con conseguente minore produzione di ATP. Tali cambiamenti sono in parte contrastati dal
trattamento con ALCAR che induce un ripristino della massa mitocondriale e fa diminuire
I'espressione degli enzimi glicolitici, suggerendo una normalizzazione dello shift metabolico
osservato durante il disuso.

E' stato clonato il cDNA del fattore di inizio della trascrizione mitocondriale TFAM di riccio di mare P.
lividus. Il cDNA codifica per una proteina matura di 192 amminoacidi che possiede i due domini
HMG tipici della proteina TFAM di tutti i sistemi animali. La coda C-terminale, responsabile del
legame specifico al promotore e dell'attivazione trascrizionale nella proteina umana, & sensibilmente
piu corta nel riccio di mare. La proteina ricombinante, espressa in batteri, &€ stata purificata
mediante cromatografia.

Il fattore proteico mitocondriale MTERF3 di Drosophila melanogaster & stato caratterizzato tramite
l'analisi di fenotipi "loss-" e "gain-of-function". La deplezione di MTERF3 altera il livello di proteine
implicate nella biogenesi mitocondriale quali TFAM e TFB1M; la overespressione del fattore invece
abbassa il livello di trascritti mitocondriali, confermando il ruolo di repressore trascrizionale per
MTERF3. Inoltre, € stato dimostrato che il sistema DRE/DREF, coinvolto nell'espressione di
proteine implicate nella replicazione del DNA nucleare e nel mantenimento del mtDNA in Drosophila,
controlla positivamente il fattore di terminazione della trascrizione mitocondriale DmTTF.

Sulla base delle conoscenze dell'attivita pro-infiammatoria di Lp(a) nel sistema vascolare, e in
considerazione della capacita di Lp(a) di passare attraverso la barriera ematoliquorale in malattie
neurologiche infiammatorie, si € iniziato lo studio del ruolo di apo(a) ricombinante nella
neutralizzazione della risposta inflammatoria LPS-mediata in un sistema di cellule nervose in
coltura. Dati preliminari indicano che r-apo(a), non influenza la secrezione di IL-6 e IL-8 da parte
delle cellule U373, ma riduce significativamente la risposta inflammatoria di tali cellule indotta da
LPS. Inoltre, al fine di meglio comprendere le attivita del sistema del plasmin(ogeno) nel CNS si &
iniziata l'indagine sulla presenza di plasminogeno e dei suoi derivati proteolitici nel liquor di pazienti
affetti da malattie neurologiche infiammatorie e non, con e senza disfunzione della barriera
ematoencefalica. E' tuttora in corso I'analisi del plasminogeno nei campioni di liquor selezionati.

La proteina N15-MTI-2 & stata inviata presso i laboratori dell' ISMAC-CNR di Milano per l'analisi
NMR. L'analisi del proteoma di membrana del batterio fotosintetico R. sphaeroides ha permesso
l'identificazione delle proteine dei complessi di membrana LHC (light harvesting complex) e del
centro di reazione. E' stato dimostrato che nel genoma di spinacio esistono almeno cinque geni
della famiglia Lhcb1, dotati di possibili regioni di regolazione del tipo "GATA box" diversamente
organizzati. Esperimenti di Real Time PCR hanno confermato I'espressione differenziale di trascritti
di proteine down e up espresse in cellule di R. sphaeroides cresciute in presenza di cobalto. |l
batterio & stato cresciuto anche in presenza di elevate concentrazioni di cromato ed & stata
condotta I'analisi del proteoma solubile. Un nuovo approccio & stato messo a punto per la
produzione di peptidi bioattivi aventi attivita anti ipertensiva piu conveniente per lo scale up
industriale. E' stato selezionato un nuovo ceppo batterico e una nuova strategia di purificazione &
stata attuata. La standardizzazione della nuova purificazione permettera di incrementare le quantita
di biopeptidi prodotti facilitando le fasi di purificazione. Nei mitocondri di patata I'import di molecole di
tRNA & mediato da aminoacilsintetasi.
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Principali collaborazioni

Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare Univ. di Bari; Sigma Tau, Industrie Farmaceutiche
Riunite, Roma; Instit. for Biophysical and Clinical Research into Human Movement, Manchester
University (UK); Lab. Biochemistry of Aging, University of Gainesville, Florida; Department of
Sciences and Biomedical Technologies, University of Milan, Segrate (Ml), ltaly; Dep. Laboratory



Medicine, Division of Metabolic Diseases, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden; Dip.
Biochimica, Univ. di Madrid; Dip. Biochimica e Biologia Cellulare e Molecolare, Univ. di Zaragoza,
Spagna; IRCCS De Bellis, Castellana Grotte (BA); INSERM at Cyceron/University of Caen, France;
Dipartimento Scienze Neurologiche e Psichiatriche- Neurofisiopatologia AOU Careggi, Firenze;
Lab. Biologie des Entomophages, Univ. Amiens, France; ISMAC CNR-Milano; Dipartimento di
protezione delle piante e microbiologia applicata, presso I'Universita di Bari; Institute of Plant
Molecular Biology - CNRS, Strasbourg, France; Istituto dei Processi Chimico-Fisici, CNR, Bari;
Istituto per la Tecnologia delle membrane (ITM-CNR); Centro Ricerca Interdipartimentale
BIOAGROMED, Universita di Foggia; Dipartimento di Scienze Ambientali, Universita della Tuscia,
Viterbo; Dipartimento di Farmacologia-Universita di Patrasso (GR).
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Sistemi boenergetici di membrana: meccanismi funzionali e fisiopatologia.

Commessa: Sistemi bioenergetici di membrana: meccanismi funzionali e fisiopatologia.

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PAPA SERGIO

Risultati conseguiti

Le ricerche sulla regolazione delle funzioni mitocondriali da parte della cascata del cAMP hanno
permesso di dimostrare che la fosforilazione PKA dipendente regola limport di subunita del
complesso | a codifica nucleare. Tale effetto € associato all'attivazione dell'attivita NADH-
ubichinone ossidoreduttasica ed alla produzione di ROS . Sono state inoltre condotte ricerche sul
contributo di mutazioni del DNA mitocondriale e disfunzioni associate in una forma familiare di
Parkinson dovuta a mutazioni nel gene PINK1 che codifica per una chinasi a localizzazione
mitocondriale.

Lo studio del differenziamento di monociti umani in Cellule Dendritiche ha evidenziato che tale
processo € accompagnato da un'attiva biogenesi mitocondriale, che si sostanzia in un aumento del
numero di mitocondri per cellula e da un aumento dell'attivita di alcuni enzimi mitocondriali (citrato
sintetasi). Inoltre, sembra che i ROS di origine mitocondriale svolgano un ruolo importante nel
processo di differenziamento.

E' stato dimostrato a livello cerebrale, che l'invecchiamento causa una alterazione perossidativa
della cardiolipina mitocondriale. Tale alterazione a sua volta, comporta una disfunzione del



complesso | della catena di trasporto degli elettroni, la cui attivita & cardiolipina-dipendente. La
disfunzione del complesso | diminuisce la capacita bioenergetica del mitocondrio e porta ad un
aumento della produzione basale di radicali liberi dell'ossigeno, innescando un ciclo vizioso di danno
ossidativo.

Il sistema navetta Malato/Aspartato ed il trasporto elettronico NADH/cito-c citosolico operano il
trasferimento degli equivalenti riducenti dal'NADH citosolico direttamente sulla citocromo ossidasi.
Le ultime ricerche condotte nel nostro laboratorio hanno dimostrato che, anche in condizioni di
completa inibizione del sistema Malato/aspartato, comunque €& possibile trasferire equivalenti
riducenti citosolici tramite il sistema NAD/cito-c.

E' stata riportata per la prima volta la presenza di delezioni multiple del DNA mitocondriale in un
paziente con Necrosi bilaterale dello striato. La DNA polimerasi mitocondriale, frequentemente
coinvolta in tali alterazioni, non presentava mutazioni. Altre ricerche sui meccanismi patogenetici di
mutazioni di geni nucleari del complesso | in pazienti pediatrici hanno evidenziato che il controllo
dello steady state dei trascritti non & regolato soltanto dal’lNMD ma anche da funzioni presenti nel
nucleo.

L'estensione degli studi sull'effetto inibitorio dello zinco esogeno sulla pompa protonica della
citocromo c ossidasi, ha confermato tale effetto anche nelle condizioni in cui il DeltapH+ &
trascurabile. Inoltre si & stabilito un valore della concentrazione dello zinco esogeno oltre il quale la
percentuale di inibizione rimane invariata. Questi dati, insieme a quelli strutturali sui siti di binding
dello zinco esogeno dal lato N della membrana, potrebbero essere utili alla comprensione del
meccanismo di uptake dei protoni necessario per la pompa protonica di tale enzima.

E' stato stabilito che le chinasi TEL1 e MEC1 di lievito non sono richieste per I'NMD. Tuttavia, la
delezione di MEC1, ma non TEL1, conduce alla soppressione della mutazione nonsenso can1-100.
Questi risultati suggeriscono che MEC1 e coinvolto nella efficienza e/o fedelta della terminazione
della traduzione indipendentemente dal NMD.

Utilizzando metodologie di microscopia confocale, di citofluorimetria ed immunologiche, abbiamo
evidenziato, sulle membrane plasmatiche di epatociti isolate per mezzo di perfusione collagenasica,
la presenza del complesso proteico FOF1-ATP sintasico funzionalmente attivo sia come sintesi che
come idrolisi di ATP. Abbiamo inoltre mostrato la correlazione tra le attivita del complesso con un
flusso transiente di H+ sensibile agli inibitori specifici del complesso ATPasico mitocondriale. Da
queste evidenze si € ipotizzato che I'ecto-FoF1-ATPsintasi possa controllare il rapporto ADP/ATP
extracellulare regolando I'omeostasi del pH intracellulare.

Nell'ambito dello studio del metabolismo di batteri di interesse industriale € stato intrapreso lo studio
di un probiotico costituito da spore di 4 ceppi di Bacillus clausii. Parallelamente alla caratterizzazione
della funzionalita respiratoria del ceppo O/C, dopo lisolamento degli acidi nucleici, sono stati
identificati e sequenziati i geni di tre ossidasi terminali alternative e dell'ATPsintasi. Inoltre, si &
avviata la caratterizzazione dei sistemi di produzione e smaltimento delle specie reattive
dell'ossigeno (ROS) e del loro impatto nelle varie fasi di crescita di tali microrganismi.
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Trasportatori mitocondriali: struttura e meccanismi funzionali

Commessa: Trasportatori mitocondriali: struttura e meccanismi funzionali

Progetto: Struttura, funzione e progettazione di proteine, acidi nucleici e loro complessi
sopramolecolari

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PALMIERI FERDINANDO

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 e proseguita con successo l'attivita di ricerca riguardante lo studio dei
trasportatori mitocondriali. | risultati conseguiti sono stati oggetto di 9 pubblicazioni su riviste
internazionali. Sono stati utilizzati due approcci complementari per studiare il ruolo funzionale dei
residui del motivo RXXPANAAXF caratteristico del carrier mitocondriale della carnitina/acilcarnitina
(CAC). Si é trovato che i residui R, N ed F sono implicati nel legame del carrier al substrato e che i
residui P ed A278 hanno un ruolo strutturale. Sono state anche studiate le interazioni di antibiotici
beta lattamici con CAC e si é trovato che questi sono inibitori competitivi non trasportati di CAC e
sono state fatte supposizioni sulle possibili interazioni in vivo tra antibiotici beta-lattamici e CAC.

E' stato dimostrato che i perossisomi di cellule di mammifero accumulano ioni calcio sia in condizioni
di riposo che in presenza di agonisti extracellulari. L'influenza sull'ingresso di Ca2+ negli organelli da
parte di specifici agenti farmacologici ha permesso di stabilire che l'omeostasi del Ca2+ nei
perossisomi € regolata da gradienti protonici e di ioni Na .

Sono state identificati tre geni di A. thaliana che codificano per tre isoforme del carrier mitocondriale
degli acidi dicarbossilici .E' stata studiata la distribuzione nei tessuti di tali isoforme e le proteine
sono state caratterizzate funzionalmente. In A. thaliana. & stato anche identificato e caratterizzato
un nuovo trasportatore mitocondriale di nucleotidi adenilici (ADNT1). Piante knock-out per ADNT1
mostrano una ridotta crescita degli apici radicali suggerendo per questa nuova proteina un diverso
ruolo fisiologico rispetto ai gia noti trasportatori di ADP/ATP.

Sono state studiate le caratteristiche cliniche e molecolari di un paziente affetto da miopatia
mitocondriale, denominata ad PEO con delezioni multiple del mtDNA e una sindrome neurologica
multisistemica. Questo complesso fenotipo ¢ il risultato di mutazioni in ANT1 e POLG-A, subunita A
della polimerasi gamma del DNA mitocondriale.

Evidenze biochimiche e genetiche hanno dimostrato che nel tessuto cerebrale post-mortem di sei
soggetti affetti da autismo, l'attivita del carrier mitocondriale dell'aspartato/glutammato AGC1 &
maggiore rispetto a quella misurata in sei relativi controlli.

E' stato investigato il ruolo delle modifiche epigenetiche sui livelli di espressione del gene umano del
carrier del citrato (CIC). In particolare & stato osservato che lipometilazione del promotore di CIC
promuove il binding di Sp1 e l'acetilazione degli istoni favorisce una struttura della cromatina piu



accessibile al complesso di inizio della trascrizione.
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Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri nell'omeostasi cellulare.

Commessa: Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri nelllomeostasi cellulare.

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MARRA ERSILIA

Risultati conseguiti
Nello studio sulla identificazione dei determinanti molecolari e delle alterazioni bioenergetiche



mitocondriali coinvolte nella patogenesi della Sindrome di Down (DS), e stato dimostrato che in
fibroblasti di soggetti con DS vi € riduzione della funzionalita mitocondriale causata da una selettiva
riduzione della attivita del Complesso | della catena respiratoria che € responsabile della over
produzione di specie reattive dell'ossigeno misurata nelle cellule DS. Inoltre, anche la capacita di
sintesi di ATP attraverso la fosforilazione ossidativa € compromessa, a causa di una riduzione
dell'attivita degli enzimi coinvolti nella sintesi mitocondriale di ATP quali, I'ATP sintetasi, il traslocatore
ADP/ATP e l'adenilato chinasi. Il deficit di funzionalita mitocondriale & parzialmente compensato da
un aumento della massa mitocondriale a da un aumento del metabolismo glicolitico

Nell'ambito dello studio sui processi cellulari che si verificano in corso di eventi neurodegenerativi &
stato accertato che frammenti della proteina TAU, prodotti durante la morte per apoptosi di colture
neuronali primarie, contribuiscono a propagare ed incrementare le disfunzioni cellulari. E' stato
inoltre dimostrato che il frammento N-terminale della proteina TAU (NH2-26-44) & tossico per le
cellule neuronali e agisce in maniera specifica a livello mitocondriale dove interagisce con il carrier
degli adenin nucleotidi. Questo determina un progressivo impairment della fosforilazione ossidativa
mitocondriale e conseguente tossicita cellulare. E' stato intrapreso uno studio per identificare le
sorgenti di radicali liberi dell'ossigeno, che vengono prodotti nelle fasi precoci della morte neuronale.
Utilizzando un set di inibitori specifici & stato possibile accertare che pur non esistendo un'unica
sorgente, le lipoossigenasi responsabili del metabolismo dell'acido arachidonico sono le specie
enzimatiche maggiormente coinvolte.

Gli studi sul meccanismo di morte cellulare programmata indotta da acido acetico (AA-PCD) in
Saccharomyces cerevisae hanno dimostrato che: I'H202 e I'anione superossido sono prodotti
durante le prime fasi del processo di AA-PCD e il loro livello &€ modulato dagli enzimi antiossidanti
catalasi e superossido dismutasi; l'attivazione transiente dei proteasomi & necessaria per
l'induzione dell'AA-PCD; il citocromo ¢ ¢ rilasciato da mitocondri accoppiati durante I'AA-PCD come
enzima funzionale capace di donare elettroni e con attivita di "scavanging" dei ROS. Inoltre, al fine
di studiare le relazioni fra segnalazione retrograda mitocondriale e meccanismo di AA-PCD, ¢ stato
sviluppato un metodo per l'analisi mediante real time-PCR dei livelli di mRNA del gene CIT2,
codificante la citrato sintasi perossisomiale, la cui trascrizione € specificamente attivata dal fattore
di trascrizione eterodimerico Rtg1/3 in seguito a disfunzione mitocondriale.

E' stato dimostrato che la deplezione del mtDNA in cellule di prostata determina: i) progressione
tumorale verso un fenotipo invasivo e resistente ad agenti chemioterapici; ii) resistenza all'anoikis e
migrazione cellulare mediante attivazione della via PI3K/Akt2. E' stato inoltre dimostrato che la
proteina BRCAZ inibisce l'invasione in cellule tumorali di prostata.

Per quanto riguarda lo studio dei meccanismi molecolari coinvolti della regolazione dei processi di
proliferazione e morte cellulare, i risultati ottenuti dall'analisi in vivo dell'espressione di geni nucleari
codificanti fattori di crescita, di adesione e regolazione della proliferazione e ciclo cellulare quali
integrina B1C, TGF-B e il suo recettore, Clusterina e Bcl-2, hanno messo in evidenza che esiste
una regolazione genica differenziale di questi geni, nel carcinoma della prostata e dell'endometrio, in
relazione allo stadio neoplastico. Sono state inoltre indagate le interazioni con la terapia ormonale e
la progressione clinica.
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Encefalomiopatie mitocondriali
Responsabile: GABALLO ANTONIO

Risultati conseguiti

| risultati hanno riguardato I'impatto, su biogenesi e attivita del complesso | mitocondriale, di due
mutazioni a carico dei geni NDUFS4 ed NDUFS1di due pazienti. E' stato dimostrato che la
mutazione (G44A) nel gene NDUFS4 é associata ad un incompleto assemblaggio del complesso |
e ad una sua completa mancanza di attivita funzionale. La mutazione nel gene NDUFS1, invece, &
risultata responsabile di un minore contenuto di complesso |, inibizione di attivita enzimatica,
accumulo di specie reattive dell'ossigeno nei mitocondri e diminuzione del potenziale della
membrana mitocondriale. E' stato inoltre avviato lo studio del meccanismo di import mitocondriale di
alcune subunita a codifica nucleare del complesso F1Fo ATP sintasi; alterazioni in questo
processo ancora poco conosciuto potrebbero costituire un ulteriore meccanismo patogenetico alla



base di alcune encefalopatie mitocondriali. In particolare Si &€ proceduto alla produzione di costrutti
contenenti geni codificanti alcune subunita a codifica nucleare del complesso F1Fo ATP sintasi ed
alla messa a punto di sistemi di import in vitro. Sono stati condotti esperimenti al fine di
comprendere il meccanismo di import mitocondriale di due importanti subunita del complesso ATP
sintasi di mammifero. In particolare, la subunita c, proteolipide del settore Fo del complesso V
organizzato nella membrana a formare un oligomero circolare composto da 10-12 copie, e la
subunita beta, proteina idrofilica del settore F1 e sede dei siti catalitici. Lo studio di queste due
subunita del complesso ATP sintasico, I'una altamente idrofobica, I'altra completamente idrofilica, &
stato affrontato considerando contestualmente una terza proteina mitocondriale a codifica nucleare,
la subunita ESSS appartenente al complesso | (NADH- ubichinone ossidoreduttasi) della catena
respiratoria che presenta caratteristiche anfipatiche.

E' stata messa in evidenza l'esistenza di meccanismi di import diversi per le proteine considerate.
In particolare, le subunita beta ed ESSS, dopo la sintesi dei rispettivi precursori, risultano
efficientemente importate nei mitocondri, con un meccanismo dunque, "post-traduzionale". Al
contrario, l'import del precursore del proteolipide ¢ dell'ATP sintasi richiede necessariamente che la
sintesi proteica avvenga contemporaneamente all'entrata del precursore nel mitocondrio (import
co-traduzionale). L'import co-traduzionale del proteolipide ¢ risulta inoltre, dipendente dal potenziale
di membrana e dalla presenza della relativa sequenza leader. La subunita ¢, dunque, appartiene al
gruppo di proteine, tra cui la fumarasi di lievito, l'aldeide deidrogenasi, la SOD2 ed I' adenilato
chinasi, il cui import nei mitocondri richiede esclusivamente un meccanismo co-traduzionale
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Meccanismi molecolari nel morbo di Alzheimer: ruolo della proteina beta-amiloide



Responsabile: BOBBA ANTONELLA

Risultati conseguiti

Come modello per lo studio dei meccanismi molecolari nel morbo di Alzheimer sono state utilizzate
colture primarie di neuroni nelle quali € possibile indurre morte per apoptosi utilizzando uno stimolo
fisiologico che riproduce in vitro le condizioni che si instaurano in vivo in corso di malattie
neurodegenerative. Su cellule di controllo o indotte in apoptosi & stata testata la tossicita di alcuni
peptidi della beta-amiloide (Ab 25-35, Ab 35-25, Ab 1-42 e Ab 42-1) al fine di individuare i
meccanismi responsabili della morte per apoptosi indotta dalla beta-amiloide. Inoltre essendo noto
che la tossicita della beta-amiloide comporta una condizione di stress ossidativo sono state testate
diverse sostanze ad azione antiossidante al fine di individuare quei composti farmacologicamente
attivi in grado di antagonizzare |'apoptosi e bloccare I'azione citotossica della beta-amiloide.

Risultati ottenuti indicano che i peptidi Ab 25-35 e Ab 1-42 sono tossici essendo in grado, anche se
in misura diversa, di indurre morte nei neuroni controllo. E' stato caratterizzato il tipo di morte indotta
dai diversi peptidi della beta-amiloide (Ab 25-35, Ab 35-25, Ab 1-42 e Ab 42-1). E' emerso che la
tossicita del peptide Ab 25-35 e, in misura minore, del peptide Ab 1-42 € maggiore, a parita di tempo
di esposizione, nelle cellule indotte in apoptosi rispetto alle cellule di controllo. E' stata testata
I'azione di diversi composti antiossidanti su cellule dei granuli indotte 0 meno in apoptosi. E' emerso
che tra i diversi composti farmacologici analizzati, la genisteina, un isoflavone derivato dalla soia, &
la molecola che piu di tutte & in grado di antagonizzare la morte per apoptosi delle cellule dei granuli.
Si presenta quindi come la molecola piu promettente per ulteriori studi finalizzati a ridurre la tossicita
della beta amiloide.
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Moriggi M, Cassano P, Vasso M, Capitanio D, Fania C, Musicco C, Pesce V, Gadaleta MN, Gelfi
C. - A DIGE approach for the assessment of rat soleus muscle changes during unloading: effect
of acetyl-L-carnitine supplementation - PROTEOMICS, Vol. 8, Pagg. 3588-3604

C. Leoni, R. Gallerani, L.R. Ceci - A genome walking strategy for the identifcation of eukaryotic
nucleotide sequences adjacent to known regions - BIOTECHNIQUES, Vol. 44, Pagg. 229-235
Atlante A, Amadoro G, Bobba A, de Bari L, Corsetti V, Pappalardo G, Marra E, Calissano P,
Passarella S. - A peptide containing residues 26-44 of tau protein impairs mitochondrial oxidative
phosphorylation acting at the level of the adenine nucleotide translocator. - BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA-BIOENERGETICS, Vol. 1777, Pagg. 1289-1300

Valenti D., Vacca R.A., Guaragnella N., Passarella S., Marra E., Giannattasio S. - A transient
proteasome activation is needed for acetic acid-induced programmed cell death to occur in
Saccharomyces cerevisiae. - FEMS YEAST RESEARCH, Vol. 8, Pagg. 400-404

G. Galassi, E. Lamantea, F. Invernizzi, F. Tavani, |. Pisano, I. Ferrero, L. Palmieri and M. Zeviani
- Additive effects of POLGI and ANT1 mutations in a complex encephalomyopathy -
NEUROMUSCULAR DISORDERS, Vol. 18, Pagg. 465-470

L. Palmieri, V. Papaleo, V. Porcelli, P. Scarcia, L. Gaita, R. Sacco, J. Hager, F. Rousseau, P.
Curatolo, B. Manzi, R. Militerni, C. Bravaccio, S. Trillo, C. Schneider, R. Melmed, M. Elia, C. Lenti,
M. Saccani, T. Pascucci, S. Puglisi-Allegra, K-L Reichel - Altered calcium homeostasis in autism-
spectrum disorders: evidence from biochemical and genetic studies of the mitochondrial
aspartate/glutamate carrier AGC1 - MOLECULAR PSYCHIATRY, Vol. , Pagg. -

Guaragnella N., Antonacci L., Giannattasio S., Marra E., Passarella S. - Catalase T and Cu,Zn-
superoxide dismutase in the acetic acid-induced programmed cell death in Saccharomyces
cerevisiae. - FEBS LETTERS, Vol. 582, Pagg. 210-214

C Piccoli, M Ripoli, G Quarato, R Scrima, A D'Aprile, D Boffoli, M Margaglione, C Criscuolo, G De
Michele, A Sardanelli, S Papa, N Capitanio - Coexistence of mutations in PINK1 and
mitochondrial DNA in early onset parkinsonism - JOURNAL OF MEDICAL GENETICS, Vol. 45,
Pagg. 596-602

Giannattasio S, Atlante A, Antonacci L, Guaragnella N, Lattanzio P, Passarella S, Marra E -
Cytochrome c is released from coupled mitochondria of yeast en route to acetic acid-induced
programmed cell death and can work as an electron donor and a ROS scavenger. - FEBS
LETTERS, Vol. 582, Pagg. 1518-1524

Antonella Bobba, Anna Atlante, Vito Petragallo, and Ersilia Marra - Different sources of reactive
oxygen species contribute to low-potassium induced apoptosis in cerebellar granule cells -
INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE, Vol. 21, Pagg. 737-745

La Piana G, Gorgoglione V, Laraspata D, Marzulli D, Lofrumento NE - Effect of magnesium ions
on the activity of the cytosolic NADH/cytochrome c electron transport system - FEBS
JOURNAL, Vol. 275, Pagg. 6168-6179

V. lacobazzi, V. Infantino and F. Palmieri - Epigenetic mechanisms and Sp1 regulate
mitochondrial citrate carrier gene expression. - BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, Vol. 376, Pagg. 15-20

De Lucas JR, Indiveri C, Tonazzi A, Perez P, Giangregorio N, lacobazzi V,Palmieri F -
Functional characterization of residues within the carnitine/acylcarnitine translocase RX(2)
PANAAXF distinct motif - MOLECULAR MEMBRANE BIOLOGY, Vol. 25, Pagg. 152-163

L. Palmieri, A. Santoro, F. Carrari, E. Blanco, A. Nunes-Nesi, R. Arrigoni, F. Genchi, A.R. Fernie
and F. Palmieri - Identification and characterisation of ADNT1, a novel mitochondrial adenine
nucleotide transporter from Arabidopsis thaliana - PLANT PHYSIOLOGY, Vol. , Pagg. -
Mariateresa Volpicella, Francesca De Leo, Marta Sciancalepore, Gabriella Sonnante, Domenico
Pignone, Raffaele Gallerani, Luigi R. Ceci - Identification and characterization of protease
inhibitors in Diplotaxis species - PLANT PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY, Vol. , Pagg. -
Corsetti V. , Amadoro G. , Gentile A. , Capsoni S. ,Ciotti M.T. , Cencion M.T.i,Atlante A. , Canu
N., Rohn T.T.,Cattaneo A., Calissano P. - Identification of a caspase-derived n-terminal tau
fragment in cellular and animal alzheimer disease models - MOLECULAR AND CELLULAR
NEUROSCIENCE, Vol. 38, Pagg. 381-392
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Pochini L, Galluccio M, Scumaci D, Giangregorio N, Tonazzi A, Palmieri F,Indiveri C - Interaction
of beta-lactam antibiotics with the mitochondrial carnitine/acylcarnitine transporter - CHEMICO-
BIOLOGICAL INTERACTIONS, Vol. 173, Pagg. 187-194

Russo F, Chimienti G, Riezzo G, Pepe G, Petrosillo G, Chiloiro M, Marconi E. - Inulin-enriched
pasta affects lipid profile and Lp(a) concentrations in Italian young healthy male volunteers -
EUROPEAN JOURNAL OF NUTRITION, Vol. , Pagg. -

Lezza AM, Fallacara FP, Pesce V, Leeuwenburgh C, Cantatore P, Gadaleta MN - Localization of
Abasic Sites and Single-Strand Breaks in Mitochondrial DNA from Brain of Aged Rat, Treated or
not with Caloric Restriction Diet - NEUROCHEMICAL RESEARCH, Vol. , Pagg. -

Moro L, Arbini AA, Yao JL, di Sant'Agnese PA, Marra E, Greco M. - Loss of BRCA2 promotes
prostate cancer cell invasion through up-regulation of matrix metalloproteinase-9. - CANCER
SCIENCE, Vol. 99, Pagg. 553-563

Sergio Papa, Domenico De Rasmo, Salvatore Scacco, Anna Signorile, Zuzana Technikova-
Dobrova, Giuseppe Palmisano, Anna Maria Sardanelli, Francesco Papa, Damiano Panelli,
Raffaella Scaringi and Arcangela Santeramo - Mammalian complex |: A regulable and vulnerable
pacemaker in mitochondrial respiratory function - BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, Vol. ,
Pagg. -

Passarella S, de Bari LD, Valenti D, Pizzuto R, Paventi G, Atlante A. - Mitochondria and I-lactate
metabolism. - FEBS LETTERS, Vol. 582, Pagg. 3569-3576

Moro L., Arbini AA., Marra E., Greco M. - Mitochondrial DNA depletion reduces PARP-1 levels
and promotes progression of the neoplastic phenotype in prostate carcinoma - CELLULAR
ONCOLOGY, Vol. 30, Pagg. 307-322

Piccoli C, Sardanelli A, Scrima R, Ripoli M, Quarato G, D'Aprile A, Bellomo F,Scacco S, De
Michele G, Filla A, luso A, Boffoli D, Capitanio N, Papa S. - Mitochondrial Respiratory Dysfunction
in Familiar Parkinsonism Associated with PINK1 Mutation - NEUROCHEMICAL RESEARCH,
Vol. , Pagg. -

Vacca RA, Giannattasio S, Capitani G, Marra E, Christen P. - Molecular evolution of B6
enzymes: binding of pyridoxal-5'-phosphate and Lys41Arg substitution turn ribonuclease A into a
model B6 protoenzyme. - BMC BIOCHEMISTRY, Vol. 9, Pagg. 17-

Palmieri L, Picault N, Arrigoni R, Besin E, Palmieri F, Hodges M - Molecular identification of three
Arabidopsis thaliana mitochondria dicarboxylate carrier isoforms: organ distribution, bacterial
expression, reconstitution into liposomes and functional characterization - BIOCHEMICAL
JOURNAL, Vol. 410, Pagg. 621-629

Lasorsa FM, Pinton P, Palmieri L, Scarcia P, Rottensteiner H, Rizzuto R, Palmieri F -
Peroxisomes as novel players in cell calcium homeostasis - JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY, Vol. , Pagg. -

Kucejova B, Li L, Wang X, Giannattasio S, Chen XJ - Pleiotropic effects of the yeast Sal1 and
Aac2 carriers on mitochondrial function via an activity distinct from adenine nucleotide transport -
MOLECULAR GENETICS AND GENOMICS, Vol. 280, Pagg. 25-39

Del Prete A., Zaccagnino P., Di Paola M., Saltarella M., Oliveros Celis C., Nico B., Santoro G.
and Lorusso M. - Role of mitochondria and reactive oxygen species in dendritic cell
differentiation and functions - FREE RADICAL BIOLOGY AND MEDICINE, Vol. , Pagg. -
Mangiullo R, Gnoni A, Leone A, Gnoni GV, Papa S, Zanotti F. - Structural and functional
characterization of FOF1-ATP synthase on the extracellular surface of rat hepatocytes -
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, Vol. 1777, Pagg. 1326-1335

Giancaspero TA, Wait R, Boles E, Barile M. - Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit
expression in Saccharomyces cerevisiae- involvement of the mitochondrial FAD transporter,
Fix1p. - FEBS JOURNAL, Vol. 275, Pagg. 1103-1117

Brizio C, Brandsch R, Douka M, Wait R, Barile M. - The purified recombinant precursor of rat
mitochondrial dimethylglycine dehydrogenase binds FAD via an autocatalytic reaction. - FEBS
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Damiano Panelli, Vittoria Petruzzella, Rita Vitale, Domenico De Rasmo, Arnold Munnich, Agnes
Rétig, Sergio Papa - The regulation of PTC containing transcripts of the human NDUFS4 gene of
complex | of respiratory chain and the impact of pathological mutations - BIOCHIMIE, Vol. , Pagg.
C.M.T. Marobbio, G. Giannuzzi, E. Paradies, C.L. Pierri and F. Palmieri - a-isopropylmalate, a
leucine biosynthesis intermediate in yeast, is transported by the mitochondrial oxaloacetate
carrier - JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, Vol. 283, Pagg. 28445-28453

Domenico De Rasmo, Damiano Panelli, Anna Maria Sardanelli and Sergio Papa - cAMP-
dependent protein kinase regulates the mitochondrial import of the nuclear encoded NDUFS4
subunit of complex | - CELLULAR SIGNALLING, Vol. 20, Pagg. 989-997

F. ltaliano, F. Pisani, F. De Leo, L.R. Ceci, R. Gallerani, L. Zolla, S. Rinalducci, L. Giotta, F.
Milano, A. Agostiano and M. Trotta - Effect of cobalt ions on the soluble proteome of a
Rhodobacter sphaeroides carotenoidless mutant. - , Springer editor,

Pepe G., Chimienti G. - Lipoproteins and apolipoproteins in human cerebrospinal fuid. A new role
of lipoprotein(a) and apolipoprotein(a) in the neurological diseases characterized by blood-
cerebrospinal fluid barrier dysfunction. - The blood-brain barrier, TR Helio ed. Novapublisher,
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Sequenziatore DNA

Spettrometro di massa

Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

Elementi di autovalutazione
L'attivita di ricerca svolta dall'lBBE nel 2008 ha pienamente raggiunto gli obiettivi prefissati e si
svolta secondo le linee previste ottenendo numerose pubblicazioni su riviste censite dallo SCI. |



risultati scientifici ottenuti dalla quattro commesse che costituiscono I''BBE sono riportati in dettaglio.

SV-P13.002: BIOGENESI DELLE MEMBRANE DI TRASDUZIONE DELL'ENERGIA.
(RESPONSABILE PROF.SSA M.N. GADALETA)

| principali risultati ottenuti hanno riguardato:

a) gli effetti di trattamenti nutrizionali e farmacologici. Mediante un approccio proteomico, condotto in
collaborazione con C. Gelfi (Universita di Milano), sono state valutate le alterazioni a carico del
muscolo soleo di ratto in condizioni di disuso e in seguito a trattamento con acetil-I-carnitina
(ALCAR): e stato rilevato uno shift verso il metabolismo glicolitico che il trattamento con ALCAR
parzialmente previene. In collaborazione con C. Leeuwenburgh (University of Florida, Gainesville) &
stato dimostrato che nel cervello di ratti vecchi nutriti ad libitum la regione del mtDNA comprendente
il Direct Repeat 1 della delezione di 4834 bp e altamente danneggiata. Il danno € ridotto in ratti
vecchi sottoposti a restrizione calorica.

La somministrazione di pasta arricchita con inulina a giovani volontari induce effetti significativi sui
parametri lipidici ematici; in particolare & stata rilevata una significativa riduzione della
concentrazione di Lipoproteina(a).

b) I'ambiente. Mediante la messa a punto di una nuova strategia di Genome walking sono state
identificate le regioni di regolazione di un gene della famiglia Light harvesting protein 1 (Lhcbl) di
spinacio. L'analisi del proteoma solubile del batterio fotosintetico R. sphaeroides cresciuto in
presenza di cobalto, ha evidenziato cambiamenti significativi per 43 proteine. In particolare & stata
dimostrata una diminuzione dell'espressione e del funzionamento dell'enzima porphobilinogeno
deaminasi.

| risultati delle ricerche della Commessa sono stati oggetto di 7 pubblicazioni su riviste
internazionali. Le ricerche condotte sull'adattamento del batterio R. sphaeroides ad elevate
concentrazioni di metalli pesanti hanno costituito la base per la partecipazione al "Progetto
Esplorativo Foto bonifica biologica", finanziato dalla Regione Puglia.

La Dr. De Leo &€ componente del Gruppo di lavoro di trasferimento Tecnologico del Dip. SV, ed &
stata membro del Comitato organizzatore del Workshop "Ricerca e innovazione nelle Scienze della
Vita" organizzato dal Dip. SV (Napoli 13 Maggio 2008). Ricercatori afferenti a questa Commessa
hanno fatto o fanno parte di Comitati ItPA, Fasano (BR)Giugno 2008; "Mitochondrial Physiology and
Pathology" June 2008 Bari; FotoBiologia, Locorotondo (BA) giugno 2009.

SV.P14.005 SISTEMI BIOENERGETICI DI MEMBRANA: MECCANISMI FUNZIONALI E
FISIOPATOLOGIA. (RESPONSABILE PROF. S.PAPA)

Le ricerche svolte nell'ambito della commessa hanno riguardato struttura funzione e regolazione dei
sistemi dei complessi della fosforilazione ossidativa. In particolare, sono stati ottenuti risultati di
notevole significato per quanto riguarda: struttura e meccanismi funzionali della citocromo c
ossidasi e ATPsintasi sia nei mitocondri che in batteri. Per questi ultimi gli studi sono stati in
particolare diretti alla caratterizzazione dei geni dell'operone dell'ATPsintasi e della loro espressione
in microrganismi altoproduttori di antibiotici oggetto di studio in progetti condotti in collaborazione con
l'industria Sanofi-Aventis. Per quanto riguarda la citocromo ¢ ossidasi si sono ottenuti nuovi dati per
la verifica del meccanismo cooperativo allosterico della trasduzione di energia (pompa protonica
della citocromo ¢ ossidasi). Nei mitocondri umani e di mammifero & stato caratterizzato il ruolo della
cascata del cAMP nella regolazione del metabolismo respiratorio mitocondriale. In particolare si
sono ottenuti dati relativi alla regolazione dell'attivita NADH ubichinone ossidoreduttasica e
produzione di anione superossido nel complesso |. Infine € stata caratterizzata I'alterazione della
funzione mitocondriale in malattie neurodegenerative mitocondriali primarie: mutazioni in geni
NDUFS4 e NDUFS1 del complesso | e forma recessiva familiare di Parkinon associata a
mutazione del gene PINK1.

| risultati di queste ricerche sono stati oggetto di 7 pubblicazioni con impact factor medio pari a 3.6.
Le ricerche di genomica, proteomica e biochimica dei sistemi bioenergetici di membrana in
microrganismi di interesse industriale farmacologico hanno costituito la base per la partecipazione
al progetto MUR-FAR dal titolo: "Laboratorio pubblico-privato per lo sviluppo di processi e prodotti
innovativi nel campo dei farmaci antinfettivi (LIFA)" per il periodo 2007-2009 (responsabile
scientifico il dr. A. Gaballo).



S.Papa ha inoltre curato l'edizione del numero speciale di BBA Bioenergetics vol. 1757 del 2006 su
Mitocondria from Molecular Insight to Physilogy and Pathology

SV.P14.007 TRASPORTATORI MITOCONDRIALI: STRUTTURA E MECCANISMI FUNZIONALI.
(RESPONSABILE PROF. F.PALMIERI)

Nel corso del 2008 e proseguita con successo l'attivita di ricerca riguardante lo studio dei
trasportatori mitocondriali. | risultati conseguiti sono stati oggetto di 9 pubblicazioni su riviste
internazionali. Sono stati utilizzati due approcci complementari per studiare il ruolo funzionale dei
residui del motivo RXXPANAAXF caratteristico del carrier mitocondriale della carnitina/acilcarnitina
(CAC). Si é trovato che i residui R, N ed F sono implicati nel legame del carrier al substrato e che i
residui P ed A278 hanno un ruolo strutturale. Sono state anche studiate le interazioni di antibiotici
beta lattamici con CAC e si & trovato che questi sono inibitori competitivi non trasportati di CAC e
sono state fatte supposizioni sulle possibili interazioni in vivo tra antibiotici beta-lattamici e CAC. E'
stato dimostrato che i perossisomi di cellule di mammifero accumulano ioni calcio sia in condizioni di
riposo che in presenza di agonisti extracellulari ed € stato stabilito che I'omeostasi del Ca2+ nei
perossisomi € regolata da gradienti protonici e di ioni Na. Sono state identificati tre geni di A. thaliana
che codificano per tre isoforme del carrier mitocondriale degli acidi dicarbossilici ed € stato
identificato e caratterizzato un nuovo trasportatore mitocondriale di nucleotidi adenilici (ADNT1).
Sono state identificate mutazioni in ANT1 e POLG-A, subunita A della polimerasi gamma del DNA
mitocondriale, responsabili del fenotipo clinico in un paziente affetto da miopatia mitocondriale (PEQ)
con delezioni multiple del mtDNA. Nel tessuto cerebrale post-mortem di sei soggetti affetti da
autismo, l'attivita del carrier mitocondriale dell'aspartato/glutammato AGC1 & risultata maggiore
rispetto a quella misurata in sei relativi controlli. E' stato investigato il ruolo delle modifiche
epigenetiche sui livelli di espressione del gene umano del carrier del citrato (CIC). L'ipometilazione
del promotore di CIC promuove il binding di Sp1 e I'acetilazione degli istoni favorisce una struttura
della cromatina piu accessibile al complesso di inizio della trascrizione.

SV.P15.003 INTERRELAZIONE NUCLEO/CITOPLASMA/MITOCONDRI NELL'OMEOSTASI
CELLULARE.(RESPONSABILE DR.SSA E.MARRA)

L'attivita di ricerca svolta dalla commessa "SV.P05.001-Interrelazione nucleo/citoplasma/mitocondri
nellomeostasi cellulare" si € sviluppata secondo le linee previste dall'area tematica. Sono stati
conseguiti nuovi e significativi risultati scientifici che hanno pienamente soddisfatto gli obiettivi
proposti e che sono stati oggetto di 14 pubblicazioni su riviste indicizzate internazionali tra cui la
minireview "Mitochondria and I-lactate metabolism" pubblicata su FEBS Lett (2008 582(25-26),
3569-3576) che ha meritato la pubblicazione dello schema conclusivo sulla copertina. Parimenti,
risultati importanti sono stati conseguiti con ricerche fortemente orientate verso il settore biomedico
e la cui finalita é l'identificazione di bersagli terapeutici, protocolli diagnostici e/o prognostici per
patologie tumorali e neurodegenerative. In tale contesto é stato accertato che l'effetto neurotossico
di un frammento della proteina tau € dovuto ad un'azione diretta sul carrier degli adeninnucleotidi,
con conseguente inibizione della fosforilazione ossidativa, mentre studi condotti su linee cellulari di
prostata hanno evidenziato come la deplezione del DNA mitocondriale contribuisca alla comparsa di
un fenotipo neoplastico.

Nell'ambito delle attivita di trasferimento tecnologico e di formazione con partner dell'area balcanica,
il Progetto INTERREG TIORCAS ltalia-Montenegro si € concluso nel giugno 2008 con un convegno
nel quale sono state presentate tutte le attivita di trasferimento tecnologico (corsi teorico-pratici di
genetica molecolare, pubblicazione di un manuale per procedure di diagnosi molecolare di patologie
ereditarie, attivita di scambio di ricercatori e operatori del settore biosanitario) e sono state poste le
basi per ulteriori collaborazioni fra i gruppi italiani e montenegrini sia nel campo della ricerca
biochimica fondamentale che in quello delle biotecnologie biomediche.

Numerose sono state le collaborazioni stabilite dai ricercatori afferenti alla commessa con gruppi
clinici appartenenti ad istituzioni di ricerca ltaliane ed estere tali da consentire di presentare
application per progetti finalizzati alla ricerca orientata. | ricercatori afferenti alla commessa hanno
inoltre continuato a svolgere con successo la loro attivita di ricerca in collaborazione con |l
personale dei dipartimenti Universitari con i quali si relaziona I'lstituto, contribuendo all'attivita di
formazione per gli ambiti di competenza.



Il Dr. Giannattasio & componente del Gruppo di lavoro di Internazionalizzazione del Dip. SV.

Proposta di interventi organizzativi

Si propongono seminari ed incontri tematici tra gli istituti del CNR con interessi scientifici comuni,
ovvero appartenenti a diversi progetti dello stesso dipartimento e a dipartimenti diversi per
migliorare la conoscenza reciproca e incrementare le possibili collaborazioni e stimolare le
interazioni scientifiche in una ottica multidisciplinare.

Tra le proposte organizzative per il 2009 si prevede l'organizzazione di:

-Seminari interni e di aggiornamento sulle principali tematiche di ricerca svolte nell'ambito della
Commessa

-Seminari e/o scambi di personale con altri Istituti con i quali &€ in corso una collaborazione siano
essi afferenti al medesimo Dipartimento di Scienze della Vita (IEOS) o ad altri Dipartimenti (INMM,
Dip di Medicina).

-Seminari e/o scambi di personale in un ambito sia inter- che intra-dipartimentale, con altri Istituti al
fine di identificare una affinita di obiettivi scientifici (IEOS, IGB, IBP).

-Seminari e/o scambi di personale con Istituzioni di ricerca sia italiane che straniere



Risorse | nanziarie

Attivita coperte | Attivita coperte Totale Risorse da Totale per ricercatore
da fonti interne | da fonti esterne esercizi precedenti| generale | operante nell'lstituto
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 58 467 525 34 559 25
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 532 501 1.033 54 1.087 49




Istituto per I'endocrinologia e I'oncologia " Gaetano Salvatore"

Direttore: Prof. ALFREDO FUSCO

Sede principale: Via Sergio Pansini, 5 - 80131 Napoli (NA)
Articolazione territoriale:

Sito web dell'lstituto: www.ieos.cnr.it/

Dipartimento di prevista afferenza
Scienze della Vita

Missione

Studio dei meccanismi molecolari coinvolti nella crescita e differenziamento cellulare per lo sviluppo di nuovi
strumenti diagnostici e terapeutici della proliferazione neoplastica e delle alterazioni funzionali di sistemi
endoctini.

Attivita di ricerca (2008)

Commesse

. Basi molecolari della cancerogenesi
. Modelli biologici per lo studio di malattie del metabolismo ed autoimmunitarie: validazione di terapie
innovative

Moduli

. Ruolo delle proteine cromatiniche nella tumorigenesi

. Caratterizzazione di nuovi co-regolatori trascrizionali coinvolti nel differenziamento e nella
tumorigenesi tiroidea

. Identificazione e caratterizzazione funzionale dei geni e delle proteine coinvolti nella tumorigenesi
tiroidea

. Strategie innovative per la terapia e la diagnosi dei tumori

. Correlazione tra sistema immunitario e sistema endocrino: modelli di alterata funzione del sistema
immunitario come causa di patologie

. Studio dell'espressione e della funzione di geni e proteine coinvolte nel diabete di tipo 2

RSTL
. Studio del ruolo della proteina HMGA2 nella generazione di adenomi ipofisari
. Il ruolo del gene PED/PE15 nel controllo della funzione betacellulare e nel diabete tipo 2.
. Ruolo del fattore di trascrizione NFkB nell'oncogenesi tiroidea
. Il recettore dellurochinasi nella mobilizzazione e nellattecchimento al midollo osseo delle cellule

staminali ematopoietiche: meccanismi molecolari e possibili applicazioni terapeutiche.
. Ruolo immunoregolatorio dellormone leptina nella patogenesi dell’autoimmunita: nuove strategie
per un intervento immunoterapeutico

Attivita Commesse

Basi molecolari della cancerogenesi



Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CARLOMAGNO FRANCESCA

Risultati conseguiti

Abbiamo investigato i "pathways" molecolari attivati nelle cellule tumorali tiroidee tra cui quello di
NFkappaB, il ruolo dell'infiltrato infiammatorio nella tumorigenesi tiroidea, il ruolo di geni riarrangiati
nei tumori tiroidei umani e la cui funzione non & nota (H4 e NCOA4), e quali sono i meccanismi che
regolano I'emivita di proteina oncogeniche come RET e la loro resistenza farmacologia a specifici
inibitori.

Abbiamo dimostrato che la proteina HMGA1 regola I'espressione sia dei geni HAND1 e ciclina B2
che di differenti miR (101-b e 196a-2) e che la sua assenza conferisce resistenza allo sviluppo di
tumori cutanei. Inoltre questa proteina € un marker diagnostico per i tumori testicolari, unitamente a
HMGAZ2, e viene fosforilata dalla chinasi ATM. Abbiamo inoltre dimostrato che la proteina PATZ
svolge un ruolo critico nella spermatogenesi e nei tumori testicolari.

Abbiamo anche dimostrato che la rodotta espressione del gene Cbx7 rappresenta un fattore
prognostico negativo nei carcinomi del colon e del pancreas.

Abbiamo individuato due interattori proteici dei fattori trascrizionali tiroidei Pax8 e TTF1, DREAM e
TAZ, e li abbiamo caratterizzati biochimicamente e funzionalmente. Abbiamo stabilito una
correlazione tra l'alterata espressione di molecole di adesione, caderine e catenine, e la
progressione nei tumori tiroidei umani.

Mediante Tissue Micro Array abbiamo dimostrato che la fosfatasi Shp1 €& un potenziale
biomarcatore dei carcinomi della mammella con prognosi negativa. Abbiamo dimostrato l'esistenza
di un cross-talk tra Ret e TrkB, nella differenziazione di cellule di neuroblastoma.

Abbiamo generato aptameri come inibitori specifici di Ret validandoli su cellule di glioblastoma.
Abbiamo inoltre isolato, applicando la tecnologia SELEX su cellule in coltura, 1) un pannello di
aptameri di RNA capaci di legare specificamente cellule U87MG di glioma maligno e di discriminare
tra le cellule U87MG e cellule non tumorigeniche, T98G ed 2) un pannello di aptameri di RNA capaci
di legare specificamente cellule TRAIL-resistenti Calu1 di NSCLC e di discriminare tra le cellule
Calu1 e cellule TRAIL-sensibili, H460.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic = Artico  Articoli Rapport Risultati valorizzazi = Abstrac Attivita
anno . oli linon in atti di Libri PP progettua editoria
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Principali collaborazioni

Nazionali:

C. Arra, Istituto dei Tumori di Napoli

G. Chiappetta, Istituto dei Tumori di Napoli

A. Ciarmiello, Istituto dei Tumori di Napoli

A. Colao, Universita di Napoli "Federico II"

P. Cappabianca, Universita di Napoli "Federico II"

M.L. del Basso de Caro e G. Troncone, Universita di Napoli "Federico II"

Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare e Molecolare, Universita di Napoli "Federico II"
Dipartimento di Scienze Biologiche ed Ambientali, Universita degli Studi del Sannio, Benevento.
Istituto per il Sistema Produzione Animale in Ambiente Mediterraneo (ISPAAM)-CNR, Napoli.
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biomediche, Universita degli Studi di Udine.

Dott. A. Scaloni, ISPAAM-CNR, Napoli

Dott. Paolo Sordino, Stazione Zoologica "Anton Dohrn", Napoli

Istituto Europeo Oncologico, Milano



CIB,Trieste

Internazionali

C.M. Croce, Ohio State University, Columbus, USA H. Schmid, Novartis, Basel, Switzerland
M. Kruhoffer, Aarhus University Hospital, Denmark.

Center for Biomedical Integrated Genoproteomics, University of Liege, Belgium.
National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIH, Bethesda, MD, USA.
Sam Wells, Duke University Medical Center, Durham, NC

Silvio Gutkin, NIH, Bethesda, MD

Cancer Discovery, Astra Zeneca, Mereside, UK

Bayer Pharmaceuticals Corporation-West Haven, CT 06516

Serie Manie, CNRS, Lyon, France

Neil McDonald, LRI, Cancer UK, London, UK

Bertrand Tavitian, CEA / DSV / DRM / SHFJ — INSERM U 803, Francia
Domenico Libri, CNRS, Francia

P. Santisteban (Madrid, Spagna)

W. Hunziker (Singapore, Japan)

Prof. Luigi Terracciano, Department of Pathology, Universita di Basilea, Svizzera.
Prof. Jacqueline Trouillas, Universita di Lione, Francia.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
25 37

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
18 28

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottoran Professor
e 0 o_a_ do e . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
6 3 1 0 0 1 1 12

Principali risorse strumentali utilizzate

Risonanza Magnetica, cappe a flusso laminare per colture cellulari, citofluorimetro, apparecchi per
PCR quantitativa e non, luminometro, sonicatore, Beta-counter, ultracentrifuga, scanner Tyfoon,
Biorad.

Modelli biologici per lo studio di malattie del metabolismo ed autoimmunitarie: validazione
di terapie innovative

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: MIELE CLAUDIA

Risultati conseguiti
In modelli di malattia quali la sclerosi multipla sperimentale e il diabete tipo 1 abbiamo dimostrato che



il blocco leptinico € in grado di migliorarne I'evoluzione attraverso I'espansione di popolazioni cellulari
protettive come le cellule T regolatorie. Tale fenomeno appare essere IL-2 dipendente e mediato da
pathways intracellulari legati al metabolismo energetico e ai nutrienti.

In cellule muscolari L6, liperglicemia cronica & associata a stress del reticolo endoplasmico,
alterazioni del trasporto del glucosio ed una significativa diminuzione dei livelli di espressione del
trasportatore del glucosio Glut4. | livelli di mMRNA del Glut1 risultano invece aumentati. In cellule L6,
sia l'inibizione farmacologica che il silenziamento genico del recettore CB1 degli endocannabinoidi
determinano un aumento della PI3K e del trasporto del glucosio. HNF-4alpha funziona da proteina
"scaffold" permettendo l'assemblaggio di enzimi ad attivita iston deacetilasica ed iston
metiltrasferasica che inibiscono l'espressione del gene PED/PEA-15.L'espressione del D4 nel
muscolo dei topi TgPed mediante I'adenovirus D4 ripristina l'effetto dell'insulina sul trasporto del
glucosio. Nel cervello dei topi TQPED ¢ stata riscontrata una riduzione dei livelli di tirosina-idrossilasi
(TH) e di dopamina . Topi ipomorfi per Prep1 mostrano un aumentato segnale insulinico ed un
aumentata espressione di PGC-1 con conseguente induzione del Glut 4 e del trasporto del
glucosio.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Gli studi per il blocco della leptina sono in collaborazione col Prof. Richard Ross dell'Universita di
Sheffield, UK.

Gli studi sul ruolo dello stress del reticolo endoplasmico nellinsulino resistenza indotta
dall'iperglicemia cronica nel muscolo scheletrico umano saranno effettuati in collaborazione con il
Prof. Michael Gaster dell'Universita di Odense

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 16

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
8 16

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
.- do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Cell Harvester

Fluorimetro per ATP

Thermocycler per PCR

IQCycler per real time PCR

Camere elettroforetiche per gel di agarosio e di poliacrilammide + power suppliers
Gamma-counter



Citofluorimetro
Cell sorter

Attivita Moduli

Ruolo delle proteine cromatiniche nella tumorigenesi

Commessa: Basi molecolari della cancerogenesi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: FEDELE MONICA

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 sono stati portati a compimento diversi obiettivi, con la realizzazione di 9 articoli
originali di cui 7 gia pubblicati o in via di pubblicazione su riviste internazionali (IFmedio = 5,455). Piu
dettagliatamente abbiamo dimostrato che:

1)I'assenza del gene HMGA1 conferisce resistenza allo sviluppo di tumori cutanei (Eur J Cancer.
2008 Jan;44(2):318-25).

2)le proteine HMGA1 e HMGA2 rappresentano un valido marker diagnostico per i tumori testicolari
(J Pathol. 2008 214(1):58-64).

3)HMGAT1 viene fosforilata da ATM (Eur J Cancer. 2008 Nov;44(17):2668-79).

4)HMGA1 regola i microRNA miR-101b e miR-196a-2 e il miR-196a-2 regola HMGA2

5)le proteine HMGA up-regolano il gene della ciclina B2 nei tumori ipofsari

6)HMGA1 down-regola il gene HAND1 nei tumori tiroidei

7)la proteina PATZ svolge un ruolo critico nella spermatogenesi e nei tumori testicolari (J Pathol.
2008 May;215(1):39-47).

8)l'espressione di HMGA2 correla con la malignita nel cancro della tiroide (Eur J Cancer. 2008 May;
44(7):1015-21)

9)la perdita d'espressione di cbx7 correla con il fenotipo maligno nei carcinomi della tiroide (Cancer
Res. 2008 Aug 15;68(16):6770-8).

Per il lavoro in cui viene dimostrato il ruolo chiave di HMGA2 e dell'attivazione di E2F1, da essa
dipendente, nello sviluppo degli adenomi ipofisari (Cancer Cell. 2006 9(6):459-71), Monica Fedele
ha ricevuto nel 2008 il premio Berlucchi dall'omonima fondazione.

Nell'ambito di questo modulo di commessa, sono stati ottenuti nel 2008 i seguenti fnanziamenti:

1)€ 27.000 dal PRIN a Monica Fedele per il progetto "Analisi in vivo del ruolo delle proteine HMGA
nello sviluppo e differenziamento mediante I'utilizzo di topi knockout"

2)€ 80.000 dall'AIRC a Monica Fedele per il progetto "Role of PATZ, a possible tumor-suppressor
gene, in cancer".

3)€ 190.000 dall'AIRC ad Alfredo Fusco per il progetto "Role of HMGA proteins and their interactors
in cancer".

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni
Sono state confermate le collaborazioni gia in atto.



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 7

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 6

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

.. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
6 2 0 0 0 1 0 9

Caratterizzazione di nuovi co-regolatori trascrizionali coinvolti nel differenziamento e nella
tumorigenesi tiroidea

Commessa: Basi molecolari della cancerogenesi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: ZANNINI MARIA STELLA

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 & stato possibile completare la caratterizzazione biochimica e funzionale per
alcuni degli interattori di Pax8 e TTF-1 da noi individuati.

In particolare, abbiamo dimostrato che TAZ agisce come co-attivatore trascrizionale sia di Pax8
che di TTF-1. E' stato possibile individuare i domini funzionali di TAZ capaci di interagire con tali
fattori di trascrizione ed analizzare I'espressione di TAZ durante I'embriogenesi murina.
Parallelamente, € iniziata una caratterizzazione biochimica e funzionale della proteina YAP, paralogo
di TAZ, per comprendere se anche tale co-regolatore fosse capace di interagire con Pax8 e TTF-1
e di modularne l'attivita trascrizionale. Dati preliminari indicano che anche YAP & in grado di
interagire biochimicamente con Pax8 e TTF-1. L'analisi funzionale di tale interazione & attualmente
in corso.

La proteina PARP-1, invece, era stata identificata dal nostro gruppo come interattore di Pax8.
Recentemente, & stato possibile dimostrare che l'interazione coinvolge il dominio di legame al DNA
di Pax8 e che tale interazione modula negativamente l'attivita trascrizionale di Pax8. Inoltre, e stato
dimostrato che Pax8 non & sottoposto ad ADP-ribosilazione da parte di PARP-1, ma € in grado di
interagire con esso indipendentemente dall' attivita di ADP-ribosilazione di quest'ultimo.

In precedenza avevamo dimostrato che la proteina WBP-2 € in grado di interagire con il fattore di
trascrizione Pax8. Nel corso del 2008 & stata effettuata una approfondita caratterizzazione
biochimica e funzionale per comprendere se WBP-2 fosse in grado di interagire anche con TTF-1 e
se facesse parte del complesso multiproteico in cui sono assemblati Pax8 e TTF-1.

Per cio che riguarda la proteina DREAM, in precedenza era stato dimostrato che fosse in grado di
legare in modo specifico il sito DRE localizzato nella regione 5' UTR dei fattori di trascrizione Pax8 e
Foxe1, causando una significativa riduzione dell'espressione di questi geni. Nel corso del 2008
sono stati generati diversi cloni indipendenti di cellule Cal62 in grado di esprimere stabilmente la



proteina DREAM. Normalmente, infatti, le cellule Cal62, provenienti da tumore anaplastico della
tiroide, non esprimono piu DREAM. La ri-espressione di tale proteina causa una riduzione della
capacita proliferativa delle cellule, attribuendo cosi a DREAM un ruolo oltre che nella regolazione del
differenziamento anche nella proliferazione della cellula tiroidea.

Infine & stata completata la caratterizzazione funzionale del legame di SUMO alla proteina Pax8. E'
stato dimostrato che SUMO lega il residuo di lisina 309 di Pax8, nel contesto di un sito di
sumoilazione definito ad alta affinita. Tale legame non modula I'attivita trascrizionale di Pax8, né ne
modifica la localizzazione cellulare, ma modula la sua stabilita. Nello specifico, il mutante di Pax8 nel
residuo K309 che non puo' essere sumoilato mostra una minore emivita. E' ipotizzabile che la
risposta a stimoli esterni da parte della cellula pud in qualche modo influenzare la sumoilazione di
Pax8 e, quindi, la sua emivita, suggerendo, quindi, un ruolo importante della sumoilazione nella
regolazione della sua attivita.

Parallelamente agli altri studi, inoltre, & stata eseguita un'analisi di espressione genica su campioni
di tessuti tumorali tiroidei umani. E' stata cosi dimostrata un'importante deregolazione di tutti gli
interattori da noi studiati in tali tessuti. In particolare, I'espressione delle proteine TAZ e PARP-1
risulta sensibilmente aumentata, mentre l'espressione della proteina DREAM risulta fortemente
ridotta.

Inoltre, abbiamo determinato che la proteina CDH-16/Ksp € espressa nella tiroide del topo gia a
partire dallo stadio di sviluppo embrionale E15 e colocalizza con la E-caderina/CDH-1 sulla
membrana basolaterale delle cellule epiteliali follicolari. In cellule di tiroide di ratto in coltura
(FRTL-5), l'espressione della CDH-16, & dipendente dal TSH, cosi come lo & quella di altri geni
marcatori del differenziamento tiroideo. Un potenziale interattore della proteina CDH-16 & la + B-
cristallina che si lega alla coda citosolica della CDH-16 e probabilmente media il collegamento col
citoscheletro della cellula. Dall'analisi dei profili di espressione genica di tiroidi di uomo e di topo,
ottenuti mediante microarray, & stato possible determinare che i geni della CDH-16 e della + B-
cristallina sono entrambi espressi nella tiroide e per gRT-PCR, si osserva una marcata diminuzione
dell'espressione della + B-cristallina, oltre che della CDH-16, in tutti i tumori tiroidei analizzati.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Collaborazioni nazionali:

Dott. A. Scaloni (ISPAAM-CNR, Napoli), Prof. A. Fusco (Universita di Napoli Federico Il); Prof. R. Di
Lauro (Universita di Napoli Federico Il); Prof. M. Santoro (Universita di Napoli Federico Il); Dott.
Paolo Sordino (Stazione Zoologica "Anton Dohrn", Napoli).

Collaborazioni internazionali:
Dr. P. Santisteban (Madrid, Spagna), Dr. W. Hunziker (Singapore, Japan).

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
4 6



Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. do visitatore
di ricerca
0 1 1 0 0 0 1 3

Identificazione e caratterizzazione funzionale dei geni e delle proteine coinvolti nella
tumorigenesi tiroidea

Commessa: Basi molecolari della cancerogenesi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CARLOMAGNO FRANCESCA

Risultati conseguiti

a) Abbiamo dimostrato che il pathway APC/Beta-catenina e' attivato in tumori tiroidei e in particolare
avalle di RET.

b) Abbiamo investigato il ruolo dell'infiltrato mastocitario nei tumori tiroidei identificando i mediatori
della chemiotassi mastocitaria nel sito tumorale e della proliferazione delle cellule neoplastiche
indotta dai mastociti.

c) Abbiamo dimostrato che nei tumori anaplastici e' attivato un programma trascrizionale di
proliferazione cellulare ed instabilita' genomica e che l'inibizione della chinasi PLK1 overespressa in
ATC arresta la crescita delle cellule tumorali inducendo apoptosi.

d) Abbiamo osservato che la proteina H4 e' implicata nella risposta al danno al DNA. Abbiamo
anche descritto un ruolo per NCOA4 nel replicazione del DNA

e) Abbiamo verificato la resistenza del mutante RET Y806C all'azione inibitoria di ZD6474 sia in
vitro che in vivo. Abbiamo dimostrato che il composto 17-AAG e' in grado di indurre degradazione
della proteina RET mediante inibizione dello chaperone HSP90

f) Mediante proteomica abbiamo individuato fattori secreti dalle cellule anaplastiche che mediano la
trasformazione neoplastica.

Sono stati pubblicati i seguenti lavori:

1: Lodyga M, De Falco V, Bai XH, Kapus A, Melillo RM, Santoro M, Liu M.
XB130, a tissue-specific adaptor protein that couples the RET/PTC oncogenic
kinase to Pl 3-kinase pathway.

Oncogene. 2008 Dec 8.

2: Carlomagno F, Guida T, Anaganti S, Provitera L, Kjaer S, McDonald N, Ryan A,
Santoro M.

Identification of tyrosine 806 as a molecular determinant of RET kinase

sensitivity to ZD6474.

Endocr Relat Cancer. 2008 Nov 24.

3: De Falco V, Giannini R, Tamburrino A, Ugolini C, Lupi C, Puxeddu E, Santoro M,
Basolo F.

Functional characterization of the novel T5991-VKSRdel BRAF mutation in a
follicular variant papillary thyroid carcinoma.

J Clin Endocrinol Metab. 2008 Nov;93(11):4398-402



4: De Falco V, Guarino V, Avilla E, Castellone MD, Salerno P, Salvatore G,
Faviana P, Basolo F, Santoro M, Melillo RM.

Biological role and potential therapeutic targeting of the chemokine receptor
CXCR4 in undifferentiated thyroid cancer.

Cancer Res. 2007 Dec 15;67(24):11821-9.

5: Schlumberger M, Carlomagno F, Baudin E, Bidart JM, Santoro M.
New therapeutic approaches to treat medullary thyroid carcinoma.
Nat Clin Pract Endocrinol Metab. 2008 Jan;4(1):22-32.

6: Staibano S, Merolla F, Testa D, lovine R, Mascolo M, Guarino V, Castellone MD,
Di Benedetto M, Galli V, Motta S, Melillo RM, De Rosa G, Santoro M, Celetti A.
OPN/CD44v6 overexpression in laryngeal dysplasia and correlation with clinical
outcome.

Br J Cancer. 2007 Dec 3;97(11):1545-51.

7: Salvatore G, Nappi TC, Salerno P, Jiang Y, Garbi C, Ugolini C, Miccoli P,
Basolo F, Castellone MD, Cirafici AM, Melillo RM, Fusco A, Bittner ML, Santoro M.
A cell proliferation and chromosomal instability signature in anaplastic thyroid
carcinoma.

Cancer Res. 2007 Nov 1;67(21):10148-58.

8: Castellone MD, De Falco V, Rao DM, Bellelli R, Muthu M, Basolo F, Fusco A,
Gutkind JS, Santoro M. The b-catenin Axis Integrates Multiple Signals
Downstream From RET/PTC and Leads to Cell Proliferation. Cancer Res. 2008 in
press

9: Nappi TC, Salerno P, Zitzelsberger H, Carlomagno F, Salvatore G, Santoro M.
Identification of polo-like kinase 1 as a potential therapeutic target in
anaplastic thyroid carcinoma. Cancer Res. 2008 in press.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati 1isultati di Attivita
Brevett . . . - ... | Rapport valorizzazi Abstrac -
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare e Molecolare, Universita degli Studi "Federico II" di
Napoli.

Dipartimento di Scienze Biologiche ed Ambientali, Universita degli Studi del Sannio, Benevento.
Istituto per il Sistema Produzione Animale in Ambiente Mediterraneo (ISPAAM)-CNR, Napoli.
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biomediche, Universita degli Studi di Udine. Center for
Biomedical Integrated Genoproteomics, University of Liege, Belgium. National Institute of Allergy
and Infectious Diseases, NIH, Bethesda, MD, USA.

Duke University Medical Center, Durham, NC

National Cancer Institute, NIH, Bethesda, MD

Cancer Discovery, Astra Zeneca, Mereside, UK

Bayer Pharmaceuticals Corporation-West Haven, CT 06516

CNRS, Lyon, France

LRI, Cancer UK, London, UK

Risorse umane



Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
7 10

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 9

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Strategie innovative per la terapia e la diagnosi dei tumori

Commessa: Basi molecolari della cancerogenesi

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DE FRANCISCIS VITTORIO

Risultati conseguiti

1)abbiamo inoltre isolato, applicando la tecnologia SELEX su cellule in coltura, un pannello di
aptameri di RNA capaci di legare specificamente cellule U87MG di glioma maligno e di discriminare
tra le cellule U87MG e cellule non tumorigeniche, T98G.

2)aptameri di RNA inibitori specifici di glioma maligno

3)abbiamo inoltre isolato, applicando la tecnologia SELEX su cellule in coltura, un pannello di
aptameri di RNA capaci di legare specificamente cellule TRAIL-resistenti Calu1 di NSCLC e di
discriminare tra le cellule A459 e cellule TRAIL-sensibili, H460.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac _—
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 4 0 0 1 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Collaborazioni con istituzioni internazionali:

Dr. Bertrand Tavitian, CEA / DSV / DRM / SHFJ — INSERM U 803, Francia
Dr Domenico Libri, CNRS, Gif sur Yvette Francia

Prof. C.M. Croce, Ohio State University, Columbus, USA

Dr. Philippe Pognonec, CNRS, Francia

Collaborazioni con istituzioni Nazionali:

Prof G Condorelli, Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare e Molecolare "L. Califano";
Universita "Federico 11", Napoli.

Prof. Paolo Netti, Dipartimento di Ingegneria dei Materiali e della Produzione Universita "Federico II",
Napoli.



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
7 11

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 9

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. - specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Correlazione tra sistema immunitario e sistema endocrino: modelli di alterata funzione del
sistema immunitario come causa di patologie

Commessa: Modelli biologici per lo studio di malattie del metabolismo ed autoimmunitarie:
validazione di terapie innovative

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MATARESE GIUSEPPE

Risultati conseguiti
| risultati ottenuti hanno evidenziato che:

1) La leptina € un fattore inibitorio per la crescita delle cellule T regolatorie;

2) Il suo blocco ne determina la crescita in vitro;

3) In vivo l'assenza di un segnale leptinico determina una rate proliferativo maggiore di tali stipiti
cellulari;

4) Farmaci in grado di ridurre lo stato metabolico delle Treg determinano uno sblocco della crescita
di tali cellule.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita
anno Bre_v ett oli linon in atti di Libri Rap_port progettua valoorrl‘zezam Absttrac editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Gli studi per il blocco della leptina sono in collaborazione col Prof. Richard Ross dell'Universita di
Sheffield, UK.

Prof. Christos Mantzoros,Harvard University; prof. Antonio la Cava, University of California Los
Angeles;

Prof. Tamas Horvath, Yale University

Risorse umane



Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato do visitatore professionale
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Studio dell'espressione e della funzione di geni e proteine coinvolte nel diabete di tipo 2

Commessa: Modelli biologici per lo studio di malattie del metabolismo ed autoimmunitarie:
validazione di terapie innovative

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: MIELE CLAUDIA

Risultati conseguiti

In cellule muscolari L6, l'iperglicemia cronica causa stress del reticolo endoplasmico, alterazioni del
trasporto del glucosio ed una significativa diminuzione dei livelli di espressione del trasportatore del
glucosio Glut4. | livelli di mRNA del Glut1 risultano invece aumentati. In cellule L6, sia l'inibizione
farmacologica che il silenziamento genico del recettore CB1 degli endocannabinoidi determinano un
aumento dell'attivita della PI3K e del trasporto del glucosio. HNF-4alpha funziona da proteina
"scaffold" permettendo l'assemblaggio di enzimi ad attivita istone-deacetilasica ed istone-
metiltrasferasica, che inibiscono I'espressione del gene PED/PEA-15.L'espressione del D4 nel
muscolo dei topi TgPed mediante I'adenovirus D4 ripristina l'effetto dellinsulina sul trasporto del
glucosio. Nel cervello dei topi TgQPED e stata riscontrata una riduzione dei livelli di tirosina-idrossilasi
(TH) e di dopamina. Topi ipomorfi per Prepl mostrano un aumentato segnale insulinico ed
un'aumentata espressione di PGC-1 con conseguente induzione dell'espressione di Glut4 e del
trasporto del glucosio.

Prodotti della ricerca (2008)

. . L . . Risultati di 5
Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita
anno Brey ett oli linon in atti di Libri Rap_port progettua valoc:I;zezaZI Absttrac editoria
I1SI I1SI Convegno li . li
applicativa
2008 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

L'adenovirus contenente il frammento D4 & stato generato in collaborazione con il Prof. Lucio
Pastore del CEINGE, Napoli. | topi ipomorfi per Prep1 sono stati generati nel laboratorio del Prof.
Francesco Blasi della Fondazione San Raffaele di Milano. | protocolli per gli studi comportamentali
dei topi sono stati messi a punto in collaborazione con il Prof. Pietro Formisano, del DBPCM,
Universita di Napoli Federico Il. Gli studi sul ruolo dello stress del reticolo endoplasmico nellinsulino
resistenza indotta dalliperglicemia cronica nel muscolo scheletrico umano saranno effettuati in
collaborazione con il Prof. Michael Gaster dell'Universita di Odense, Danimarca.



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

.. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Attivita RSTL
Studio del ruolo della proteina HMGA2 nella generazione di adenomi ipofisari
Responsabile: FEDELE MONICA

Risultati conseguiti

Abbiamo dimostrato che I'attivazione di E2F1 da parte di HMGA2 svolge un ruolo determinante nello
sviluppo di tumori ipofisari nei topi iperesprimenti HMGA2. Inoltre, a seguito di uno screening in
larga scala mediante un microarray dell'Affymetrix, abbiamo identificato circa 150 geni
specificamente sovraespressi o sottoespressi negli adenomi dei topi rispetto alle ipofisi di controllo.
A partire da questi geni intendiamo risalire a pathway alternativi che possano essere determinanti
nello sviluppo dei tumori ipofisari € che dipendano direttamente dall'iperespressione delle HMGA.
Recentemente abbiamo caratterizzato il ruolo di MIA/Cd-Rap, un gene direttamente regolato dalle
HMGA, come un potenziale oncosoppressore della tumorigenesi ipofisaria nel topo. Stiamo ora
esplorando altri geni e al contempo analizzando il loro ruolo anche nella patologia umana.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati RISUIFat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac _—
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li - li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Istituto dei Tumori di Napoli (C. Arra), i dipartimenti di Biologia e Patologia Cellulare e Molecolare,
Endocrinologia (A. Colao) e Anatomia (M.L. del Basso de Caro e G. Troncone) dell'Universita di
Napoli "Federico II", I'Ohio State University, Columbus, USA (C.M. Croce), I'Aarhus University
Hospital, Aarhus, Denmark (M. Kruhoffer).

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno



ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate
PCR quantitativa, cappe sterili per colture cellulari, elettroforesi per acidi nucleici e proteine,
Stabulario SPF e convenzionale per la stabulazione e sperimentazione animale

Il ruolo del gene PED/PE15 nel controllo della funzione betacellulare e nel diabete tipo 2.
Responsabile: MIELE CLAUDIA

Risultati conseguiti

L'importanza della funzione delle cellule beta del pancreas nella patogenesi del Diabete Tipo 2
(DM2) & da tempo ampiamente riconosciuta. L'alterata secrezione insulinica presente nel DM2
sembra essere un difetto geneticamente determinato; tuttavia, i geni responsabili sono stati solo
parzialmente identificati. Abbiamo recentemente descritto che il gene ped/pea-15 € ubiquitariamente
sovarespresso in individui affetti da DM2. Studi in corso di sviluppo nel nostro laboratorio indicano,
inoltre, che l'aumento dell'espressione di ped/pea-15 nella progenie non diabetica di genitori con
DM2. Topi transgenici che sovraesprimono ped/pea-15 ubiquitariamente (TgPed) presentano
insulino-resistenza nella periferia extraepatica, causata dall'azione di ped/pea-15 sul signalling della
cascata fosfolipasi/PKC, ed una ridotta tolleranza al glucosio che progredisce verso il diabete in
condizioni ambientali appropriate. Questi animali presentano anche ridotte risposte insuliniche
all'iperglicemia. E' possibile pertanto che la disfunzione beta-cellulare contribuisca ad alterare la
tolleranza al glucosio nei TgPed aggiungendosi all'insulino-resistenza dei tessuti periferici. Tuttavia, i
meccanismi della disfunzione beta-cellulare causati dalla sovraespressione di ped/pea-15
rimangono sconosciuti e devono essere chiariti. Analogamente, il significato della disfunzione beta-
cellulare nella ridotta tolleranza al glucosio deve ancora essere delucidato. L'obiettivo del nostro
lavoro & dunque identificare i meccanismi attraverso cui la sovraespressione della proteina induce
disfunzione beta-cellulare. Ad oggi abbiamo dimostrato che la sovraespressione di PED/PEA-15 in
un sistema di beta-cellule in coltura, le cellule MING6, determina l'alierazione della secrezione
insulinica in risposta al glucosio ed alle sulfaniluree, che inducono secrezione insulinica legandosi
alle subunita Sur1 dei canali del potassio ATP sensibili, determinandone la chiusura. Nelle MING
sovraesprimenti PED/PEA-15 (MINped) questo difetto si associa ad un'iperattivazione costitutiva
della PKCalfa e ad una riduzione dell'attivita della PKCzeta/lambda, difetto, quest'ultimo, che, come
dimostrato da recenti pubblicazioni, & direttamente associato ad alterazioni della secrezione
insulinica. Abbiamo inoltre dimostrato che nelle MINped é ridotta I'espressione delle subunita Suri e
Kir6.2 dei canali del potassio ATP-sensibili e del fattore di trascrizione HNF3beta. Questi dati sono
stati confermati nelle insulae isolate dai topi transgenici per PED/PEA-15.

Prodotti della ricerca (2008)



Risultati di

Artic = Artico  Articoli Risultati . . Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac _—
anno . oli linon in atti di Libri - progettua editoria
. one t .
IS I1SI Convegno li L li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Prof.ssa Fatima Bosch del CBATEG dellUAB di Barcellona, per la generazione dei topi
iperesprimenti PED solo nelle cellule beta del pancreas.

Dr. F. Andreozzi, Universita di Catanzaro Magna Graecia.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato I professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Thermocycler per PCR

IQCycler per real time PCR

Camere elettroforetiche per gel di agarosio e di poliacrilammide + power suppliers
Gamma-counter

Citofluorimetro

Citometro ELISA

Cell sorter

Stabulari SPF e convenzionale per il lavoro con i modelli animali

Ruolo del fattore di trascrizione NFkB nell'oncogenesi tiroidea
Responsabile: PACIFICO FRANCESCO MARIA

Risultati conseguiti

Allo scopo di individuare proteine la cui espressione e la cui funzione sono regolate da NF-°B nel
carcinoma anaplastico della tiroide, abbiamo effettuato un'analisi di proteomica differenziale tra
cellule di carcinoma anaplastico della tiroide (FRO), in cui l'attivita di NF-°B & costitutivamente
elevata, e cloni derivati dalle stesse cellule (FRO [°B+M), in cui I'attivita di NF-°B € bloccata. L'analisi
ha evidenziato che I'espressione di RbAp48 (Retinoblastoma Associated p48), una proteina
coinvolta nella regolazione dell'attivita trascrizionale di numerosi promotori, & particolarmente
elevata nelle cellule FRO e diminuisce drasticamente nei cloni FRO [°B+M. Esperimenti di
immunoistichimica hanno dimostrato che RbAp48 & molto espressa nei carcinomi anaplastici
primari della tiroide umana, mentre & assente nel tessuto tiroideo normale. Studi sull'attivita del



promotore di RbAp48 hanno rivelato che esso € sotto il controllo trascrizionale di NF-°B. L'inibizione
dell'espressione di RbAp48 nelle cellule FRO, mediante "BNA interference", determina una
riduzione della proliferazione cellulare e il blocco dell'attivita oncogenica.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic = Artico  Articoli Risultati R'SUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri ; progettua editoria
. one t -
I1SI I1SI Convegno li L li
applicativa
2008 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

Principali collaborazioni

Nazionali:

Prof. P. Vito (Universita del Sannio, Benevento)
Dott. A. Scaloni (ISPAAM-CNR, Napoli)

Dott. G. Tell (Universita di Udine)

Dott. G. Chiappetta (INT "Fondazione G. Pascale")

Internazionali:
U. Siebenlist (NIAID-NIH, Bethesda MD, USA)
A. Chariot (Laboratory of Medical Chemistry, Liegi, Belgio)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
2 3

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Cappe a flusso laminare per colture cellulari, stabulario, camere termostatate, RT-PCR,
Phospholmager, FPLC, DNA microarrays, microscopi confocale ed a fluorescenza. | laboratori
sono dotati delle apparecchiature necessarie per le analisi di routine.

Il recettore dellurochinasi nella mobilizzazione e nellattecchimento al midollo osseo delle
cellule staminali ematopoietiche: meccanismi molecolari e possibili applicazioni
terapeutiche.

Responsabile: RAGNO PIA

Risultati conseguiti
Le cellule staminali ematopoietiche (HSC) purificate da sangue periferico di donatori sani sono



attualmente utilizzate nei trapianti autologhi e allogenici. Avevamo dimostrato in precedenza il
coinvolgimento del recettore dell'urochinasi (UPAR) nella migrazione in circolo (mobilizzazione) delle
HSC indotta da G-CSF, rilevando lincremento di forme solubili e tronche di uPAR (c-suPAR) nel
siero dei donatori durante il trattamento con G-CSF. Abbiamo quindi esplorato in vivo le proprieta
mobilizzanti di un peptide derivato dal c-suPAR (UPAR84-95), da solo o in sinergia con il G-CSF. I
peptide uUPAR84-95 rappresenta il sito attivo del c-suPAR, € infatti in grado di stimolare migrazione
cellulare attivando recettori di fMLP e di inattivare il CXCR4, recettore della chemochina SDF1,
cruciale nella ritenzione delle HSC nel midollo osseo. Abbiamo quindi dimostrato che la
somministrazione di uPAR84-95 a topi Balb/c induce una elevata leucocitosi e lo specifico
incremento di HSC circolanti, individuate sia come cellule esprimenti I'antigene specifico CD34, sia
come cellule in grado di generare colonie in vitro (CFC). L'effetto mobilizzante del peptide
uPAR84-95 era simile a quello del G-CSF ma non si sommava ad esso, suggerendo che |l
meccanismo di mobilizzazione attivato dal peptide & probabilmente lo stesso indotto dal G-CSF.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic = Artico  Articoli Rapport Risultati valorizzazi Abstrac Attivita
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li . li
applicativa
2008 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

| nostri studi sono stati condotti in stretta collaborazione con gruppi estremamente autorevoli sia nel
campo dell'ematologia e dei trapianti (Prof. B. Rotoli e Dott. C. Selleri, Divisione di Ematologia,
Universita Federico Il, Napoli), sia nel campo del sistema di attivazione del plasminogeno (Prof.
Blasi, Universita Vita-Salute, Ospedale San Raffaele, Milano; Dott. N. Sidenius, IFOM, Milano).

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Hanno partecipato al progetto ricercatori e personale tecnico dell'lEOS garantendo assiduita e
continuita, esperienza delle tecniche fondamentali da applicare e competenze scientifiche
specifiche negli argomenti trattati. Spazi, strutture, servizi e strumentazioni necessari sono stati
disponibili grazie anche alla stretta collaborazione dell'lEOS con il Dipartimento di Biologia e
Patologia Cellulare e Molecolare dell'Universita Federico Il di Napoli.

Ruolo immunoregolatorio dell’ormone leptina nella patogenesi dell’autoimmunita: nuove



strategie per un intervento immunoterapeutico
Responsabile: MATARESE GIUSEPPE

Risultati conseguiti
| risultati ottenuti hanno evidenziato che:

1) La leptina € un fattore inibitorio per la crescita delle cellule T regolatorie;

2) Il suo blocco ne determina la crescita in vitro;

3) In vivo l'assenza di un segnale leptinico determina una rate proliferativo maggiore di tali stipiti
cellulari;

4) Farmaci in grado di ridurre lo stato metabolico delle Treg determinano uno sblocco della crescita
di tali cellule.

Prodotti della ricerca (2008)

Artic | Artico | Articoli Risultati R'SUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
I1SI I1SI Convegno li applicativa li
2008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Gli studi per il blocco della leptina sono in collaborazione col Prof. Richard Ross dell'Universita di
Sheffield, UK.

prof. christos mantzoros,Harvard University; prof. Antonio la Cava, university california Los
Angeles;

Prof. Tamas Horvath, Yale University

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Thermocycler per PCR

IQCycler per real time PCR

Camere elettroforetiche per gel di agarosio e di poliacrilammide + power suppliers
Gamma-counter

Citofluorimetro

Citometro ELISA

Cell sorter

Stabulari SPF e convenzionale per il lavoro con i modelli animali
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Esposito CL, D'Alessio A, de Franciscis V, Cerchia L. - A cross-talk between TrkB and Ret
tyrosine kinases receptors mediates neuroblastoma cells differentiation. - PLOS ONE, Vol. 3,
Pagg. 1643-

Fazioli F, Piccinini G, Appolloni G, Bacchiocchi R, Palmonella G, Recchioni R, Pierpaoli E, Silvetti
F, Scarpelli M, Bruglia M, Melillo RM, Santoro M, Boscaro M, Taccaliti A. - A new germline point
mutation in Ret exon 8 (cys515ser) in a family with medullary thyroid carcinoma. - THYROID,
Vol. 18, Pagg. 775-782

Anastasi G, Cordasco G, Matarese G, Rizzo G, Nucera R, Mazza M, Militi A, Portelli M,
Cutroneo G, Favaloro A. - An immunohistochemical, histological, and electron-microscopic study
of the human periodontal ligament during orthodontic treatment. - INTERNATIONAL JOURNAL
OF MOLECULAR MEDICINE, Vol. 21, Pagg. 545-554

Donato G, lofrida G, Lavano A, Volpentesta G, Signorelli F, Pallante PL, Berlingieri MT, Pierantoni
MG, Palmieri D, Conforti F, Maltese L, Tucci L, Amorosi A, Fusco A. - Analysis of UbcH10
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CLINICAL NEUROPATHOLOGY, Vol. 27, Pagg. 219-223

Crescenzi E, Palumbo G, de Boer J, Brady HJ. - Ataxia telangiectasia mutated and p21CIP1
modulate cell survival of drug-induced senescent tumor cells: implications for chemotherapy. -
CLINICAL CANCER RESEARCH, Vol. 14, Pagg. 1877-1887

Tessitore A, Faella A, O'Malley T, Cotugno G, Doria M, Kunieda T, Matarese G, Haskins M,
Auricchio A. - Biochemical, pathological, and skeletal improvement of mucopolysaccharidosis VI
after gene transfer to liver but not to muscle. - MOLECULAR THERAPY, Vol. 16, Pagg. 30-37

Di Pietro A, Visalli G, La Maestra S, Micale R, Baluce B, Matarese G, Cingano L, Scoglio ME. -
Biomonitoring of DNA damage in peripheral blood lymphocytes of subjects with dental restorative
fillings. - MUTATION RESEARCH, Vol. 650, Pagg. 115-122

Castaldo I, Pinelli M, Monticelli A, Acquaviva F, Giacchetti M, Filla A, Sacchetti S, Keller S,
Avvedimento VE, Chiariotti L, Cocozza S. - DNA methylation in intron 1 of the frataxin gene is
related to GAA repeat length and age of onset in Friedreich's ataxia patients. - JOURNAL OF
MEDICAL GENETICS, Vol. , Pagg. -

Franco R, Esposito F, Fedele M, Liguori G, Pierantoni GM, Botti G, Tramontano D, Fusco A,
Chieffi P. - Detection of high-mobility group proteins A1 and A2 represents a valid diagnostic
marker in post-pubertal testicular germ cell tumours. - JOURNAL OF PATHOLOGY, Vol. 214,
Pagg. 58-64

Mondelli M, Filippou G, Gallo A, Frediani B. - Diagnostic utility of ultrasonography versus nerve
conduction studies in mild carpal tunnel syndrome. - ARTHRITIS AND RHEUMATISM, Vol. 59,
Pagg. 357-366

Vento MT, luorio M, Netti PA, Duconge F, Tavitian B, de Franciscis V, Cerchia L. - Distribution
and bioactivity of the Ret-specific D4 aptamer in three-dimensional collagen gel cultures. -
MOLECULAR CANCER THERAPEUTICS, Vol. 7, Pagg. 1-9

Castellone MD, Santoro M. - Dysregulated RET signaling in thyroid cancer. -
ENDOCRINOLOGY AND METABOLISM CLINICS OF NORTH AMERICA, Vol. 37, Pagg.
363-374

Ulianich L, Garbi C, Treglia AS, Punzi D, Miele C, Raciti GA, Beguinot F, Consiglio E, Di Jeso B. -
ER stress is associated with dedifferentiation and an epithelial-to-mesenchymal transition-like
phenotype in PC CI3 thyroid cells. - JOURNAL OF CELL SCIENCE, Vol. 121, Pagg. 477-486
Bifulco M, Malfitano AM, Pisanti S, Laezza C. - Endocannabinoids in endocrine and related
tumours. - ENDOCRINE-RELATED CANCER, Vol. 15, Pagg. 391-408



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Matarese G, Nucera R, Militi A, Mazza M, Portelli M, Festa F, Cordasco G. - Evaluation of
frictional forces during dental alignment: an experimental model with 3 nonleveled brackets. -
AMERICAN JOURNAL OF ORTHODONTICS AND DENTOFACIAL ORTHOPEDICS, Vol. 133,
Pagg. 708-715

Viparelli F, Doti N, Sandomenico A, Marasco D, Dathan NA, Miele C, Beguinot F, Monti SM, Ruvo
M. - Expression and purification of the D4 region of PLD1 and characterization of its interaction
with PED-PEA15. - PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION, Vol. 59, Pagg. 302-308
Giordano A, Romano S, Mallardo M, D'Angelillo A, Cali G, Corcione N, Ferraro P, Romano MF. -
FK506 can activate transforming growth factor-beta signalling in vascular smooth muscle cells
and promote proliferation. - CARDIOVASCULAR RESEARCH, Vol. 79, Pagg. 519-526

De Falco V, Giannini R, Tamburrino A, Ugolini C, Lupi C, Puxeddu E, Santoro M, Basolo F. -
Functional characterization of the novel T599I-VKSRdel BRAF mutation in a follicular variant
papillary thyroid carcinoma. - JOURNAL OF ENDOCRINOLOGY, Vol. 93, Pagg. 4398-4402

J. Martinez Hoyos, A. Ferraro, S. Sacchetti, S. Keller,l. De Martino, E. Borbone, P. Pallante, M.
Fedele,D. Montanaro, F. Esposito, P. Cserjesi, L. Chiariotti,G. Troncone and A. Fusco. - HAND1
gene expression is negatively regulated by the High Mobility Group A1 proteins and is drastically
reduced in human thyroid carcinomas. - ONCOGENE, Vol. , Pagg. -

Pentimalli F, Palmieri D, Pacelli R, Garbi C, Cesari R, Martin E, Pierantoni GM, ChieffiP, Croce
CM, Costanzo V, Fedele M, Fusco A. - HMGAT1 protein is a novel target of the ATM kinase. -
CANCER RESEARCH, Vol. 68, Pagg. 6770-6778

Chiappetta G, Ferraro A, Vuttariello E, Monaco M, Galdiero F, De Simone V, Califano D, Pallante
P, Botti G, Pezzullo L, Pierantoni GM, Santoro M, Fusco A. - HMGA2 mRNA expression
correlates with the malignant phenotype in human thyroid neoplasias. - EUROPEAN JOURNAL
OF CANCER, Vol. 44, Pagg. 1015-1021

Visone R, luliano R, Palmieri D, Server IN, Chiappetta G, De Matrtino |, Fedele M, Costinean S,
Oberyszyn TM, Kusewitt DF, Croce CM, Fusco A. - Hmga1 null mice are less susceptible to
chemically induced skin carcinogenesis. - EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, Vol. 44, Pagg.
318-325

Cursio R, Miele C, Filippa N, Van Obberghen E, Gugenheim J. - Liver HIF-1 alpha induction
precedes apoptosis following normothermic ischemia-reperfusion in rats. - MOLECULAR AND
CELLULAR BIOLOGY, Vol. 28, Pagg. 5634-5645

Pallante P, Federico A, Berlingieri MT, Bianco M, Ferraro A, Forzati F, laccarino A, Russo M,
Pierantoni GM, Leone V, Sacchetti S, Troncone G, Santoro M, Fusco A. - Loss of the CBX7
gene expression correlates with a highly malignant phenotype in thyroid cancer. - CANCER
RESEARCH, Vol. 68, Pagg. 6770-6778

Laezza C, Fiorentino L, Pisanti S, Gazzerro P, Caraglia M, Portella G, Vitale M, Bifulco M. -
Lovastatin induces apoptosis of k-ras-transformed thyroid cells via inhibition of ras farnesylation
and by modulating redox state. - JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE, Vol. , Pagg. -

Lo BA, Di Marco R, Milazzo 1, Nicolosi D, Cali G, Rossetti B, Blandino G. - Microbiological and
clinical periodontal effects of fixed orthodontic appliances in pediatric patients. - NEW
MICROBIOLOGY, Vol. 31, Pagg. 299-302

Ungaro P, Teperino R, Mirra P, Cassese A, Fiory F, Perruolo G, Miele C, Laakso M, Formisano
P, Beguinot F. - Molecular cloning and characterization of the human Ped/Pea-15 gene promoter
reveals antagonistic regulation by HNF-4alpha and COUP-TFII. - JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY, Vol. , Pagg. -

Sarnelli G, De Giorgio R, Gentile F, Cali G, Grandone |, Rocco A, Cosenza V, Cuomo R,
D'Argenio G. - Myenteric neuronal loss in rats with experimental colitis: Role of tissue
transglutaminase-induced apoptosis. - DIGESTIVE AND LIVER DISEASE, Vol. , Pagg. -
Schlumberger M, Carlomagno F, Baudin E, Bidart JM, Santoro M. - New therapeutic approaches
to treat medullary thyroid carcinoma. - ENDOCRINOLOGY AND METABOLISM, Vol. 4, Pagg.
22-32



30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

Fedele M, Franco R, Salvatore G, Paronetto MP, Barbagallo F, Pero R, Chiaritoti L, Sette C,
Tramontano D, Chieffi G, Fusco A, Chieffi P. - PATZ1 gene has a critical role in the
spermatogenesis and testicular tumours. - JOURNAL OF PATHOLOGY, Vol. 215, Pagg. 39-47
de Cristofaro T, Mascia A, Pappalardo A, D'Andrea B, Nitsch L, Zannini M. - Pax8 protein stability
is controlled by sumoylation. - JOURNAL OF MOLECULAR ENDOCRINOLOGY, Vol. , Pagg. -
Di Palma T, de Cristofaro T, D'Ambrosio C, Del Prete D, Scaloni A, Zannini M. - Poly(ADP-
ribose) polymerase-1 binds to Pax8 and inhibits its transcriptional activity. - JOURNAL OF
MOLECULAR ENDOCRINOLOGY, Vol. , Pagg. -

Oriente F, Fernandez Diaz LC, Miele C, lovino S, Mori S, Diaz VM, Troncone G, Cassese A,
Formisano P, Blasi F, Beguinot F. - Prep1 deficiency induces protection from diabetes and
increased insulin sensitivity through a p160-mediated mechanism. - MOLECULAR AND
CELLULAR BIOLOGY, Vol. 28, Pagg. 5634-5645

Salvatore G, Carlomagno F, Santoro M. - Pros and cons of cellular studies in developing new
drugs for thyroid cancers. - THYROID, Vol. 18, Pagg. 819-822

Castellone MD, Carlomagno F, Salvatore G, Santoro M. - Receptor tyrosine kinase inhibitors in
thyroid cancer. - BEST PRACTICE & RESEARCH CLINICAL ENDOCRINOLOGY &
METABOLISM, Vol. 22, Pagg. 1023-1038

Acquaviva F, Castaldo I, Filla A, Giacchetti M, Marmolino D, Monticelli A, Pinelli M, Sacca F,
Cocozza S. - Recombinant Human Erythropoietin Increases Frataxin Protein Expression Without
Increasing mRNA Expression. - CEREBELLUM, Vol. , Pagg. -

Matarese G, De Rosa V, La Cava A. - Regulatory CD4 T cells: sensing the environment. -
TRENDS IN IMMUNOLOGY, Vol. 29, Pagg. 12-17

Santoro A, Gazzerro P, Malfitano AM, Pisanti S, Laezza C, Bifulco M. - Reply to the letter to the
editor - INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, Vol. 123, Pagg. 243-244

Malfitano AM, Laezza C, Pisanti S, Gazzerro P, Bifulco M. - Rimonabant (SR141716) exerts anti-
proliferative and immunomodulatory effects in human peripheral blood mononuclear cells. -
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, Vol. 153, Pagg. 1003-1010

Visone R, Pallante P, Vecchione A, Cirombella R, Ferracin M, Ferraro A, Volinia S, Coluzzi S,
Leone V, Borbone E, Liu CG, Petrocca F, Troncone G, Calin GA, Scarpa A, Colato C, Tallini G,
Santoro M, Croce CM, Fusco A. - Specific microRNAs are downregulated in human thyroid
anaplastic carcinomas. - ONCOGENE, Vol. 26, Pagg. 7590-7595

Di Palma T, D'Andrea B, Liguori GL, Liguoro A, de Cristofaro T, Del Prete D, Pappalardo A,
Mascia A, Zannini M. - TAZ is a coactivator for Pax8 and TTF-1, two transcription factors
involved in thyroid differentiation. - EXPERIMENTAL CELL RESEARCH, Vol. , Pagg. -

Viparelli F, Cassese A, Doti N, Paturzo F, Marasco D, Dathan NA, Monti SM, Basile G, Ungaro
P, Sabatella M, Miele C, Teperino R, Consiglio E, Pedone C, Beguinot F, Formisano P, Ruvo M. -
Targeting of PED/PEA-15 molecular interaction with phospholipase D1 enhances insulin
sensitivity in skeletal muscle cells. - JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, Vol. 283, Pagg.
21769-21778

Laezza C, Pisanti S, Malfitano AM, Bifulco M. - The anandamide analogue, Met-F-AEA, controls
human breast cancer cell migration via the RhoA/Rho kinase signaling pathway. - ENDOCRINE-
RELATED CANCER, Vol. , Pagg. -

M. D. Castellone, V. De Falco, D. Magendra Rao, R. Bellelli, M.h Mutu, F. Basolo, A. Fusco, J.
Silvio Gutkind, M. Santoro. - The b-catenin Axis Integrates Multiple Signals Downstream From
RET/PTC and Leads to Cell Proliferation. - CANCER RESEARCH, Vol. , Pagg. -

Costa V, Foti D, Paonessa F, Chiefari E, Palaia L, Brunetti G, Gulletta E, Fusco A, Brunetti A. -
The insulin receptor: a new anticancer target for peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma (PPARgamma) and thiazolidinedione-PPARgamma agonists. - ENDOCRINE-RELATED
CANCER, Vol. 15, Pagg. 325-335

Matarese G, Procaccini C, De Rosa V. - The intricate interface between immune and metabolic
regulation: a role for leptin in the pathogenesis of multiple sclerosis? - JOURNAL OF
LEUKOCYTE BIOLOGY, Vol. , Pagg. -



47 lannetti A, Pacifico F, Acquaviva R, Lavorgna A, Crescenzi E, Vascotto C, Tell G, Salzano AM,
Scaloni A, Vuttariello E, Chiappetta G, Formisano S, Leonardi A. - The neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), a NF-{kappa}B-regulated gene, is a survival factor for thyroid
neoplastic cells. - PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE
UNITED STATES OF AMERICA, Vol. , Pagg. -

48 Cursio R, Miele C, Filippa N, Colosetti P, Auberger P, Van Obberghen E, Gugenheim J. -
Tyrosine phosphorylation of insulin receptor substrates during ischemia/reperfusion-induced
apoptosis in rat liver. - LANGENBECKS ARCHIVES OF SURGERY, Vol. , Pagg. -

49 G Troncone, E Guerriero, P Pallante, M T Berlingieri, A Ferraro, L Del Vecchio, M Gorrese, E
Mariotti, A laccarino, E A Palmieri, P Zeppa, L Palombini & A Fusco. - UbcH10 expression in
human lymphomas. - HISTOPATHOLOGY, Vol. , Pagg. -

50 de Martimprey H, Bertrand JR, Fusco A, Santoro M, Couvreur P, Vauthier C, Malvy C. - siRNA
nanoformulation against the ret/PTC1 junction oncogene is efficient in an in vivo model of
papillary thyroid carcinoma. - NUCLEIC ACIDS RESEARCH, Vol. , Pagg. -

Libri

1 Cerchia L, Giangrande PH, McNamara JO, de Franciscis V. - Cell-Specific Aptamers for
Targeted Therapies -, ,

Risultati di valorizzazione applicativa

1 lannetti A, Pacifico F, Acquaviva R, Lavorgna A, Crescenzi E, Vascotto C, Tell G, Salzano AM,
Scaloni A, Vuttariello E, Chiappetta G, Formisano S, Leonardi A. - The neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), a NF-kappaB-regulated gene, is a survival factor for thyroid
neoplastic cells.

Principali risorse strumentali dell’Istituto
L'Istituto & dotato di:

- Laboratori per colture cellulari

- Laboratori per biologia molecolare e biochimica

- Scanner per microarrays e apparati per I'acquisizione dlimmagini
- Microscopio confocale

- Microscopio a fluorescenza

- Citofluorimetri

- Sistema di Elettroforesi bi-dimensionale

- Stabulario per mammiferi ed anfibi

- Sistema FLPC

- Pyrosequencer

Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

L'Istituto nelllanno 2008 ha continuato con successo la sua attivita di ricerca nel campo
dell'Endocrinologia ed Oncologia Molecolare.

Nel corso del 2008, l'lstituto ha ottenuto 50 pubblicazioni su riviste con comitato di redazione
internazionale, con un I.F. totale di 259, e quindi una media di poco superiore a 5. Tra l'altro, proprio
fra la fine del 2007 e l'inizio del 2008 Ricercatori afferenti all'lEOS hanno pubblicato una review sulla
prestigiosissima rivista Nature Reviews Cancer. Inoltre, la Dott.ssa Francesca Carlomagno ha
ottenuto il Premio Gaetano Salvatore, assegnato dall'Accademia dei Lincei, per le sue ricerche sulle
neoplasie tiroidee. Cosi pure il premio Berlucchi & stato conseguito dalla Dott.ssa Monica Fedele



per i suoi studi sul ruolo della proteina HMGAZ2 nello sviluppo degli adenomi ipofisari. Diversi
Ricercatori dell'lEOS sono stati invitati a presentare i loro risultati a numerosi Congressi Scientifici
Nazionali ed Internazionali.

Un ottimo risultato € stato conseguito dall'lEOS nell'accesso a risorse esterne con l'assegnazione,
nel 2008, di Euro 1.741.929 con un incremento significativo (circa il 25%) rispetto all'anno
precedente. Sono state anche intraprese diverse collaborazioni con industrie biotecnologiche.
Tuttavia, I'lstituto ha ancora il problema degli spazi insufficienti che dovremmo risolvere entro il
2010 con la consegna di altri spazi acquisiti dal CNR.

Inoltre, sicuramente la dotazione ordinaria € insufficiente per la manutenzione degli apparecchi e
per il funzionamento generale dell'lstituto. Infine, c'€ la necessita di reclutare nuovi giovani
Ricercatori per potenziare alcune linee di ricerca ed aumentare la massa critica.

Elementi di autovalutazione

L'Istituto per I'Endocrinologia ed Oncologia Sperimentale 'G. Salvatore' (IEOS) ha come principale
obiettivo scientifico la comprensione dei meccanismi molecolari della trasformazione neoplastica e
dello sviluppo di patologie endocrine.

L'IEOS, diventato Istituto nel 2002, & nato come Centro di Studio (CEOS) nel 1968 con sede presso
il Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare e Molecolare (DBPCM) dell'Universita di Napoli
Federico II, con cui ancora oggi mantiene una stretta sinergia culturale ed organizzativa.

Dal giugno del 2006 I''EOS ha una nuova sede che & inserita nel campus della Facolta di Medicina e
Chirurgia dell'Universita di Napoli Federico Il. Le attivita di ricerca, spesso sviluppate con progetti
svolti in collaborazione con gruppi di ricerca universitari del DBPCM, rappresentano un punto di
forza che permette oggi all'lstituto di occupare una posizione rilevante, in campo nazionale ed
internazionale, nell'ambito dello studio dei meccanismi molecolari delle patologie di interesse.

Nel corso del 2008 si € avuto il trasferimento presso I''EOS del Centro di Oncogenomica-NOGEC
(finanziato dall'AIRC) coordinato dal Professore Alfredo Fusco (Direttore dell'lEOS),
precedentemente localizzato presso il CEINGE. Questo consente l'interazione con diversi gruppi
coinvolti nella ricerca oncologica con conseguente rafforzamento della massa critica.

Gli obiettivi progettuali:

L'attivita di ricerca delllstituto, focalizzata sulle tematiche di Endocrinologia ed Oncologia
Sperimentale, € in gran parte articolata in linee di ricerca che studiano i meccanismi molecolari
propri di patologie endocrine ed oncologiche, ovvero meccanismi che regolano importanti funzioni
cellulari come il differenziamento, I'omeostasi, la trasformazione neoplastica e I'apoptosi. Nnell'lEOS
sono stati sviluppati nuovi modelli biologici e strumenti molecolari che hanno permesso
l'identificazione di biomolecole e strategie innovative negli ambiti della diagnostica, della predizione e
della terapia, determinando cosi un maggiore interesse scientifico per lo sviluppo di linee di ricerca
applicative, tanto da stabilire importanti collaborazioni con industrie farmaceutiche sia del campo
oncologico (Astra Zeneca, Somalogic) sia di quello endocrinologico (Sigma Tau, Tecnogen).

Gli obiettivi previsti nell'anno 2008 sono stati raggiunti e la validita dei risultati € dimostrata da
molteplici indicatori come:

- 53 pubblicazioni da parte dei ricercatori dell'lEOS su riviste internazionali 'peer—reviewed'. Il fattore
di impatto (IF) totale e stato 262,67, dei quali I'attivo (cio€ con un ricercatore IEOS primo o ultimo
nome o 'corresponding author') & stato 55,91. L'IF medio € stato di circa 120. A queste
pubblicazioni vanno aggiunte quelle dei Ricercatori Associati all'lstituto;

- Alcuni ricercatori dell'lEOS sono stati autori di Review su prestigiose riviste internazionali;

- Una richiesta di brevetto € stata presentata da ricercatori dell'lEOS.

- Numerosi ricercatori delllEOS sono stati invitati come relatori a Congressi nazionali ed
internazionali.

- Sono in corso collaborazioni con prestigiose strutture di ricerca nazionali ed internazionali e
multinazionali farmaceutiche. In particolare, sono state stabilite 'partnerships' preferenziali con il
Comprehensive Cancer Centre di Columbus (USA) diretto dal Prof. Carlo Maria Croce, che ha
messo disposizione un laboratorio per 'visiting scientists' dell'lEOS, e con lI'lstituto di Molecular



Pathology dell'Universita di Basilea (Svizzera) diretto dal Prof. Luigi Terracciano. Questo tipo di
collaborazioni offre la possibilita di utilizzare in maniera costante delle strutture dell'lstituto straniero
consentendo di accellerare il lavoro di ricerca.

- Sinergie significative sono in corso di realizzazione con ['lstituto di Genetica e Biofisica (IGB) di
Napoli, del Consiglio Nazionale delle Ricerche e per I'anno 2008-2009 sono gia stati organizzati
diversi seminari congiunti;

- Riconoscimenti dati al personale dell'lstituto: Premio Berlucchi per Ricerche nel Campo
Oncologico, Nomina a Presidente della Societa Italiana di Cancerologia;

-Finanziamenti ottenuti per le attivita di ricerca da: Associazione Italiana per le Ricerche sul Cancro,
Telethon, Regione Campania, I'Unione Europea, e dal Ministero dell'Universita. In particolare,
quest'anno i ricercatori dell'lEOS hanno ricevuto finanziamenti dall'AIRC per Euro 825.000,00 con
un incremento di circa 6 volte rispetto al 2007 e tali finanziamenti sono rinnovabili per i prossimi tre
anni. Inoltre, un consistente finanziamento ¢ stato ottenuto dall'Agenzia Telethon (Euro 300.000,00).
Inoltre, diversi ricercatori dell'lEOS hanno ottenuto, per la prima volta, finanziamenti dal Ministero
dell'Universita e Ricerca Scientifica (Progetti MUR-PRIN). Infine, un Primo Ricercatore dell'lEOS ha
ottenuto un prestigioso e consistente finanziamento dalla Comunita Europea;

- Il trasferimento presso I'EOS del Centro di Oncogenomica-NOGEC offre la garanzia di un
finanziamento elevato e duraturo da parte dell'Associazione ltaliana per la Ricerca sul Cancro
(AIRC).

Vengono qui di seguito riportati gli obiettivi scientifici delle due Commesse nel 2008:

Commessa SV.P15.001

La commessa ha lo scopo di chiarire i meccanismi che regolano l'espressione genica e la
trasformazione neoplastica e di sviluppare strategie innovative nella diagnostica e nella terapia dei
tumori.

Commessa SV.P16.001
La commessa ha lo scopo di chiarire, attraverso I'utilizzo di modelli animali, i meccanismi di
suscettibilita al diabete autoimmunitario e al diabete di tipo 2.

Analisi critica della situazione attuale

Punti di forza:

a) Eccellenza scientifica riconosciuta a livello internazionale

L'IEOS rappresenta un punto di riferimento rilevante a livello internazionale per le ricerche in campo
oncologico, in particolare i tumori del sistema endocrino, nel campo del differenziamento e sviluppo
della ghiandola tiroidea, e nel campo dei meccanismi alla base del diabete mellito di tipo 2.

b) Tematiche di ricerca di attualita e con notevoli potenzialita applicative

Diverse ricerche in corso presso I''EOS presentano notevoli prospettive applicative per la diagnosi
e la terapia dei tumori tiroidei (e non) e del diabete tipo 2.

c¢) Collocazione in una comunita scientifica di alto livello

La localizzazione dell'lEOS nelle vicinanze di numerose strutture scientifiche permette una rilevante
massa critica. In particolare, il sinergismo con il Dipartimento di Biologia e Patologia Cellulare
Molecolare rappresenta un punto di forza notevole per I'EOS. Inoltre, i diversi gruppi di ricerca
afferenti all'lEOS hanno sviluppato collaborazioni scientifiche durature con gruppi ed istituti di
ricerca stranieri di grande prestigio.

d) Formazione

L'IEOS ha anche un ruolo importante nella formazione dei giovani ricercatori. L'aggiunta di questo
ulteriore "valore" & certamente dovuta alla sua coesistenza con il Dipartimento di Biologia e
Patologia Cellulare e Molecolare, che ¢ istituzionalmente dedicato a perseguire l'obiettivo della
formazione scientifica.

e) Altro punto di forza, fortemente connesso al primo, € la capacita mostrata nel 2007 ed in
prospettiva nel 2008, di attirare fondi da fonti esterne che permettono all'lEOS di bilanciare la
scarsita della dotazione ordinaria.

f) Nuova sede



Nel 2006 I'EOS si e trasferito nella nuova sede superando in tal modo uno dei maggiori punti di
criticita emersi negli anni precedenti. Negli ultimi due anni, con la nuova struttura, si sono: 1)
riorganizzati in modo piu efficiente i gruppi di ricerca dell'lEOS e le loro interazioni con i gruppi
universitari del DBPCM; 2) acquisite apparecchiature importanti, creando cosi una "piattaforma
tecnologica" forse unica in ltalia in grado di rendere possibile ricerche avanzate in biologia cellulare
e molecolare. Oggi, all'interno dell'lEOS operano anche due realta private, la Sigma-Tau e la
Tecnogen che, con la loro presenza, sottolineano la vivacita scientifica e strumentale dell'lstituto.

Punti di debolezza:

A) Scarsa disponibilita di fondi pubblici

Un problema importante (anche se comune alla maggior parte degli istituti di ricerca italiani) & la
scarsa disponibilita di fondi. Per quanto riguarda il funzionamento, la nuova sede comporta notevoli
spese. Inoltre, con l'acquisto di nuove attrezzature per un valore di 3 milioni di euro, &€ necessario
prendere in considerazione anche l'incremento della spesa per la manutenzione delle stesse per un
importo pari al 10% del loro valore. L'I[EOS ha attualmente un organico composto da 18 Ricercatori,
di cui 4 Primi Ricercatori ed 1 Dirigente, e 7 tecnologi, di cui 2 sono Primo Tecnologo. La sede
dell'lstituto ha una superficie di 780 mq utili in cui trovano posto solo quattro laboratori di circa 50
mq ognuno, e che sono quindi assolutamente insufficienti per ospitare adeguatamente tutte le unita
di ricerca e permetterne lo sviluppo. Anche se i nuovi spazi ristrutturati hanno reso piu forte I''EOS,
gli spazi a disposizione dell'lEOS non sono ancora insufficienti.

B) Offerta di lavoro per giovani ricercatori

Diversi ricercatori CNR sono passati recentemente all'Universita e negli anni piu recenti
I'assunzione ha riguardato un numero molto limitato di ricercatori. La capacita produttiva dell' Istituto
€ penalizzata dal rinnovo troppo lento del "capitale umano" che si riflette nella crescente anzianita
media del personale, specie della fascia dei ricercatori. Considerata l'elevata produttivita dell'lstituto
e la dimostrata capacita di attirare corposi finanziamenti esterni, diventa urgente chiedere per il
2009 alla Direzione del CNR un piu pronto e sostanziale piano di assunzioni di ricercatori per I''EOS
e l'apertura di concorsi che permettano prospettive piu rapide di carriera a ricercatori qualificati ed
internazionalmente riconosciuti.

Proposta di interventi organizzativi

1) Per quanto riguarda l'acquisizione di nuovi spazi, € stato gia acquisito dal CNR, ed in parte
assegnato all'lEOS per una superficie di circa 800 mq, un edificio attualmente in costruzione nella
stessa area dove sorge ora l'lstituto. Una richiesta di finanziamento per gli arredi tecnici e la
strumentazione é stata avanzata nell'ambito della rimodulazione dell'intesa CNR/MIUR. Se accolta
tale richiesta permetterebbe di risolvere entro il 2010 il grave problema degli spazi di laboratorio.

2) Allo scopo di garantire il completo raggiungimento degli obiettivi indicati nel Piano di Gestione
triennale dell'lstituto, ed in particolare indicati come obiettivi scientifici delle Commesse, ['lstituto ha
adottato una importante politica di reperimento di fondi da fonti esterne. Grazie all'elevato livello
scientifico dei progetti di ricerca e alla competenza del personale dell'lstituto, i tagli che ogni anno si
verificano nella dotazione ordinaria potranno essere ammortizzati per il 2009 dai finanziamenti
ottenuti da istituzioni nazionali ed internazionali.

Infatti, a fine gestione 2008 e inizio 2009 tutti i moduli dell'lEOS possono contare su finanziamenti
specifici per i propri progetti di ricerca erogati da fonti esterne:

a) da Associazioni ONLUS (6 progetti finanziati dall'AIRC ed 1 progetto finanziato da Telethon);

b) da fondi privati per lo sviluppo di prodotti brevettabili;

c) da fondi europei, con la partecipazione al NoE del 6 FP della EC "European Molecular Imaging
Laboratory";

d) da fondi CNR, con progetti finanziati come RSTL, 1 progetto finanziato nell'ambito del Progetto
Interdipartimentale Farmaco;

e) dal Ministero della Ricerca con il progetto "Nuove molecole ad attivita farmacologica per il
trattamento del diabete di tipo II" (art. 5 del D.L. 297 Fondo Agevolazione alla Ricerca), e del
progetto "Sviluppo di una piattaforma tecnologica per la valutazione dell'efficacia dei farmaci
antinfiammatori ed antineoplastici mediante modelli cellulari ed animali" — Bando "Laboratori pubblici/



privati" e del FIRB, "Anticorpi monoclonali e peptidi verso bersagli molecolari coinvolti nei
meccanismi patogenetici di malattie neoplastiche" - Bando "ldee progettuali". FIRB Internazionale
(Progetti di cooperazione S & T recepiti negli accordi Italia - USA , RBIN04J4J7)

f) dal Ministero della Ricerca con 3 progetti MUR-PRIN;

L'IEOS é poi capofila di due progetti MERIT che sono in corso di valutazione:

Sono in corso due richieste Progetto n° 1 : riferimento n° 0017078

a) Sviluppo di nuove molecole come potenziali strumenti per la diagnosi e la terapia dei tumori solidi
b) Nuovi "networks " molecolari per il controllo dell'omeostasi energetica: implicazioni per il Diabete
di Tipo 2 e I'Obesita

3) Particolare attenzione sara dedicata all'aspetto applicativo delle scoperte scientifiche fatte
presso I'EOS. Infatti, nonostante che presso I''EOS siano state fatte scoperte che potremmo
definire storiche nel campo dell'endocrinologia e dell'oncologia, tali scoperte non hanno avuto
ricadute applicative. Pertanto, la priorita nei prossimi anni verra data al trasferimento di queste
ricerche nell'utilizzo clinico mediante una collaborazione costante con aziende biotecnologiche e
farmaceutiche.

4) Anche se la ricerca che si svolge presso I'EOS é altamente competitiva a livello nazionale ed
internazionale, le sfide future vanno affrontate con anticipo potenziando sia ricerche gia in corso, in
modo da affrontare la concorrenza in una situazione di vantaggio, sia iniziando delle nuove ricerche
che possano avere una crescita nei prossimi anni. Questo potra permettere all'lEOS di entrare in
nuovi campi con una certa diversificazione ed attivare ricerche che potranno creare dei vantaggi
tecnologici e culturali. Tra i nuovi settori da implementare si prevede:

a) lo studio dei microRNA: i MicroRNAs (miRNAs) sono piccole molecole non codificanti che
costituiscono una nuova classe di regolatori genici che possono agire a livello della stabilita dei
messaggeri oppure a livello della sintesi proteica. E' stato dimostrato che essi geni hanno un ruolo
importante nel differenziamento cellulare e nelle neoplasie. Credo che un investimento in questo
campo possa essere importante: si tratta di un settore in grande espansione che pud fornire
moltissime informazioni € nuove prospettive terapeutiche basate sulla manipolazione della loro
espressione. Lo studio dei microRNA pud rappresentare un' eccellente prospettiva di sviluppo per
IEOS. Infatti, gia una certa competenza € stata acquisita in questo campo dimostrata da alcuni
lavori scientifici pubblicati recentemente. Inoltre i piu recenti programmi dell'Unione Europea
prevedono una tematica sull'argomento con notevoli possibilita di fnanziamento.

b) studi epigenetici: recenti studi hanno dimostrato che alla base di diverse malattie non ci sono
alterazioni geniche, ma alterazioni epigenetiche. Piu semplicemente, spesso avviene che un gene
sia alterato funzionalmente a causa di mutazioni (alterazioni geniche). Tuttavia, ci sono casi nei
quali il gene & integro, ma c'e un'alterazione di quei meccanismi che ne regolano I'espressione
(alterazioni epigenetiche). | meccanismi epigenetici sembrano avere un ruolo determinante in
diverse patologie. Pertanto un aspetto innovativo che I'EOS dovra perseguire € quello di
organizzare una piattaforma tecnologica in grado di studiare i meccanismi epigenetici. Tra I'altro la
conoscenza di tali alterazioni pud prospettare diversi approcci terapeutici permettendo nei prossimi
anni il trasferimento di scoperte originali eseguite presso ['Istituto. Si propone l'allestimento di una
piattaforma tecnologica in grado di analizzare contemporaneamente lo stato epigenetico
(metilazione del DNA e stato della cromatina) di numerosi geni coinvolti in specifiche malattie in
modo di stabilire una relazione causa-effetto tra danno epigenetico e malattia.

Conclusioni

I'Istituto & stato, fino ad oggi, in grado di continuare a mantenere un trend positivo nella propria
produttivita grazie ad una utilizzazione strategica dei punti di forza che sono da individuare in: a)
interazione stabile con I'Universita che, se da una parte facilita il passaggio dei migliori ricercatori
del CNR nei suoi ruoli, rende anche possibile selezionare nuove forze giovani che si dedicano alla
ricerca (es. dottorati di ricerca); b) numerose e valide collaborazioni che hanno contribuito a dare
visibilita internazionale all'lstituto; ¢) capacita autonoma di acquisire fondi per lo svolgimento delle



ricerche; d) comprovata capacita di formare nuove leve di giovani ricercatori.

Queste sono le realta attuali che ancora rendono, anche in presenza di notevoli difficolta, I''EOS
una struttura scientifica in grado di competere a livello internazionale nel campo delle Scienze della
Vita.

L'analisi retrospettiva delle attivita svolte nel 2008 mette in evidenza l'esistenza di alcuni punti di
debolezza che preoccupano chi ha la responsabilita di mantenere e migliorare il potenziale
scientifico dell'lstituto. In particolare, tali punti riguardano:

a)la dimensione delle strutture proprie dell'lstituto, troppo piccole per poter agevolmente svolgere le
complesse attivita di ricerca;

b)la mancanza di finanziamenti istituzionali certi, sufficienti e costanti negli anni per la gestione delle
attivita della struttura;

c)la mancata assunzione di giovani ricercatori per rinnovare e potenziare la forza intellettuale;

d)la mancata possibilita sviluppo di carriera dei ricercatori nellinterno dell'Ente indispensabile per
evitare la 'fuga dei cervelli'.

Ci auguriamo che il CNR voglia considerare il notevole sforzo sostenuto dall'lEOS nel reperire fondi
da fonti esterne sostenendolo nell'assegnazione di posti per giovani ricercatori, nell'adeguamento
degli spazi di laboratorio e nella dotazione ordinaria.



Risorse Pnanziarie

Attivit‘a_qoperte Attivit‘a_ coperte Totale R:::;rs;;i’a Totale per ricercator_e
da fonti interne | da fonti esterne . generale | operante nell'lstituto
precedenti
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 325 1.648| 1.973 198 2171 66
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 1.684 1.773| 3.458 315 3.772 114
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Direttore: Dott Mario Pirastu
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Articolazione territoriale:
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Dipartimento di prevista afferenza
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Missione

Llstituto studia le peculiari caratteristiche di popolazioni umane ed animali in ambienti isolati. Ha attivato un
programma multidisciplinare per lo studio di tutti i fattori coinvolti nellinsorgenza e nella trasmissione di malattie
multifattoriali comuni in paesi isolati dellOgliastra, un’ area della Sardegna centro-orientale. Tali paesi vengono
esaminati sotto il profilo genetico, ambientale, epidemiologico, demografico e storico sociale.

Ha inoltre attivato un programma di studio sulle caratteristiche genetiche della popolazione caprina presente in
particolari zone della Sardegna per favorire la conservazione della biodiversita della specie.

Attivita di ricerca (2008)

Commesse

. Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni tramite un originale
approccio allo studio di isolati genetici

Moduli

. Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni tramite un originale
approccio allo studio di isolati genetici
. Identificazione di geni-malattia mediante genotipizzazione ad alta densita di popolazioni.

RSTL

Attivita Commesse

Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni tramite un
originale approccio allo studio di isolati genetici

Progetto: Bioinformatica e biologia computazionale
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: PIRASTU MARIO

Risultati conseguiti

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
6 12

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 3

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
11 0 0 3 0 14 0 29

Principali risorse strumentali utilizzate

Attivita Moduli

Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni tramite un
originale approccio allo studio di isolati genetici

Commessa: Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni
tramite un originale approccio allo studio di isolati genetici

Progetto: Bioinformatica e biologia computazionale

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PIRASTU MARIO

Risultati conseguiti

Lo studio dei 10 paesi Ogliastrini dal punto di vista genetico, epidemiologico e clinico ha permesso di
creare un database contenente le informazioni clinico-epidemiologiche di circa 13.000 persone
insieme ad una biobanca che raccoglie DNA, sieri e plasmi di ogni soggetto analizzato. Tutti i dati
sono stati organizzati in un database relazionale che rende agevole la gestione dei dati raccolti.

Da alcuni anni € in corso uno studio focalizzato all'analisi di tratti quantitativi (QT) prevalentemente
raccolti dall'analisi dei sieri che ha previsto delle analisi genetiche mediante uso di marcatori biallelici
(SNPs) e microsatelliti. Sono state effetuate varie analisi di associazione genome-wide per 80 QT
che hanno fornito dei loci significativamente associati a vari tratti. La maggior parte dei loci
identificati tramite I'analisi di linkage coi microsatelliti & stata poi confermata tramite I'utilizzo degli
SNPs. Questo ci ha permesso di identificare, attraverso I'analisi della funzione dei geni contenuti nei
loci individuati e risultanti inseriti allinterno di pathway correlate al fenotipo analizzato, un elevato



numero di geni candidati. Si & proceduto successivamente all'esecuzione di analisi piu dettagliate
integrando controlli di qualita piu stringenti sia sui marcatori che sui campioni utilizzati. In particolare
circa 340.000 SNPs hanno superato i controlli di qualita e sono stati testati per associazione allelica
e genotipica. | risultati che nella prima analisi hanno superato i test di correzione multipla sono stati
riconfermati dalle analisi successive. | valori piu significativi sono stati osservati per i livelli serici di
Bilirubina sul cromosoma 2 in corrispondenza del cluster delle UDP-glucuronosiltransferasi e per la
Colinesterasi sul cromosoma 3 in corrispondenza del gene BCHE. | livelli serici di Uricemia hanno
evidenziato un'associazione sul cromosoma 4 in corrispondenza del gene SLC2A9. Questa
associazione e stata inoltre replicata nei paesi di Urzulei e Loceri (p-value=2.6E-05). In particolare
per i tratti appartenenti al profilo lipidico sono state osservate diverse associazioni significative in
corrispondenza di geni che potrebbero essere coinvolti nel loro metabolismo. Tuttavia & necessario
eseguire ulteriori indagini al fine di validare i risultati ottenuti. A tale scopo si sta procedendo alla
replica dei risultati ottenuti in una popolazione indipendente tramite una colaborazione scientifica
con il gruppo dell'Universita degli Studi di Trieste, IRCCS Burlo Garofolo.

Nell'ambito dello studio sull'asma sono state condotte, in accordo con le linee guida internazionali
della GINA (Global Initiative for Asthma), delle visite specialistiche (questionario, prick-test,
spirometria, misurazione dell'ossido nitrico, dosaggio su siero delle immunoglobuline totali) nei paesi
di Talana ed Urzulei per un totale di 1371 visite. Abbiamo valutato limportanza delle variabili
ambientali legate a questa patologia in relazione alla presenza dei marcatori genetici. Nessuna delle
variabili legate agli stili di vita si € rivelata utile per la predizione. Tuttavia visto il limitato numero di
campioni non & possibile escludere che questi abbiano una qualche utilita nella predizione della
suscettibilita all'asma. E' emersa una prevalenza complessiva per la patologia in esame pari al 12%
con differenze trascurabili tra i sessi. Emerge invece una differenza sostanziale, anche se non
statisticamente significativa, nelle prevalenze standardizzate per sesso ed eta tra i due paesi: 14%
a Talana e 10% ad Urzulei, con differenze non rilevanti per quanto riguarda i maschi (13% Talana e
12% Urzulei) ma notevoli tra le donne (14% Talana e 8% Urzulei).

Per quanto riguarda le analisi di tipo genetico abbiamo utilizzato una metodologia che si rifa alle
tecniche note come "Ensemble Methods" e piu precisamente ai Random Forest. Si & cercato di
definire un modello predittivo in cui la variabile malattia dipende non dal risultato di una singola
funzione ma da un numero molto elevato di funzioni determinate da tutte le variabili incluse nel
modello. Sono stati prima selezionati un gruppo di casi e uno di controlli bilanciati per Kinship tramite
il "Metodo Ungherese" e utilizzando la metodologia precedentemente indicata si & proceduto alla
selezione delle variabili implicate nella patologia in studio, sia genetiche (420K SNPs) che ambientali
(eta, fumo, ecc....). Sono cosi stati individuati 10 SNPs che ci permettono di predire lo stato di
affetto/non affetto da asma di un individuo con un errore di predizione pari al 10% Lo SNP
identificato come piu importante dal nostro modello € collocato nel gene CORO1C. Studi di
espressione condotti su modelli animali sulle Coronine hanno permesso di associare questa
famiglia di geni all'asma non allergica. Il modello di analisi proposto é stato testato solo su individui di
Talana e sara necessario validarlo tramite l'utilizzo di individui proveniente dagli altri paesi dello
studio Ogliastra.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

Le collaborazioni dell'lGP sono state mantenute durante la durata dellintera commessa con la
Societa Shardna Lifesciences e con il Consorzio Parco Genetico dell'Ogliastra. Le collaborazioni
con strutture cliniche dell'Universita di Cagliari (Clinica Oculistica e Otorinolaringoiatrica, Unita
operativa di Medicina Interna, Unita Operativa Dipartimentale di Obesita, Dipartimento di Scienze
Mediche ed Anestesiologiche e di Neuroscienze) sono state ampliate e hanno permesso un
arricchimento sia numerico che dal punto di vista della qualita dei dati clinici raccolti. L'analisi



epidemiologica si & avvalsa, come gli anni scorsi della collaborazione con I'Istituto di Statistica
Medica e Biometria dell'Universita di Milano e della consulenza dell'lGEA s.r.l. per cid che riguarda
lo screening dell'osteoporosi. Infine la collaborazione con il Dipartimento di Matematica e
Informatica dell'Universita di Cagliari ha permesso di affrontare meglio alcuni aspetti statistici
particolari che riguardano le caratteristiche della nostra popolazione.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 6

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. - specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
10 0 0 3 0 13 0 27

Identificazione di geni-malattia mediante genotipizzazione ad alta densita di popolazioni.

Commessa: Identificazione di fattori genetici associati a malattie multifattoriali comuni
tramite un originale approccio allo studio di isolati genetici

Progetto: Bioinformatica e biologia computazionale

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: ANGIUS ANDREA

Risultati conseguiti

Durante quest'anno sono state approfondite e incrementate le analisi cliniche per lo studio sulla
sindrome metabolica, utilizzando principalmente le indicazioni fornite nel "Third Report of the
National Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel Ill)" (NCEP/ATPII). La prevalenza di
sindrome metabolica nei dieci paesi oggetto di studio, determinata a partire da un totale
complessivo di 9366 individui con piu di 18 anni, varia notevolmente, sia per gli uomini che per le
donne, in particolare Loceri (25% per gli uomini e 27% per le donne) e Urzulei (10% per gli uomini e
6% per le donne) fanno registrare i valori piu estremi. Essendo questa sindrome determinata dalla
contemporanea presenza di 3 o piu di 5 fattori di rischio (pressione, colesterolo HDL, trigliceridi,
glicemia e circonferenza vita), si sono analizzati anche i singoli fattori di rischio e le loro
combinazioni. Abbiamo cosi potuto rilevare che olire la meta della popolazione presenta solo un
fattore di rischio o nessuno mentre il 2% li presenta tutti e 5 e risulta quindi essere notevolmente a
rischio per complicazioni cardiache. Le combinazioni dei criteri inoltre non sono tutte ugualmente
presenti, quella piu ricorrente tra chi & affetto da sindrome metabolica & data dalla contemporanea
presenza di pressione alta, alti livelli di colesterolo HDL ed elevata circonferenza vita.

Nell'ambito dello screening epidemiologico per lo studio dell'osteoporosi sono stati inclusi nelle
analisi 6056 individui (4166 donne e 1890 uomini) di eta compresa tra 30 e 103 anni. Dall'analisi dei
parametri relativi all'ultrasonografia ossea quantitativa (QUS) € emersa una prevalenza di
osteoporosi nei 10 paesi facenti parte del progetto Ogliastra pari all'11%, 17% tra le donne e 5%



negli uomini. Nonostante dalle analisi non siano emerse differenze statisticamente significative nelle
prevalenze dei maggiori fattori di rischio per l'osteoporosi nei 10 paesi, vi sono invece notevoli
differenze nella prevalenza della patologia, le piu rilevanti tra Talana (10% uomini e 25% donne) e
Urzulei (8% uomini e 7% donne). E' stata quindi eseguita un'analisi particolareggiata di due dei
parametri rilevati tramite QUS (Ad-SoS e UBPI) per studiarne la correlazione e associazione con un
ampio numero di variabili, riconfermando le associazioni gia rilevate in precedenti studi e
mettendone in luce di nuove, come per esempio quelle coi parametri della bioimpedenzometria. La
costruzione di modelli statistici multipli per Ad-SoS e UBPI ha permesso di spiegare rispettivamente
il 58% ed il 60% della variabilita complessiva. Abbiamo quindi determinato I'heritability utilizzando 45
pedigree e abbiamo ottenuto valori pari al 35% per Ad-SoS e 43% per UBPI, valori incoraggianti per
il proseguimento delle analisi con la ricerca di quelle che possono essere le varianti geniche
predisponenti la malattia.

Nell'ambito del progetto sulla calcolosi renale abbiamo identificato vari loci significativi nei quali sono
stati individuati alcuni geni la cui funzione & correlabile con I'ezio-patogenesi della malattia. Le analisi
di linkage effetuate su varie strutture familiari differenti con un set di 900 microsatelliti e un set di
16000 SNPs selezionati dal GeneChip®Mapping 500K Array Set hanno individuano il medesimo
locus nel cromosoma 18, con valori di LOD statisticamente significativi. In questo locus sono stati
individuati due geni la cui funzione € correlabile alla calcolosi renale: ATP8B1 e NEDDA4L. L'analisi di
associazione, effettuata su soggetti affetti dalla forma piu severa della patologia ha rivelato sul
cromosoma 10 una associazione statisticamente significativi per lo SNP rs2900713 (p-
value=1.6E-07), posizionato a soli 20Kb dal gene SORCS1. In letteratura questo gene viene
associato all'obesita e al diabete di tipo 2. Precedenti studi mostrano che soggetti affetti da diabete
di tipo 2 formano urine piu acide come conseguenza dell'insulino-resistenza, con un maggior rischio
per la calcolosi renale da acido urico. Alla luce di queste premesse, l'associazione tra il fenotipo
calcolotico e lo SNP, suggerisce che SorCS1 possa avere un ruolo fisiologico nella calcolosi renale,
considerando anche la sua alta espressione nel rene. Abbiamo quindi esteso l'analisi a tutti i
soggetti sia casi che controlli a nostra disposizione per lo SNPs rs2900713 ottenendo un aumento
della significativita (p=1,4E-8) e continiamo di allargare il campione ad una popolazione piu aperta. E
tuttora in corso il sequenziamento dell'intero gene Sorcs1.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni
Sono state mantenute le collaborazioni tra I''GP e I'lstituto FIRC di Oncologia Molecolare (IFOM) di
Milano, la Societa Congenia di Milano, I'lstituto Europeo di Oncologia e Istituto Nazionale per lo
studio e la cura dei tumori di Milano e con la Societa Shardna spa di Cagliari. Per le indagini in loco il
personale IGP si avvale sul campo del supporto logistico, del personale e dei laboratori del Parco
Genetico dell'Ogliastra.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010
personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 6

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
2 3



Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
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Articoli IS]

1 Prodi DA, Pirastu N, Maninchedda G, Sassu A, Picciau A, Palmas MA, Mossa A, Persico |,
Adamo M, Angius A, Pirastu M. - EDA2R |s Associated with Androgenetic Alopecia. - JOURNAL
OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, Vol. , Pagg. -

2 Sotgiu S, Angius A, Embry A, Rosati G, Musumeci S. - Hygiene hypothesis: Innate immunity,
malaria and multiple sclerosis. - MEDICAL HYPOTHESES, Vol. 70(4), Pagg. 819-825

3 Angius A, Hyland FC, Persico |, Pirastu N, Woodage T, Pirastu M, De la Vega FM. - Patterns of
linkage disequilibrium between SNPs in a Sardinian population isolate - HUMAN HEREDITY, Vol.
65(1), Pagg. 9-22

Articoli in atti di Convegno

1 Paola M. Melis and Lucia Pozzi - Trachoma, Health Conditions and Social Change in Sardinia -,
Valencia, Spagna

Principali risorse strumentali dell’Istituto

Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

Elementi di autovalutazione

L'attivita dell'lstituto di Genetica delle Popolazioni dal 1995 € dedicata allo studio dei fattori genetici e
ambientali associati alle malattie piu comuni dell'uomo. Il progetto di ricerca si basa su un approccio
multidisciplinare dedicato allo studio di alcuni paesi le cui popolazioni per le loro caratteristiche
demografiche e per l'isolamento geografico sono geneticamente omogenee. Questo permette di
semplificare l'identificazione di fattori di rischio di malattie complesse di piu difficile comprensione in
popolazioni aperte.

L'anno 2008 ¢ stato particolarmente produttivo dal punto di vista scientifico in quanto tutta I'attivita si
€ basata sulla continua implementazione di un ampio database comprendente i dati relativi a 10
paesi dellOgliastra per un totale di circa 14.000 persone. Questa enorme mole di dati
(epidemiologici, genealogici, clinici, antropologici, ambientali e genetici), rappresenta uno dei piu
importanti database a livello internazionale per lo studio degli isolati genetici. Questo ha suscitato un
crescente interesse da parte di un gran numero di ricercatori con i quali abbiamo iniziato delle
specifiche collaborazioni. | ricercatori per lo piu provenienti dal settore clinico ed epidemiologico
hanno contribuito con il loro know-how ad una migliore analisi dei dati e al conseguente sviluppo di
nuove idee progettuali. Questa interazione dinamica e multidisciplinare permette una piu ampia
ramificazione delle linee di ricerca con la possibilita di accedere ad altri fnanziamenti.



Gli screening sono stati condotti nel territorio utilizzando dei protocolli validati a livello internazionale
che ci permettono di confrontare facilmente i risultati con quelli ottenuti da studi multicentrici eseguiti
in cliniche e strutture ospedaliere. Per lo studio dellasma per esempio abbiamo eseguito la
misurazione dell'ossido nitrico, importante parametro per il decorso clinico, normalmente non
inclusa in screening sul campo ma importante per una migliore caratterizzazione fenotipica.
Abbiamo effettuato circa 2000 visite otorinolaringoiatriche in 3 paesi mediante strumentazioni che
permettono una accurata diagnosi dellipoacusia. Questo utilizzo dei migliori mezzi diagnostici, in
linea con quanto raccomandato dalle linee guida internazionali, permette una migliore
classificazione per una maggiore efficacia nell'individuazione di fattori genetici. Inoltre abbiamo
utilizzato un migliore approccio statistico basato sulla possibilita di delineare un profilo che include
sia gli aspetti genetici che ambientali alla base di malattie complesse in alternativa alle piu classiche
analisi di associazione genome-wide (GWS) che identificano singoli fattori genetici. Il nuovo metodo
statistico utilizzato & la tecnica random forest per la creazione di modelli predittivi in cui la variabile
"malattia" dipende non dal risultato di una singola funzione ma da un numero molto elevato di
funzioni determinate da tutte le variabili incluse nel modello. E stato possibile identificare a Talana,
tramite piu di 200 marcatori molecolari, un profilo genetico capace di differenziare soggetti asmatici
da individui sani. E' nostra intenzione replicare questo metodo nel paese di Urzulei in cui & stata
condotta un'analisi epidemiologica per I'asma nel corso del 2008.

Un'altra importante linea di ricerca intrapresa € lo studio di componenti ambientali e alimentari per
confermare l'esistenza di una presunta omogeneita ambientale degli isolati genetici. Sono state
analizzate in 3 paesi numerose fonti d'acqua utilizzate normalmente dalla maggioranza della
popolazione. Si & evidenziata una diversita nelle caratteristiche delle acque che possono
rappresentare concause importanti nel determinismo di certe patologie come per esempio la
quantita di sali nell'insorgenza dell'ipertensione o della calcolosi. Infatti € possibile riscontrare una
correlazione tra le caratteristiche organolettiche delle acque di alcune fonti e la differente
prevalenza di alcune malattie. Per meglio comprendere il rapporto tra l'alimentazione e lo stato di
salute abbiamo analizzato circa 150 prodotti tipici, ancor oggi ampiamente consumati dalla
popolazione, sia dal punto di vista nutrizionale che energetico. Questa analisi non era mai stata
condotta precedentemente ed & sicuramente importante anche per una migliore valorizzazione e
pianificazione di una dieta basata su alimenti tradizionali e non industriali.

Lo studio dei fattori non genetici deve includere anche la storia demografica dei paesi, aspetto che
consideriamo importante nella genetica di popolazione. Analizzando con i GeneChip Human
Mapping 500K Arrays, 45 soggetti non strettamente correlati per ciascun paese abbiamo potuto
determinare una diversa struttura genetica che & conseguenza della loro storia e posizione
geografica. Queste differenze tra paesi a nostro parere spiegano la diversa prevalenza di malattie
multifattoriali rilevata nei paesi.

A Talana abbiamo eseguito un'analisi GWS evidenziando diverse associazioni statisticamente
significative. La maggior parte di esse risultava essere associata a geni noti in letteratura e coinvolti
in pathways correlate ai fenotipi analizzati. Si € proceduto quindi alla replica negli altri paesi dei
marcatori genetici che avevano mostrato una elevata significativita non riuscendo tuttavia ad
ottenere gli stessi risultati. Cid conferma quanto descritto a proposito dell'estrema differenziazione
genetica che caratterizza i paesi e ci porta a prendere invece in considerazione l'opportunita di
sequenziare i geni di interesse o replicare i marcatori genetici associati in un paese in una
popolazione piu estesa.

Alla luce di queste osservazioni & quindi importante sottolineare come per l'alopecia androgenetica
siamo riusciti a replicare I'associazione con diversi marcatori non solo nei diversi paesi ma anche in
una popolazione estesa ed eterogenea raccolta in maniera casuale attraverso una campagna di
reclutamento in un centro commerciale e in un policlinico universitario. Cid ha permesso
l'identificazione di un fattore di rischio genetico per una patologia di ampia diffusione come la calvizie
e la valorizzazione di questa scoperta tramite la presentazione di un brevetto per un kit diagnostico.
Durante il 2008 abbiamo concentrato i nostri sforzi nell'analisi dei dati ed & stato possibile stilare un
discreto numero di manoscritti alcuni in via di completamento, altri gia inviati alle riviste o in via di
pubblicazione.

| risultati maturati in questo anno ci hanno consentito di focalizzare meglio gli obiettivi e le modalita
dei nostri studi e rappresentano inoltre una base di riferimento per quei gruppi di ricerca impegnati in



progetti simili che potranno trarre un utile vantaggio dalla nostra esperienza. Continueremo quindi a
svolgere in questo territorio un'attivita che ha dimostrato di avere una forte ricaduta sulla
popolazione sviluppando in questi paesi una maggiore sensibilita alla prevenzione.

| paesi analizzati hanno una economia agricola e zootecnica ed i loro abitanti hanno dimostrato un
grande interesse per gli studi genetici sugli animali che sono la risorsa economica principale della
zona: le capre. In collaborazione con I'Associazione degli allevatori della Sardegna e con la Sezione
di Fisiologia del Dip. Biologia Animale dell'Univ. di Sassari, abbiamo intrapreso un progetto dal titolo:
"Sviluppo di un sistema informatico integrato per lidentificazione, la valorizzazione e la
conservazione del patrimonio caprino in Sardegna". Abbiamo effettuato I'estrazione e I'analisi del
DNA mitocondriale e lo studio dei geni regolatori delle caseine su 2000 campioni. Intendiamo
proseguire questo studio per poter correlare alcuni genotipi/fenotipi nelle capre di razza sarda per
identificare particolari caratteristiche da selezionare e conservare. Intendiamo inoltre continuare
I'attivita di ricerca per preservare la biodiversita di alcune specie in via d'estinzione in Sardegna sia
tra gli animali domesticati che tra quelli selvatici.

L'istituto gia da diversi anni si & caratterizzato per dare la possibilita a molti ricercatori di poter fare
esperienza presso altri gruppi di ricerca in base alle loro esigenze progettuali e soprattutto per un
continuo arricchimento scientifico. Alcuni di questi ricercatori hanno continuato anche nel 2008 a
collaborare con l'istituto e a trasferire il loro know-how agli altri ricercatori. Questo si e rivelato molto
importante nel settore della statistica, sia per quanto riguarda aspetti epidemiologici che nell'ambito
di comparazioni di grandi data set. D'altra parte alcuni ricercatori per proseguire nuove linee di
ricerca si sono trasferiti presso delle sedi importanti dove posso svolgere al meglio il loro ruolo.

La vera nota negativa & data dalla cessazione quest'anno di molti contratti di ricerca con giovani
laureati e non, impegnati sul territorio, con una conseguente grave perdita di capitale umano. Cio e
dovuto alla continua riduzione dei finanziamenti alla ricerca ma soprattutto alla discontinuita con la
quale i fondi vengono erogati.

Nel 2008 & stata definitivamente chiusa la sede di Alghero per il trasferimento dell'istituto presso
listituenda Area della Ricerca di Sassari dove abbiamo iniziato ad allestire i circa 1000 metri quadri
di laboratori e uffici che intendiamo completare entro la meta del 2009. Abbiamo gia avviato delle
iniziative per consentire ad altri gruppi di ricerca pubblici e privati di utilizzare la nostra infrastruttura
nell'ambito di collaborazioni a progetti comuni. Questo potrebbe consentire di alleggerire le gravose
spese di gestione che non vengono coperte dai fondi ordinari dell'istituto.

Proposta di interventi organizzativi



Risorse finanziarie

Attivit‘a_qoperte Attivit‘a_ coperte Totale R:::;rs;;i’a Totale per ricercator_e
da fonti interne | da fonti esterne . generale | operante nell'lstituto
precedenti
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 76 580 656 297 953 73
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 694 623 1.316 471 1.788 138




Istituto di genetica e biofisica " Adriano Buzzati Traverso"

Direttore: Prof ANTONIO BALDINI

Sede principale: Via Pietro Castellino 111 - 80131 Napoli (NA)
Articolazione territoriale:

Sito web dell'lstituto: www.igb.cnr.it

Dipartimento di prevista afferenza
Scienze della Vita

Missione

"Research in genetics with an integrated multidisciplinary approach to study morphological and molecular,
structural and functional macromolecules of biological interest, DNA, RNA and proteins, in model organisms
prokaryotes and eukaryotes, including humans, and promoting the dissemination of scientific culture in Italy
and abroad.

ITALIANO
"Ricerche in campo genetico con un approccio multidisciplinare integrato da studi morfologici e molecolari,
strutturali e funzionali, delle macromolecole di interesse biologico DNA, RNA e proteine, in organismi modello
procariotici ed eucarioti, compreso luomo; e promozione della diffusione della cultura scientifica in Iltalia e
allestero."

Attivita di ricerca (2008)

Commesse

. Le interazioni benefiche fra organismi: dalla lotta biologica alla messa a punto di strumenti per

un'agricoltura sostenibile.
. Metodologie per la valutazione della qualita alimentare e la tutela della salute
. Plasticita genomica: dal genoma ai sistemi biologici
. Variabilita del genoma ed alterazioni genetiche nell'uomo e loro impatto biologico
. Meccanismi molecolari della plasticita genomica e loro deregolazione

. Nuovi bersagli molecolari per il controllo di crescita, invasivita cellulare ed angiogenesi nella

trasformazione neoplastica

. Identificazione di regolatori del differenziamento, della motilita e dell'apoptosi delle cellule staminali

. Analisi cellulare e molecolare della risposta immunitaria indotta da vaccini sintetici
. Sviluppo e funzionamento dei sistemi complessi - Uso di modelli biologici
. Meccanismi molecolari e cellulari della determinazione neurale e patologia del sistema nervoso

. Approccio multidisciplinare per la definizione di networks molecolari regolanti tratti ad eredita

mendeliana e muliifattoriale

Moduli

. Le interazioni benefiche fra organismi: dalla lotta biologica alla messa a punto di strumenti per

un'agricoltura sostenibile.
. Metodologie per la valutazione della qualita alimentare e la tutela della salute
. Analisi trascrittomica nella tumorigenesi
. Intesa MIUR/CNR - Progetto agroalimentare, ambiente e salute_IGB_039
. Plasticita genomica: dal genoma ai sistemi biologici
. Variabilita del genoma ed alterazioni genetiche nell'uomo e loro impatto biologico -



. Nuovi bersagli molecolari per il controllo di crescita, invasivita cellulare ed angiogenesi nella

trasformazione neoplastica

. Identificazione di regolatori del differenziamento, della motilita e dell'apoptosi delle cellule staminali

. Analisi cellulare e molecolare della risposta immunitaria indotta da vaccini sintetici
. Sviluppo e funzionamento dei sistemi complessi - Uso di modelli biologici

. Meccanismi molecolari e cellulari della determinazione neurale, differenziamento neuronale e

patologie del sistema nervoso

. Approccio multidisciplinare per la definizione di networks molecolari regolanti tratti ad eredita

mendeliana e muliifattoriale

RSTL

Attivita Commesse

Le interazioni benefiche fra organismi: dalla lotta biologica alla messa a punto di strumenti
per un'agricoltura sostenibile.

Progetto: Sviluppo di biotecnologie avanzate per il sistema agroalimentare
Dipartimento: Agroalimentare
Responsabile: CHIURAZZI MAURIZIO

Risultati conseguiti

Sono stati ulteriormente caratterizzati geni della leguminosa modello Lotus japonicus coinvolti
nell'utilizzazione delle risorse azotate nel suolo (famiglia genica AMT1). E' stata analizzata la
funzione di questi geni nell'ambito di due processi che dipendono largamente dalla disponibilita di
azoto nel terreno di crescita: architettura del sistema radicale e programma di sviluppo e
funzionamento dei noduli radicali azoto-fissatori. Si sta anche investigando attraverso analisi
microarray il linkage fra il generale stato nutrizionale azotato delle piante leguminose ed i signaling
pathways che governano i due processi di sviluppo citati precedentemente. Inoltre nell'ambito degli
studi relativi alla simbiosi azoto-fissativa si € proceduto all'analisi della regolazione genica indotta da
fitormoni in batteri del genere Sinorhizobium meliloti. Questa linea di ricerca proseguira' mediante
analisi di messaggeri batterici indotti da molecole strutturalmente simili all'acido 3 indol acetico (I1AA)
o funzionalmente analoghe. | saggi verranno effettuati mediante RT-PCR per identificare la
specificita' dellinduzione da parte dell'lAA di specifici patways metabolici.

Per quanto riguarda lo studio delle interazioni ospite-parassitoide, al sistema Heliothis virescens-
Toxoneuron nigriceps € stato affiancato quello del sistema Acyrthosiphon pisum-Aphidius ervi. |l
primo ha prodotto l'identificazione di una famiglia genica i cui membri, espressi durante il processo
di parassitizzazione, codificano per proteine lkappaB-like in grado di interferire con i meccanismi di
risposta immunitaria dell'ospite. Nel secondo sistema & stata invece identificata una gamma-
glutamil-transpeptidasi capace di produrre apoptosi delle cellule del sistema riproduttivo dell'ospite.
Infine, & continuata la caratterizzazione delle regioni regolatrici di geni espressi esclusivamente
nella spermatogenesi di Drosophila melanogaster. Questo ci ha permesso di identificare 2 nuove
regioni promotrici responsabili di una trascrizione specifica dello stadio di spermatocita.

Pubblicazioni

Rogato, A., D'Apuzzo, Barbulova, A., Omrane, S., Stedel, K., Simon-Rosin, U., Katinakis, P.,
Flemetakis, M., and Chiurazzi M. (2008) Tissue-specific down-regulation of LjAMT1;1
compromises nodule function and enhances nodulation in Lotus japonicus. Plant Mol. Biol. 68:
585-595. PMID 18781388.



Camerini S., Senatore B., Lonardo E., Imperlini E., Bianco B., Moschetti G., Rotino GL., Campion B.
and Defez R. Introduction of a novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch root
nodule development. Archives of Microbiology 2008, 190(1):67-77

Lantin C. , B. Bulawa, A. Haselier, R. Defez and U. B. Priefer. Effect of a Genetically Modified
Rhizobium leguminosarum Strain on Bacterial and Fungal Diversity in the Rhizosphere of Pisum
sativum. Current Plant Science and Biotechnology in Agriculture. 2008, 42: 65-66
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Principali collaborazioni

Universita di Tours, France; Universita di Aahrus, Denmark; Max Planck Institute, Golm, Germany;
Universita di Sevilla, Spain, John Innes Centre, UK; LMU, Munich, Germany; University of
Stockholm, Sweden; University of Athen, Greece; Emory University, USA; University of Princeton,
USA; Universita di Torino; Universita della Basilicata; Universita di Padova; Universita di Napoli.
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Principali risorse strumentali utilizzate

Camere di crescita (2) a regime di luce, temperatura ed umidita controllate per la crescita,
propagazione e analisi di piante leguminose.

Camere di crescita (2) a regime di luce e temperatura controllate per la crescita, propagazione e
analisi di insetti.

Microscopia ottica e a fluorescenza. Microscopio confocale.

Real-time PCR (2)

Piccole e medie apparecchiature per studi di biologia molecolare.

Centrifughe e ultracentrifughe.

Metodologie per la valutazione della qualita alimentare e la tutela della salute

Progetto: Sicurezza, qualita alimentare e salute
Dipartimento: Agroalimentare



Responsabile: DEFEZ ROBERTO

Risultati conseguiti

1- Stoycheva T, Massardo DR, Pesheva M, Venkov P, Wolf K, Del Giudice L, Pontieri P. 2007. Ty1
transposition induced by carcinogens in Saccharomyces cerevisiae yeast depends on
mitochondrial function. Gene. 389: 212-218

2- Vigliotta G, Di Giacomo M, Carata E, Massardo DR, Tredici SM, Pontieri P, De Stefano M, Del
Giudice L, Parente D, Alifano P. 2007. Nitrite metabolism in Debaryomyces hansenii TOB-Y7, a
yeast strain involved in tobacco fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 75: 633-645

3- Sansone C, Massardo DR, Pontieri P, Maddaluno L, De Stefano M, Tredici S, Tala A, Alifano P,
Del Giudice L. 2007. Isolation of a psychrotolerant Debaryomyces hansenii strain from fermented
tea plant (Camelia sinensis) leaves. J. Plant Interact. 2: 169-174

4- Vigliotta G, Tala A, Giudetti AM, De Stefano M, Del Giudice L, Alifano P. 2007. The impact of
environmental perturbation on microbial community structure and dynamics: Factors affecting
growth of Clonothrix fusca in groundwater. J. Plant Interact. 2: 159-167

5- Ciacci C, Maiuri L, Caporaso N, Bucci C, Del Giudice L, Massardo DR, Pontieri P, Di Fonzo N,
Bean SR, loerger B, Londei M. 2007. Celiac disease: in vitro and in vivo safety and palatability of
wheat-free sorghum food products. Clin. Nutr. 26: 799-805

6- Vigliotta G, Nutricati E, Carata E, Tredici SM, De Stefano M, Pontieri P, Massardo DR, Prati MV,
De Bellis L, Alfano P. 2007. Clonothrix fisca (Roze, 1986), a Filamentous, Sheathed,
Methanotrophic 3-Proteobacterium. Appl. Environ. Microbiol. 73: 3556-3565

7- Del Giudice F, Massardo DR, Pontieri P, Maddaluno L, De Vita P, Fares C, Ciacci C, Del Giudice
L. 2008. Development of a sorghum chain in the ltalian Campania Region: from the field to the celiac
patient's table. J. Plant Interact. 3: 49-55

8- Del Giudice L, Massardo DR, Pontieri P, Bertea CM, Mombello D, Carata E, Tredici SM, Tala A,
Mucciarelli M, Groudeva VI, De Stefano M, Vigliotta G, Maffei ME, Alifano P. 2008. The microbial
community of Vetiver root and its involvement into essential oil biogenesis. Environ. Microbiol. 10:
2824-2841

9- Camerini S., Senatore B., Lonardo E., Imperlini E., Bianco B., Moschetti G., Rotino GL., Campion
B. and Defez R. Introduction of a novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch root
nodule development. Archives of Microbiology 2008, 190(1):67-77

10- Lantin C. , B. Bulawa, A. Haselier, R. Defez and U. B. Priefer. Effect of a Genetically Modified
Rhizobium leguminosarum Strain on Bacterial and Fungal Diversity in the Rhizosphere of Pisum
sativum. Current Plant Science and Biotechnology in Agriculture. 2008, 42: 65-66

11- Salvatore P, Casamassimi A, Sommese L, Fiorito C, Ciccodicola A, Rossiello R, Avallone B,
Grimaldi V, Costa V, Rienzo M, Colicchio R, Williams-Ilgnarro S, Pagliarulo C, Prudente ME,
Abbondanza C, Lamberti F, Baroni A, Buommino E, Farzati B, Tufano MA, Ignarro LJ, Napoli C.
Detrimental effects of Bartonella henselae are counteracted by L-arginine and nitric oxide in human
endothelial progenitor cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Jul 8;105(27):9427-32.

12- Costa V, Casamassimi A, Esposito K, Villani A, Capone M, lannella R, Schisano B, Ciotola M, Di
Palo C, Capone Corrado F, Santangelo F, Giugliano D, Ciccodicola A. Characterization of a Novel
Polymorphism in PPARG Regulatory Region Associated with Type 2 Diabetes and Diabetic
Retinopathy in ltaly. J Biomed Biotechnol. 2008. [Epub ahead of print]
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Principali collaborazioni

Prof. Natale De Santo

Prima Divisione di Nefrologia, Facolta di Medicina e Chirurgia
Seconda Universita degli Studi di NAPOLI



Ruolo: Tale unita fornisce campioni di sangue da pazienti affetti da uremia e da individui di controllo
Prof. Diego Ingrosso

Dipartimento di Biochimica e biofisica

Seconda Universita degli Studi di NAPOLI che fornisce linee di cellule endoteliali trattate e non con
albumina omocisteinilata.

Prof. Dario Gugliano, Dipartimento di Geratria e Malattie Metaboliche, Seconda Universita di Napoli,
Professore ordinario.

Prof. Franco Santangelo, Dipartimento di Neuroscienze, Universita di Napoli "Federico II",
Professore associato.

Prof. Claudio Napoli, Dipartimento di Patologia Generale, Seconda Universita di Napoli, Professore
ordinario.

Lino Polito, Universita degli Studi di Napoli Federico Il,Via Mezzocannone 8,Prof. Ordinario
Genetica;

Lucas Sanchez, Dpto. Biologia Celular y del Desarrollo-CSIC,c/ Ramiro de Maeztu, 9 Madrid,
Researcher

Maria Fernanda Ruiz Lorenzo, Dpto. Biologia Celular y del Desarrollo-CSIC-

¢/ Ramiro de Maeztu, 9, Madrid, post-doc

Manuele Tamo, IITA-Benin-Cotonou, Republic of Benin, Insect Ecologist and Coordinator

Plant Health Management Project

Molte ricerche vengono condotte in collaborazione con il Dipartimento di Medicina Sperimentale
della Seconda Universita di Napoli e con il Consorzio Interuniversitario Istituto Nazionale
Biostrutture e Biosistemi (INBB — www.inbb.it).

Prof. U.B. Priefer, RWTH, Ecologia molecolare, Aachen, Germania

Prof. Pietro Alifano (Universita di Lecce)

Prof. Paola Salvatore (Universita di Caserta)

Prof. Sergio Cocozza (Universita di Napoli)

Prof. Massimo Maffei (Universita di Torino)

Dr. Pasquale De Vita (CRA — Istituto di Cerealicoltura Foggia)

Prof. Carolina Ciacci (Universita di Napoli)

Dr. Marco Sardiello (TIGEM, Napoli)

Dr. Mario De Stefano (Universita di Caserta)

Prof. Klaus Wolf (Germania)

Prof. Pencho Venkov (Bulgaria)

Prof. Robert Wilson (USA)

Prof. Natalia Koltovaya (Russia)

Prof. Scott Bean (USA)

Prof. Mitchel Tuinstra (USA)

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato
Dottorando e Professor
e - . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato professionale

. do visitatore
di ricerca



0 3 0 0 0 1 2 6

Principali risorse strumentali utilizzate

3100 PRISM DNA SEQUENCER. Centrifuga Beckman, Ultracentrifuga Beckman, PCR System
2700 AB, BIORAD Gel Doc 2000, Centrifuge 5415D — Eppendorf, Centrifuge 5415R — Eppendorf,
BIO-RAD Power/Pac 300, Microscopio a contrasto di fase Zeiss, Microscopio a trasmissione
elettronica, Microscopio Laser Confocale Microscopio a Fluorescenza.

Plasticita genomica: dal genoma ai sistemi biologici

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: CICCODICOLA ALFREDO

Risultati conseguiti

Studi di meccanismi eziopatogenetici di geni conivolti nelle degenerazioni retiniche e nelle ipoacusie.
Interazioni fenotipo/genotipo: Analisi di polimorfismi nel gene PPARG per lo studio della correlazione
fenotipo/genotipo nelle patologie metaboliche.

Espressione differenziale di geni in cellule progenitrici endoteliali.

Caratterizzazione di riarrangiamenti genomici alla base di malformazioni cavernose cerebrali.
Analisi molecolare di regioni genomiche coinvolte nell'insorgenza dell'emicrania familiare.

Analisi genomica e di espressione dei recettori ionotropici € metabotropici del glutammato in
patologie neurovascolari e neurodegenerative.

Meccanismi molecolari in patologie dell'osso e del metabolismo minerale.

Meccanismi di repressione a lungo termine tramite metilazione del DNA.

Studio molecolare della sindrome di Rett.

Interdipendenza tra metilazione del DNA e topologia nucleare in patologie monogeniche umane.
Difetti di imprinting genomico in patologie genetiche umane.

Identificazione di marcatori in aneuploidie X-linked per lo sviluppo di diagnostica non invasiva.
Analisi genomica comparativa, di espressione filogenetica ed evolutiva della famiglia di geni KRAB-
ZFP.

Analisi dei domini Krab e loro ruolo nel disordine strutturale del riconoscimento molecolare.
Introduzione di una generalizzazione della teoria della coevoluzione dell'origine del codice genetico
e produzione di nuove interpretazioni riguardanti l'origine della molecola del tRNA.

Identificazione dell'effetto stimolatorio della proteina antiapoptotica SV-1V sull'attivita enzimatica delle
perossidasi e analisi del meccanismo d'azione ed implicazioni cliniche.

Analisi molecolare dei meccanismi di trasformazione neoplastica.

Prodotti della ricerca (2008)

. . S . . Risultati di .
Brevett Art!c A:rtlco _Artlc_o “. ... | Rapport Risultati valorizzazi Abstrac At?lwt'a
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 0 26 0 9 2 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

Le ricerche in oggetto sono frutto della collaborazione con:

Divisione di Neurologia, Ospedale Civile di Verona.

Ospedale San Giovanni di Roma.

Unita di Neurologia Pediatrica del Dip. di Neuroscienze dell'Univ. "Tor Vergata" di Roma.
Istituto di Biochimica delle Proteine (CNR) di Napoli.

Istituto TIGEM di Napoli.

Universita di Benevento.



ITB, Sez. Bioinformatica e Genomica, CNR-Bari.

Ospedale Cardarelli di Napoli.

PRIMM sezione di Napoli.

Dip. di Neuroscienze-Unita di Audiologia, Dip. di Medicina Clinica e Sperimentale, Univ.
"Federico II", Napoli.

Ist. VIMM, Padova.

IRCCS Burlo Garofolo, Trieste.

IRCCS Neuromed-Unita di Neurogenetica, Pozzilli (1S).

IRCCS G. Pascale, Napoli.

Azienda ospedaliera ASLSA1 e ASLSAS.

Univ. of North Carolina, Durham, NC, USA.

Griffith Univ. Dep. of Health Science, Gold Coast, Australia.

Dip. di Neurologia e Dip. di Patologia, Seconda Univ. di Napoli.

Dep. of Molecular & Cellular Biology, Harvard Univ. Cambridge, MA, USA.
MRC-Human Genetics Unit Edimburgo e Londra.

Univ. Cattolica, Roma.

Univ. of Warwick, UK.

Institut Monod, France.

Universita di Padova.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
7 11

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
e - . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Per I'avanzamento delle ricerche pertinenti alla presente commessa si € avvalsi per la maggior
parte della strumentazione disponibile presso I'lstituto di Genetica e Biofica. In alcuni casi ci si
avvalsi anche di strumenti disponibili presso il TIGEM e L'Ospedale Cardarelli di Napoli. Inoltre i
ricercatori afferenti alla presente commessa si sono avvalsi di risorse finanziarie esterne
derivanti dai finanziamenti dei seguenti progetti di ricerca:

Progetti

1) Regione Campania, Legge 5 annualita 2005 "Analisi di nuovi polimorfsmi del recettore nucleare
PPAR-gamma in soggetti obesi della Campania"

2) Network of Excellence Europeo: SAFE: Special Non-Invasive Advances in Foetal and Neonatal
Evaluation Network. Finanziato per 5 anni, 2004-09.

3) Consorzio Europeo "EURORETT" per lo studio della sindrome di Rett, come subcontractor.
Finanziamento di 3 anni da stabilire, 2008-10

4) Progetto Telethon GPP07086 "Difetti di imprinting genomico come causa di disordini della
crescita congeniti", 2007-2009

5) Progetto Telethon GGP07170 "Genetica delle Malformazioni Cavernose Cerebrali:



identificazione dei geni responsabili" 2007-2008

6) Progetto finalizzato Ministero della Salute "recettori metabotropici del glutammato in modelli
cellulari ed animali di patologie neurodegenerative", Coordinatore: Prof. Ferdinando Nicoletti, Istituto
Neurologico Mediterraneo Neuromed, 2007-2008

Variabilita del genoma ed alterazioni genetiche nell'uomo e loro impatto biologico

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: URSINI MATILDE

Risultati conseguiti

Nel corso di questo anno i partecipanti alla Commessa hanno ottenuto i seguenti risultati:1)Fusco F,
Pescatore A, Bal E, Ghoul A, Paciolla M, Lioi MB, D'Urso M, Rabia SH, Bodemer C, Bonnefont JP,
Munnich A, Miano MG, Smahi A, Ursini MV. Alterations of the IKBKG locus and diseases: an update
and a report of 13 novel mutations. Hum Mutat. 2008 May;29(5):595-604.

2)Spugnini EP, Crispi S, Scarabello A, Caruso G, Citro G, Baldi A. Piroxicam and intracavitary
platinum-based chemotherapy for the treatment of advanced mesothelioma in pets: preliminary
observations. J Exp Clin Cancer Res. 2008 May 19;27:6.

3)Matarazzo MR, Cerase A, D'Esposito M. Building up the inactive X chromosome. Biol Cell
100:63_70. 2008. Review.

4)Piccioli P, Serra M, Pedemonte S, Balbi G, Loiacono F, Lastraioli S, Gargiulo L, Morabito A,
Zuccaro D, Del Mastro L, Pistilo MP, Venturini M, De Angioletti M, Notaro R. Hexaprimer
amplification refractory mutation system PCR for simultaneous single-tube genotyping of 2 close
polymorphisms. Clin Chem. 2008 Jan;54(1):227-9.

5)Lacerra G, Musollino G, Scarano C, Lagona LF, Caruso DG, Testa R, Prezioso R, Di Noce F,
Medulla E, Friscia MG, Mastrullo L, Caldora M, Nota L, Gaudiano C, Magnano C, Ciaccio C, Romeo
MA, Carestia C. Molecular evidences of single mutational events followed by recurrent crossing-
overs in the common delta-globin alleles in the Mediterranean area. Gene. 2008 Feb 29;410(1):
129-38.

6)Lacerra G, Scarano C, Musollino G, Flagiello A, Pucci P, Carestia C. Hb Foggia or alpha 117
(GH5)Phe -> Ser: a new alpha 2 globin allele affecting the alpha Hb-AHSP interaction.
Haematologica. 2008 Jan;93(1):141-2.

7)Sebban-Benin H, Pescatore A, Fusco F, Pascuale V, Gautheron J, Yamaoka S, Moncla A, Ursini
MV, Courtois G. Identification of TRAF6-dependent NEMO polyubiquitination sites through analysis
of a new NEMO mutation causing incontinentia pigmenti. Hum Mol Genet. 2007 Dec 1;16(23):
2805-15.

8)Laperuta C, Spizzichino L, D'Adamo P, Monfregola J, Maiorino A, D'Eustacchio A, Ventruto V,
Neri G, D'Urso M, Chiurazzi P, Ursini MV, Miano MG. MRX87 family with Aristaless X dup24bp
mutation and implication for polyAlanine expansions. BMC Med Genet. 2007 May 4;8:25.

9)Miano MG, Laperuta C, Chiurazzi P, D'Urso M, Ursini MV. Ovarian dysfunction and FMR1 alleles
in a large Italian family with POF and FRAXA disorders: case report. BMC Med Genet. 2007 Apr
11;8:18.

10)Abidi FE, Miano MG, Murray JC, Schwartz CE. A novel mutation in the PHF8 gene is associated



with X-linked mental retardation with cleft lip/cleft palate.Clin Genet. 2007 Jul;72(1):19-22.

11)Monfregola J, Napolitano G, Conte I, Cevenini A, Migliaccio C, D'Urso M, Ursini MV. Functional
characterization of the TMLH gene: promoter analysis, in situ hybridization, identification and
mapping of alternative splicing variants. Gene. 2007 Jun 15;395(1-2):86-97.

12)Fusco F, Fimiani G, Tadini G, Michele D, Ursini MV. Clinical diagnosis of incontinentia pigmenti in
a cohort of male patients. J Am Acad Dermatol. 2007 Feb;56(2):264-7.

13)Falabella P, Varricchio P, Provost B, Espagne E, Ferrarese R, Grimaldi A, de Eguileor M, Fimiani
G, Ursini MV, Malva C, Drezen JM, Pennacchio F. Characterization of the IkappaB-like gene family
in polydnaviruses associated with wasps belonging to different Braconid subfamilies. J Gen Virol.
2007 Jan;88(Pt 1):92-104.

14)Lacerra G, Musollino G, Di Noce F, Prezioso R, Carestia C. Genotyping for known
Mediterranean alpha-thalassemia point mutations using a multiplex amplification refractory mutation
system. Haematologica. 2007 Feb;92(2):254-5.

15)Balbi G, Ferrera F, Rizzi M, Piccioli P, Morabito A, Cardamone L, Ghio M, Palmisano GL,
Carrara P, Pedemonte S, Sessarego M, De Angioletti M, Notaro R, Indiveri F, Pistilo MP.
Association of -318 C/T and +49 A/G cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) gene
polymorphisms with a clinical subset of Italian patients with systemic sclerosis. Clin Exp Immunol.
2007 Jul;149(1):40-7.

16)Matarazzo MR, De Bonis ML, Strazzullo M, Cerase A, Ferraro M, Vastarelli P, Ballestar E,
Esteller M, Kudo S, D'Esposito M. Multiple binding of methyl_ CpG and polycomb proteins in
long_term gene silencing events. J Cell Physiol. 2007 Mar;210(3):711_9.

17)Matarazzo MR, Boyle S, D'Esposito M, Bickmore WA. Chromosome territory reorganization in a
human disease with altered DNA methylation. Proc Natl Acad Sci 2007.U S A 104:16546_16551

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

La commessa ha gia stabilito collaborazioni con numerosi gruppi nazionali ed internazionali tra cui:
Department of Clinical Chemistry, Amsterdam; Hépital Saint-Louis, Paris, France; Guy's and St.
Thomas' Hospital,London; University of Washington, Seattle, USA, University of Helsinki FINLAND,
INSERM U781 et Département de Génétique, Hopital Necker-Enfants Malades, Paris, France.e
nazionali Universita italiane di Napoli, Potenza, Modena, Benevento, Roma, Salerno e con Divisione
di Neurologia dell'Ospedale di Verona; Ospedale San Giovanni di Roma; Servizio di Talassemia,
Catania. Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro di Genova; Istituto Toscano Tumori di Firenze,
tra cui si potranno identificare anche eventuali committenti.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008



personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
L . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato L professionale
.- do visitatore
di ricerca
1 0 0 0 0 0 0 1

Principali risorse strumentali utilizzate

Piccole-medie

Sistemi elettroforetici analitici, Centrifuga refrigerata da terra ad alta velocita, Sonicatore,
Spettrofotometro UV/VIS, Transilluminatore UV/VIS, Apparati per gel di DNA/RNA/proteine, Cappe a
flusso laminare, Congelatore azoto liquido, Microcentrifughe senza e con refrigerazione, Microscopi
rovesciati, Computers e Stampanti, Amplificatori Thermal Cyclers per PCR

Realtime PCR

Grandi (valore > 50,000 euro)

-Microarray Scanner Affymetrix.

-Microscopia e Time-lapse videomicroscopy, Software analisi immagini.

-Stanze per colture cellulari con cappe a flusso laminare ed incubatori dedicati.

-ELISA washer and reader.

-Luminometro.

Meccanismi molecolari della plasticita genomica e loro deregolazione
Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: D'ESPOSITO MAURIZIO

Risultati conseguiti

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale



1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

Nuovi bersagli molecolari per il controllo di crescita, invasivita cellulare ed angiogenesi
nella trasformazione neoplastica

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: VERDE PASQUALE

Risultati conseguiti
Pubblicazioni su riviste internazionali:

Verde, P., Casalino, L., Talotta, F., Yaniv, M., and Weitzman, J.B. (2007). Deciphering AP-1 function
in tumorigenesis: fra-ternizing on target promoters. Cell Cycle 6, 2633-2639.

Furlan, F., Galbiati, C., Jorgensen, N.R., Jensen, J.E., Mrak, E., Rubinacci, A., Talotta, F., Verde,
P., and Blasi, F. (2007). Urokinase plasminogen activator receptor affects bone homeostasis by
regulating osteoblast and osteoclast function. J Bone Miner Res 22, 1387-1396.

Casalino, L., Bakiri, L., Talotta, F., Weitzman, J.B., Fusco, A., Yaniv, M., and Verde, P. (2007).
Fra-1 promotes growth and survival in RAS-transformed thyroid cells by controlling cyclin A
transcription. EMBO J 26, 1878-1890.

Mazzieri, R., Furlan, F., D'Alessio, S., Zonari, E., Talotta, F., Verde, P., and Blasi, F. (2007). A direct
link between expression of urokinase plasminogen activator receptor, growth rate and oncogenic
transformation in mouse embryonic fibroblasts. Oncogene 26, 725-732.

Talotta, F., Cimmino, A., Matarazzo, M.R., Casalino, L., De Vita, G., D'Esposito, M., Di Lauro, R.,
and Verde, P. (2008). An autoregulatory loop mediated by miR-21 and PDCD4 controls the AP-1
activity in RAS transformation. Oncogene.

Vocca, I., Franco, P., Alfano, D., Votta, G., Carriero, M.V., Estrada, Y., Caputi, M., Netti, P.A,,
Ossowski, L., and Stoppelli, M.P. (2008). Inhibition of migration and invasion of carcinoma cells by
urokinase-derived antagonists of alphavbeta5 integrin activation. Int J Cancer.

Bifulco, K., Longanesi-Cattani, |., Gargiulo, L., Maglio, O., Cataldi, M., De Rosa, M., Stoppelli, M.P.,
Pavone, V., and Carriero, M.V. (2008). An urokinase receptor antagonist that inhibits cell migration
by blocking the formyl peptide receptor. FEBS Lett 582, 1141-1146.

Ponticelli S, Marasco D, Tarallo V, Albuquerque RJ, Mitola S, Takeda A, Stassen JM, Presta M,
Ambati J, Ruvo M, De Falco S (2008) Modulation of angiogenesis by a tetrameric tripeptide that
antagonizes vascular endothelial growth factor receptor 1. J Biol Chem 283(49): 34250-34259



Bianco, R., Rosa, R., Damiano, V., Daniele, G., Gelardi, T., Garofalo, S., Tarallo, V., De Falco, S.,
Melisi, D., Benelli, R., et al. (2008). Vascular endothelial growth factor receptor-1 contributes to
resistance to anti-epidermal growth factor receptor drugs in human cancer cells. Clin Cancer Res
14, 5069-5080.

Ponticelli, S., Braca, A.,, De Tommasi, N., and De Falco, S. (2008). Competitive ELISA-based
screening of plant derivatives for the inhibition of VEGF family members interaction with vascular
endothelial growth factor receptor 1. Planta Med 74, 401-406.

Bolli, A., Galluzzo, P., Ascenzi, P., Del Pozzo, G., Manco, |., Vietri, M.T., Mita, L., Altucci, L., Mita,
D.G., and Marino, M. (2008). Laccase treatment impairs bisphenol A-induced cancer cell
proliferation affecting estrogen receptor alpha-dependent rapid signals. IUBMB Life.

Ricupito, A., Del Pozzo, G., Diano, N., Grano, V., Portaccio, M., Marino, M., Bolli, A., Galluzzo, P.,
Bontempo, P., Mita, L., et al. (2008). Effect of bisphenol A with or without enzyme treatment on the
proliferation and viability of MCF-7 cells. Environ Int.

Malanga, D., Barba, P., Harris, P.E., Maffei, A., and Del Pozzo, G. (2007). The active translation of
MHCII mRNA during dendritic cells maturation supplies new molecules to the cell surface pool. Cell
Immunol 246, 75-80.

Ulivieri, C., Citro, A., Ivaldi, F., Mascolo, D., Ghittoni, R., Fanigliulo, D., Manca, F., Baldari, C.T.,
Pira, G.L., and Del Pozzo, G. (2008). Antigenic properties of HCMV peptides displayed by
filamentous bacteriophages vs. synthetic peptides. Immunol Lett 119, 62-70.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

Dr.ssa Amelia Cimmino (Dipartimento di Biochimica, SUN, Napoli).

Dr. Marc Piechaczyk, IGMM (Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier), CNRS, Montpellier,
France.

Dr. Eugene Tulchinsky, Department of Cancer Studies and Molecular Medicine, University of
Leicester, UK.

Prof Anne Ridley, King's College London, Randall Division of Cell and Molecular Biophysics,
London, UK.

Dr Daniela Corda, Department of Cell Biology and Oncology, Consorzio Mario Negri Sud, Santa
Maria Imbaro, Italy

Dr. M.V. Carriero, Istituto Tumori, Fondazione Pascale, Via Semmola, Napoli, Italy

Prof. Paolo Grieco, Department of Pharmaceutical Chemistry and Toxicology, Universita di Napoli,
Naples, Italy

Dr. Luis Miguel Martins, MRC Toxicology Unit, Leicester, UK

Dr. Almut Schulze, Cancer Research UK, Gene Expression Analysis Laboratory, London
Research Institute, London, UK

Dr. Franco Zunino, Istituto Tumori Milano, Italia; Dr. Claudio Pisano, Area di Oncologia, Sigma-Tau,
Pomezia, (Roma), Italia; prof. Lucio Pastore, CEINGE, Napoli, Italia.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010



personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 1 0 2 0 0 1 5

Principali risorse strumentali utilizzate
Verde: fondi AIRC ed AICR, anno 2008

laccarino: fondi AICR, anno 2008
Stoppelli: fondi residui EU-FP7 Cancerdegradome 2004-2007
De Falco: fondi AIRC, 2008.

Del Pozzo: fondi residui Telethon (Resp. Paul Harris).

Identificazione di regolatori del differenziamento, della motilita e dell'apoptosi delle cellule
staminali

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PATRIARCA EDUARDO JORGE

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 abbiamo:

-sviluppato un protocollo 'HTS compatibile, mono-step' per il differenziamento delle mES in neuroni
(Fico, et al. Stem Cells Dev. 2008)

-verificata la capacita del Cell-Maker (sistema robotico per HTS di cellule staminali) di identificare
regolatori delle cellule staminali (Casalino et al. ms. submitted)

-identificati due metaboliti e due epi-drugs capaci di regolare la crescita e/o il differenziamento delle
cellule staminali.

- delucidato il ruolo di Cripto nel sorting intracellulare ed il 'processing' di Nodal (Blanchet MH et al.
Sci Signal. 2008; Blanchet MH et al. EMBO J. 2008) e nello sviluppo embrionale precoce (D'Andrea
et al. J Cell Biol. 2008)

-analizzato I'effetto della iper-espressione 'in vivo' di Cripto (mediante un virus adenoAAV-Cripto)
sulla rigenerazione muscolare (Guardiola et al. ms in preparation).

-identificati geni target di Cripto che agiscono da modulatori del differenziamento delle cellule
staminali (D'Aniello et al. ms under revision).

-delucidato ruolo del 2-deoxy-d-ribose nel metabolismo del glutathione e nell'apoptosi delle cellule
staminali (Fico et al. Free Radic Biol Med. 2008)

-identificati composti naturali (estratti da piante) in grado di inibire I'angiogenesi (Ponticelli et al.



Planta Med. 2008);

Prodotti della ricerca (2008)

. . S . . Risultati di .
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Principali collaborazioni

Celbio: organizzazione corso teorico/pratico cellule ES;
Euroclone: commitente validazione terreni coltura cellule ES;
Axxam: commitente training del personale;

P. Carmeliet, Center for Transgene Technology and Gene Therapy, Leuven Belgium;
E. Arenas, Karolinska Institute, Stockolm, Sweden;

D. Constam, ISREC, Lausanne, Switzerland;

D. Salomon, NIH, Bethesda, USA;

M. Ruvo, IBB, CNR, Napoli;

V. Orlando, Dulbecco Telethon Institute;

A. Ballabio, Direttore TIGEM, Telethon Institute;

L. Luzzatto, Isituto Tumori Toscano, Firenze;

E. Cattaneo, Universita di Milano, ltalia;

G. Cossu, Stem Cell Research Institute, DIBIT, Milano;

L. Ambrosio, Direttore IMCB, CNR, Napoli;

L. Ossowski, Mount Sinai School of Medicine, NY, USA;
J.M. Stassen, Direttore R&D, Thromb-X Biotech, Belgio;

M. Menucelli, CELBIO Business Unit Manager;

N. De Tommasi, Universita di Farmacia, Salerno;

J. Ambati, University of Kentucky, USA;

B. Hendrich, Institute of Stem Cell Research, Edimburgo,UK
M.C. Cardoso, Max Delbruck Institute Molecular Medicine, Berlin, Germany.
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Principali risorse strumentali utilizzate

-Sistema di automazione (Cell-Maker: sistema robotico) per I'analisi HTS (high throughput
screening) di colture cellulari (cellule staminali coltivate in micropiastre da 96 pozzetti) in completa
automazione e sterilita (screening librerie composti, SiRNA, ecc.)

-Cappe a flusso laminare



-Incubatori CO2

-FACS-Cell Sorter

-Realtime PCR

-Microscopia fluorescenza e Time-lapse videomicroscopy, Software analisi immagini.
-Stanze per colture cellulari con cappe a flusso laminare ed incubatori dedicati
-ELISA washer and reader.

Analisi cellulare e molecolare della risposta immunitaria indotta da vaccini sintetici

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DEL POZZO GIOVANNA

Risultati conseguiti
Nicodemi M, Prisco A. PLoS Comput Biol. 2007 Nov;3(11):e210.

Nicodemi M, Prisco A. Phys Rev Lett. 2007 Mar 9;98(10):108104.

Nicodemi M, Panning B, Prisco A.Phys Rev E Stat Nonlin Soft Matter Phys. 2008 Jun;77(6 Pt 1):
061913. Epub 2008 Jun 17.

Esposito M, Luccarini |, Cicatiello V, De Falco D, Fiorentini A, Barba P, Casamenti F, Prisco A. Mol
Immunol. 2008 Feb;45(4):1056-62. Epub 2007 Sep 11.

Harris PE, Ferrara C, Barba P, Polito T, Freeby M, Maffei A.
J Mol Med. 2008 Jan;86(1):5-16. Epub 2007 Jul 31.

Freeby M, Goland R, Ichise M, Maffei A, Leibel R, Harris P.
Diabetes Obes Metab. 2008 Nov;10 Suppl 4:98-108.

Raffo A, Hancock K, Polito T, Xie Y, Andan G, Witkowski P, Hardy M, Barba P, Ferrara C, Maffei A,
Freeby M, Goland R, Leibel RL, Sweet IR, Harris PE.
J Endocrinol. 2008 Jul;198(1):41

Malanga D, Barba P, Harris PE, Maffei A, Del Pozzo G.

The active translation of MHCII mRNA during dendritic cells maturation supplies new molecules to
the cell surface pool.

Cell Immunol. 2007 Apr;246(2):75-80.

Mascolo D, Barba P, De Berardinis P, Di Rosa F, Del Pozzo G.
Phage display of a CTL epitope elicits a long-term in vivo cytotoxic response.
FEMS Immunol Med Microbiol. 2007 Jun;50(1):59-66.

D'Apice L, Sartorius R, Caivano A, Mascolo D, Del Pozzo G, Di Mase DS, Ricca E, Li Pira G,
Manca F, Malanga D, De Palma R, De Berardinis P.

Comparative analysis of new innovative vaccine formulations based on the use of procaryotic
display systems. Vaccine. 2007 Mar 1;25(11):1993-2000.



C. Ulivieri, A. Citro, F. Ivaldi, D. Mascolo, R. Ghittoni, D. Fanigliulo, F. Manca, C. T. Baldari, G. Li
Pira and G Del Pozzo:. 2008. Immunology letters. Aug 15;119(1-2):62-70.

Diano N.,Grano, V., Franconte L., Caputo P.Ricupito A.,Attanasio A.,Bianco M., Bencivenga
U.,Rossi S.,Manco |.,mita L.,.Del Pozzo G.,Mita D.G.on-isothermal bioreactors in enzymatic
remediation of waters polluted in endocrine distruptors: BPA as a model of pollutant. 2007.Applied
Catalysis B:environmental 69.252-261

Bolli A, Galluzzo P, Ascenzi P, Del Pozzo G, Manco |, Vietri MT, Mita L, Altucci L, Mita DG, Marino
M.. IUBMB Life. 2008 Sep 2.

Ricupito A, Del Pozzo G, Diano N, Grano V, Portaccio M, Marino M, Bolli A, Galluzzo P, Bontempo
P, Mita L, Altucci L, Mita DG.. Environ Int. 2008 Jul 18

Miriam Zacchia, Francesco Trepiccione, Franco Morelli, Antonello Pani , Giovambattista Capasso.
(2008) J. Nephrology

Mancini and al.A. Borrelli, A; Schiattarella, A.; Aloj, L; Aurilio M.; Morelli, F.;.. Pica, A;. Occhiello, A;
Lorizio, R; Mancini, R; Sica,A; Mazzarella,L; Sica, F.; Greco P.; Novellino E.; Pagnozzi, D; Pucci,P
and Rommelaere J.. (2008) Int. J. of Cancer 123 ; 2684-2695.

Mancini,A. Borrelli, A; Schiattarella, A.; ; Mancini, R; Morsica B, Cerciello V.; Mormile M.; d,Alessio
V.; Bottalico L.; Morelli F., Spampanato C.; D,Armiento M.; D,Armiento FP. (2008) Int. J. Radiat.
Oncaol.

Brevetti
NA2008A000006. Inventori: Antonella Prisco, Piergiuseppe De Berardinis, Diana De Falco,
Antonella Caivano.
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Principali collaborazioni

De Berardinis P.,IBP-CNR; Manco G.IBP-CNR

Prof Paolo Abrescia,Univ. Napoli "Federico II",

Prof. R.Cortese, A. Folgori, A Nicosia- IRBM Roma

Prof. Alberto Auricchio- TIGEM Napoli

M. Carteni Dip di Medicina Sperimentale Seconda Universita Napoli;
V. Santagada Facolta . Di Farmacia Universita Federico Il Napoli;
Mark A. Hardy, New York Regional Islet Cell Resource Center at New York Presbyterian Hospital,
Columbia Presbyterian Campus;

Prof. Fiorella Casamenti, Universita di Firenze;

Prof. Mario Nicodemi University of Warwick, United Kingdom
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4 8
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0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
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Principali risorse strumentali utilizzate

Stabulario

Real time PCR

FACS-Cell sorter

CAPPE ED INCUBATORI PER COLTURE CELLULARE
PHOSPHOIMAGER

Sviluppo e funzionamento dei sistemi complessi - Uso di modelli biologici

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: GARGANO SILVANA

Risultati conseguiti

Le attivita in corso hanno prodotto i risultati attesi di cui alcuni sono gia stati oggetto di pubblicazioni
su riviste internazionali. A titolo di esempio, sono stati chiariti il ruolo di alcune molecole chiave
nell'organizzazione del sistema dopaminergico da cellule staminali tramite I'uso di mutanti uso di
RNA interference e analisi di promotori (di Porzio). In C. elegans Bazzicalupo e Di Schiavi hanno
sviluppato un metodo di silenziamento genico cellula specifico che funziona efficacemente nei
neuroni e che pud essere utile nell'analisi del ruolo dei geni nei crcuiti. abbiamo utilizzato questo
approccio per allestire modelli, in C. elegans, di malattie neurodegenerative. La Volpe ha dimostrato
che il gene ortologo a BRCAT1, in C. elegans, & coinvolto nella riparazione dei danni a doppia elica
del DNA usando il cromatide fratello come templato. La delezione di tale gene porta a
frammentazione cromosomica e induce apoptosi.

Graziani, Gigliotti e Andrenaccci hanno iniziato lo studio del gene STAM di Drosophila, implicato
nella regolazione positiva della via di trasduzione del segnale (JAK/STAT), altamente conservata
nel corso dell'evoluzione. Chiurazzi ha ulteriormente caratterizzato i meccanismi di utilizzazione dei
nutrienti azotati nelle radici e nei noduli di piante leguminose. In Sordaria Gargano e Storlazzi stanno
investigando le connessioni tra lo sviluppo della struttura cromosomica durante la meiosi e la
progressione della ricombinazione meiotica. Defez proseguira' I'analisi della regolazione genica
indotta da fitormoni in batteri del genere Sinorhizobium meliloti, mediante analisi di messaggeri
batterici indotti da molecole strutturalmente simili all'acido 3 indol acetico (IAA) o funzionalmente
analoghe. | saggi verranno effettuati medainte RT-PCR per identificare la specificita' dellinduzione
da parte dell'lAA di specifici patways metabolici. Digilio, nello studio funzionale dei geni mst36Fa e
mst36Fb espressi durante la spermatogenesi in D. melanogaster, ha ottenuto, per entrambi i geni,
ceppi transgenici contenenti costrutti per I'RNA interference, che sono stati transattivati con il
sistema binario UAS-GAL4 nella sola linea germinale maschile. Questo silenziamento porta ad una
riduzione della fertlita pari al 50% rispetto ad una condizione selvatica.
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Principali collaborazioni
Arterra BioScience, Harvard University, Universite de Paris-Sud, Rockfeller University, Imperial
College of London, IRCC Candiolo, King's College of London, Istituto Superiore di Sanita' di Roma.
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Principali risorse strumentali utilizzate
Strumentazioni, strutture e servizi necessari sono presenti all' IGB. Sono in particolare stati utilizzati
microscopi, confocale e a fluorescenza, microarrays e cell sorter.

Meccanismi molecolari e cellulari della determinazione neurale e patologia del sistema
nervoso

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: DI PORZIO UMBERTO

Risultati conseguiti

Nel 2007-08 sono stati pubblicati 28 articoli su riviste internazionali.

Isolamento ed allestemiento di colture di cellule staminali neurali embrionali e mesenchimali adulte e
loro diferenziamento in neuroni dopaminergici

Studio dei fattori di trascrizione coinvolti in tale differenziamento

Studio delle modifiche molecolari, anatomiche e plastiche del sistema dopaminergico dopo
somministrazione di psicostimolanti

Allestimento in C. elegans di modelli di neurodegenerazione utilizzando knock-down cellula
specifico, da noi messo a punto.

Studio delle molecole coinvolte nel signalling di neuroni sensoriali polimodali

Identificazione e caratterizzazione funzionale di geni berasaglio del pathway di Cripto nel
differenziamento neurale di cellule staminali embrionali. Topi Cerberus1;Cripto: recuperano fenotipo
Cripto-/- mediante signaling di Nodal; analisi di nodo e stria primitiva in Cripto KO.



Caratterizzazione di nuove molecole che inducono differenziamento dopaminergico di cellule ES.
-Caratterizzato un vaccino VLP che induce sostenuta risposta anticorpale contro il beta amiloide.
Studio dell'effetto di mutazioni nel gene parkin durante la gametogenesi in Drosophila

il gene Otx2 controlla proliferazione di progenitori dopaminergici via il pathway di Wnt1 in modelli
murini condizionali.

il gene Otx2 attiva il programma differenziativo dopaminegico.

in assenza di gene il differenziamento telencefalico di cellule ES & ridotto e le poche cellule
telencefaliche residue perdono ogni identita posizionale.

PUBBLICAZIONI
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Biol. 2007;17:873-80

22. Heimbucher T, Murko C, Bajoghli B, Aghaallaei N, Huber A, Stebegg R, Eberhard D, Fink M,
Simeone A, Czerny T. Mol Cell Biol. 2007;27:340-51

23. Gargiulo A, Auricchio R, Barone MV, et al. Am J Hum Genet. 2007;80:751-8

24. Esposito M, Luccarini |, Cicatiello V, De Falco D, Fiorentini A, Barba P, Casamenti F, Prisco A.
Mol Immunol. 2008;45:1056-62.

25. Nicodemi M, Panning B, Prisco A. Phys Rev E Stat Nonlin Soft Matter Phys. 2008;77:061913.
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Antonella Caiva

CAPITOLI DI LIBRI

di Porzio U (2008) Le cellule staminali. A che punto siamo. "Diritto e vita. Bioetica e deontologia
professionale", Dipartimento di Teoria e Storia del Diritto e della Politica dell'Universita di Salerno. In
Press

Minchiotti G. (2007) "Il Differenziamento Cellulare" Enciclopedia Italiana Treccani.
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Principali collaborazioni

Dario Greco, Institute of Biotechnology - University of Helsinki, analisi statistiche di espressione
genica

Noel Buckley, Inst Psychiatry, King's College, London, Analisi epigenetica di geni coiinvolti nel
differenziamento mDA

Walter Adriani e Gianni Laviola, Istituto Superiore di Sanita, Roma, analisi comportamentale di ratti
trattati con psicostimolanti.

Carla Perrone Capano, Dip. Fisiologia, Univ Federico Il Napoli, studi sullo sviluppo e funzione dei
neuroni dopaminergici mesencefalici

Bruno Gasnier, Inst Biologie phisico-chimique, CNR, Paris, coinvolgimento di patologie lisosomiali
nello sviluppo dipatologie del sistema dopaminergico, come morbo di Parkinson.

- Marco Tartaglia, ISS, Roma, su geni coinvolti nella sindrome di Noonan

- Marco Crescenzi, ISS, Roma, sul ruolo di cki-1 e cki-2 nel blocco della divisione dopo
differenziamento terminale dei neuroni

- Massimo Hilliard, Queensland Brain Institute, Brisbane, AU, sui processi di neurodegenerazione e
di degenerazione e rigenerazione assonale

- Aldo Fasolo, Paolo Giacobini, Luca Tamagnone, UNI Torino, su molecole coinvolte nello sviluppo
del sistema olfattivo e sulle patologie collegate

- Arterra Bioscience Srl e ISS biosense Srl. Utilizzo di C. elegans per applicazioni biotecnologiche.

Peter Carmeliet, Center for transgene technology and Gene Therapy, Leuven; Belgium.
Esperimenti di microarray ed analisi statistiche di espressione genica.

Ernest Arenas, Karolinska Institute, Stockholm, Sweden. Grafting di cellule staminali in modelli
murini di morbo di Parkinson.

Gilda Cobellis e Andrea Ballabio, TIGEM, Napoli. Sistemi di espressione inducibile in cellule staminali
embrionali murine.

-Fiorella Casamenti, Dipartimento di Farmacologia, Universita di Firenze. Analisi di cervelli di modelli
murini di neurodegenerazione.

-Piergiuseppe De Berardinis, IBP, Napoli. Purificazione di proteine, e assemblaggio in vitro delle
particelle virus-like.

Salvador Martinez (Instituto de Neurociencias, UMH, Alicante, Spain), studio delle fasi precoci dello
sviluppo del cervello

José Antonio Belo (Universidade do Algarve, Faro, Portugal) analisi fenotipica dei topi doppi mutanti
Cerberus1;Cripto

Daniel Constam (Swiss Institute for Experimental Cancer Research, Epalinges, Switzerland) analisi
delle interazioni tra Cripto e Nodal durante lo sviluppo embrionale precoce

Stella Zannini (IEOS, Napoli) analisi del profilo di espressione embrionale del gene Taz, un
modulatore trascrizionale del differenziamento di cellule mesenchimali staminali

Wolfgang Wurst, HelmholtzZentrum munchen German Research Center for Environmental Health



Ingolstadter, Munich-Neuherberg, Germany
Alain Prochiantz, CNRS UMR 8542 ENS, Paris, France
Antonello Mallamaci, Laboratory of Cerebral Cortex Development SISSA - Trieste - Italy
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Principali risorse strumentali utilizzate

MICROSCOPI OTTICI A FLUORRESCENZA E CONFOCALE
CAPPE ED INCUBATORI PER COLTURE CELLULARE
REAL TIME PCR

PCR

PHOSPHOIMAGER

Servizi
STABULARIO

DNA SEQUENCING
CUCINE

Approccio multidisciplinare per la definizione di networks molecolari regolanti tratti ad
eredita mendeliana e multifattoriale

Progetto: Bioinformatica e biologia computazionale
Dipartimento: Scienze della Vita
Responsabile: CIULLO MARINA

Risultati conseguiti

La prima ricerca rivolta allo studio dell'ipertensione nella popolazione di Campora ci ha permesso di
identificare un nuovo locus sul cromosoma 8 associato alla malattia (Ciullo et al. Hum Mol Genetics
2006). Il fine mapping di tale regione, € stato focalizzato all'analisi del gene AGPT-1 dato che studio
funzionali su tale gene lo indicano come ottimo gene candidato alla suscettibilita allipertensione. E'
stato determinato il genotipo di circa 50 tagSNPs alliinterno del gene, i testi di associazione eseguiti
su tali polimorfismi, indicano un possibile coinvolgimento di AGPT-1 nella suscettibilita
all'ipertensione. Sono in corso ulteriori analisi per confermare tali dati preliminari.

Attraverso l'analisi della struttura genetica della popolazione di Campora abbiamo definito il numero
dei fondatori che hanno dato origine alla popolazione attuale e l'omogeneita genetica di quest'ultima,
i risultati hanno dimostrato che Campora presenta le caratteristiche di un isolato genetico di recente



origine (Colonna et al. Hum. Heredity 2007). L'analisi sul BMI e I'obesita, condotta sulle popolazioni
di Campora e Gioi, ha portato allidentificazione di nuova regione sul cromosoma 1 associata
all'obesita (Ciullo et al. Diabetes 2008). In collaborazione con altri isolati genetici italiani abbiamo
pubblicato un lavoro sulla variazione dei livelli di emoglobina (Sala et al. The Hematology Journal
2008).

Dopo aver misurato i livelli plasmatici di VEGF nelle popolazioni di Campora, Gioi e Cardile abbiamo
eseguito delle analisi di linkage genetico che hanno portato allidentificazione di diverse regioni nel
genoma che potrebbero contenere geni coinvolti nella regolazione di VEGF. In particolare €& stato
evidenziato in tutte le popolazione un forte segnale nella regione cromosomica contenente il gene
che codifica per VEGF. Allo scopo di definire i polimorfismi del gene VEGF in grado di influenzare la
quantita di proteina, sono stati sequenziate le regioni codificanti e regolative del gene in un set di
individui rappresentativo delle diverse popolazioni. Lo studio di associazione ha portato
all'identificazione nella popolazione di Campora di tre polimorfismi associati ai livelli di VEGF. Tali
polimorfismi non risultano associati nelle altre popolazioni suggerendo una eterogeneita allelica alla
base di tale regolazione.

L'analisi di linee murine create dall'incrocio di mutanti dei geni Cripto, Cerberus1 e Nodal ci ha
permesso di studiare in dettaglio l'interazione tra le molecole segnale Cripto e Nodal durante
I'embriogenesi murina precoce. Abbiamo analizzato il fenotipo dei doppi mutanti Cerberusi;Cripto, in
relazione a quello dei mutanti Cripto, dimostrando che linattivazione di Cerberus & in grado di
recuperare parzialmente il fenotipo degli embrioni Cripto-/- ed in particolare la corretta
localizzazione del neuroectoderma anteriore e la formazione del neuroectoderma posteriore.
Mediante l'analsi fenotipica dei tripli mutanti Cerberusi;Cripto;Nodal abbiamo mostrato che tale
recupero € dovuto al recupero del signaling di Nodal (Liguori et al., 2008). Allo scopo di
dissezionare in vivo le interazioni funzionali tra Cripto ed i suoi partener molecolari, abbiamo
generato ed analizzato topi recanti mutazioni puntiformi nel gene Cripto. Tale analisi ha portato
all'identificazione dei residui chiave per l'interazione con il signaling di Nodal (D'Andrea et al., 2008).
Abbiamo inoltre analizzato la funzionalita del neuroectoderma anteriore degli embrioni Cripto-/-,
dimostrando che il nodo e la stria primitiva dei mammiferi sono essenziali per la determinazione
delle identita regionali che controllano la specificazione degli organizzatori secondari del cervello in
via di sviluppo (Liguori et al., in press).
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Principali collaborazioni

Dr. J. M. Stassen,University of Leuven;

Dr. Mario Siervo, MRC Cambridge;

Dr. Jonhatan Wells, London's Global University;

Prof. Frederic Austerlitz, Université Paris Sud, Francia;
Prof. Bruno Trimarco Universita Federico Il di Napoli;
Prof. Gianfranco Fenzi Universita Federico Il di Napoli;
Prof. Elio Marciano, Universita Federico Il di Napoli;

Dr. Daniela Toniolo, DIBIT, Milano;

Prof. Paolo Gasparini, Universita di Trieste;

Prof. Guy Rouleau, Université de Montréal;

Prof. Salvador Martinez, Neuroscience Institute of Alicante;
Dr. Catherine Bourgain, INSERM, Villejuif, Francia;

Dr. Anne-Louise Leutenegger, INSERM, Villejuif, Francia
Prof Carole Ober, University of Chicago, USA;

Prof George Hess, Roche Diagnostics, Germany

Prof. José Antonio Belo, University of Faro, Portugal



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
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Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Principali risorse strumentali utilizzate

1- Server composto dai seguenti componenti: 1 head noto composto da 1 processore Intel Xeon
2.3 Ghz 2 Gb di Ram. Il sistema & interconnesso per mezzo di rete TCP/IP 10/100/1000 Mb/s che
fornisce la possibilita di condividere i file di elaborazione al resto dei nodi di calcolo per mezzo di
rete NFS v. 3. | 3 nodi di calcolo sono costituiti di 4 Opteron 800 dual core a 2.4 Ghz per un totale di
24 Core totali. 16 Gb di memoria RAM per ciascun nodo, per un totale di 48 Gb di RAM totali. |l
sistema € connesso ad una Storage Area Network MSA 1500cs per mezzo di connessione Fibre
Channel a 2 Gb/s per mezzo di uno switch centrale che controlla e ottimizza i fussi di 1/0. Il
sistema si compone di 8 dischi SATA da 250 Gb ciascuno, per un totale di 2 Tb raw suddivisi in 4
aree dedicate rispettivamente alla gestione degli utenti, dei salvataggi, aree di lavoro generiche e
aree dedicate al software

2- Robot Biomek-FX (Beckmann) per la gestione di campioni di DNA in larga scala (diluizioni,
preparazione di piastre per reazioni di PCR, genotipizzazione e sequenziamento)

3- Nanodrop-1000 per la determinazione di concentrazioni del DNA

4- Stabulario

5-Cell culture facility

Attivita Moduli

Le interazioni benefiche fra organismi: dalla lotta biologica alla messa a punto di strumenti
per un'agricoltura sostenibile.

Commessa: Le interazioni benefiche fra organismi: dalla lotta biologica alla messa a
punto di strumenti per un'agricoltura sostenibile.

Progetto: Sviluppo di biotecnologie avanzate per il sistema agroalimentare

Dipartimento: Agroalimentare

Responsabile: CHIURAZZI MAURIZIO

Risultati conseguiti

Pubblicazioni

Rogato, A., D'Apuzzo, Barbulova, A., Omrane, S., Stedel, K., Simon-Rosin, U., Katinakis, P.,
Flemetakis, M., and Chiurazzi M. (2008) Tissue-specific down-regulation of LjAMT1;1
compromises nodule function and enhances nodulation in Lotus japonicus. Plant Mol. Biol. 68:



585-595. PMID 18781388.

Camerini S., Senatore B., Lonardo E., Imperlini E., Bianco B., Moschetti G., Rotino GL., Campion B.
and Defez R. 2008. Introduction of a novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch
root nodule development. Archives of Microbiology 190(1):67-77

Lantin C. , B. Bulawa, A. Haselier, R. Defez and U. B. Priefer. 2008. Effect of a Genetically Modified
Rhizobium leguminosarum Strain on Bacterial and Fungal Diversity in the Rhizosphere of Pisum
sativum. Current Plant Science and Biotechnology in Agriculture. 42: 65-66

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

Universita di Tours, France; Universita di Aahrus, Denmark; Max Planck Institute, Golm, Germany;
Universita di Sevilla, Spain, John Innes Centre, UK; LMU, Munich, Germany; University of
Stockholm, Sweden; University of Athen, Greece; Emory University, USA; University of Princeton,
USA; Universita di Torino; Universita della Basilicata; Universita di Padova; Universita di Napoli.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
3 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Metodologie per la valutazione della qualita alimentare e la tutela della salute

Commessa: Metodologie per la valutazione della qualita alimentare e la tutela della salute
Progetto: Sicurezza, qualita alimentare e salute
Dipartimento: Agroalimentare

Responsabile: DEFEZ ROBERTO

Risultati conseguiti

1- Stoycheva T, Massardo DR, Pesheva M, Venkov P, Wolf K, Del Giudice L, Pontieri P. 2007. Ty1
transposition induced by carcinogens in Saccharomyces cerevisiae yeast depends on
mitochondrial function. Gene. 389: 212-218

2- Vigliotta G, Di Giacomo M, Carata E, Massardo DR, Tredici SM, Pontieri P, De Stefano M, Del



Giudice L, Parente D, Alifano P. 2007. Nitrite metabolism in Debaryomyces hansenii TOB-Y7, a
yeast strain involved in tobacco fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 75: 633-645

3- Sansone C, Massardo DR, Pontieri P, Maddaluno L, De Stefano M, Tredici S, Tala A, Alifano P,
Del Giudice L. 2007. Isolation of a psychrotolerant Debaryomyces hansenii strain from fermented
tea plant (Camelia sinensis) leaves. J. Plant Interact. 2: 169-174

4- Vigliotta G, Tala A, Giudetti AM, De Stefano M, Del Giudice L, Alifano P. 2007. The impact of
environmental perturbation on microbial community structure and dynamics: Factors affecting
growth of Clonothrix fusca in groundwater. J. Plant Interact. 2: 159-167

5- Ciacci C, Maiuri L, Caporaso N, Bucci C, Del Giudice L, Massardo DR, Pontieri P, Di Fonzo N,
Bean SR, loerger B, Londei M. 2007. Celiac disease: in vitro and in vivo safety and palatability of
wheat-free sorghum food products. Clin. Nutr. 26: 799-805

6- Vigliotta G, Nutricati E, Carata E, Tredici SM, De Stefano M, Pontieri P, Massardo DR, Prati MV,
De Bellis L, Alifano P. 2007. Clonothrix fisca (Roze, 1986), a Filamentous, Sheathed,
Methanotrophic 3-Proteobacterium. Appl. Environ. Microbiol. 73: 3556-3565

7- Del Giudice F, Massardo DR, Pontieri P, Maddaluno L, De Vita P, Fares C, Ciacci C, Del Giudice
L. 2008. Development of a sorghum chain in the Italian Campania Region: from the field to the celiac
patient's table. J. Plant Interact. 3: 49-55

8- Del Giudice L, Massardo DR, Pontieri P, Bertea CM, Mombello D, Carata E, Tredici SM, Tala A,
Mucciarelli M, Groudeva VI, De Stefano M, Vigliotta G, Maffei ME, Alifano P. 2008. The microbial
community of Vetiver root and its involvement into essential oil biogenesis. Environ. Microbiol. 10:
2824-2841

9- Camerini S., Senatore B., Lonardo E., Imperlini E., Bianco B., Moschetti G., Rotino GL., Campion
B. and Defez R. Introduction of a novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch root
nodule development. Archives of Microbiology 2008, 190(1):67-77

10- Lantin C. , B. Bulawa, A. Haselier, R. Defez and U. B. Priefer. Effect of a Genetically Modified
Rhizobium leguminosarum Strain on Bacterial and Fungal Diversity in the Rhizosphere of Pisum
sativum. Current Plant Science and Biotechnology in Agriculture. 2008, 42: 65-66

11- Salvatore P, Casamassimi A, Sommese L, Fiorito C, Ciccodicola A, Rossiello R, Avallone B,
Grimaldi V, Costa V, Rienzo M, Colicchio R, Williams-lgnarro S, Pagliarulo C, Prudente ME,
Abbondanza C, Lamberti F, Baroni A, Buommino E, Farzati B, Tufano MA, Ignarro LJ, Napoli C.
Detrimental effects of Bartonella henselae are counteracted by L-arginine and nitric oxide in human
endothelial progenitor cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Jul 8;105(27):9427-32.

12- Costa V, Casamassimi A, Esposito K, Villani A, Capone M, lannella R, Schisano B, Ciotola M, Di
Palo C, Capone Corrado F, Santangelo F, Giugliano D, Ciccodicola A. Characterization of a Novel
Polymorphism in PPARG Regulatory Region Associated with Type 2 Diabetes and Diabetic
Retinopathy in Italy. J Biomed Biotechnol. 2008. [Epub ahead of print]
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Principali collaborazioni

Prof. Natale De Santo

Prima Divisione di Nefrologia, Facolta di Medicina e Chirurgia

Seconda Universita degli Studi di NAPOLI

Ruolo: Tale unita fornisce campioni di sangue da pazienti affetti da uremia e da individui di controllo
Prof. Diego Ingrosso

Dipartimento di Biochimica e biofisica

Seconda Universita degli Studi di NAPOLI che fornisce linee di cellule endoteliali trattate e non con
albumina omocisteinilata.

Prof. Dario Gugliano, Dipartimento di Geratria e Malattie Metaboliche, Seconda Universita di Napoli,
Professore ordinario.



Prof. Franco Santangelo, Dipartimento di Neuroscienze, Universitd di Napoli "Federico II",
Professore associato.

Prof. Claudio Napoli, Dipartimento di Patologia Generale, Seconda Universita di Napoli, Professore
ordinario.

Lino Polito, Universita degli Studi di Napoli Federico Il,Via Mezzocannone 8,Prof. Ordinario
Genetica;

Lucas Sanchez, Dpto. Biologia Celular y del Desarrollo-CSIC,c/ Ramiro de Maeztu, 9 Madrid,
Researcher

Maria Fernanda Ruiz Lorenzo, Dpto. Biologia Celular y del Desarrollo-CSIC-

¢/ Ramiro de Maeztu, 9, Madrid, post-doc

Manuele Tamo, IITA-Benin-Cotonou, Republic of Benin, Insect Ecologist and Coordinator

Plant Health Management Project

Molte ricerche vengono condotte in collaborazione con il Dipartimento di Medicina Sperimentale
della Seconda Universita di Napoli e con il Consorzio Interuniversitario Istituto Nazionale
Biostrutture e Biosistemi (INBB — www.inbb.it).

Prof. U.B. Priefer, RWTH, Ecologia molecolare, Aachen, Germania

Prof. Pietro Alifano (Universita di Lecce)

Prof. Paola Salvatore (Universita di Caserta)

Prof. Sergio Cocozza (Universita di Napoli)

Prof. Massimo Maffei (Universita di Torino)

Dr. Pasquale De Vita (CRA — Istituto di Cerealicoltura Foggia)

Prof. Carolina Ciacci (Universita di Napoli)

Dr. Marco Sardiello (TIGEM, Napoli)

Dr. Mario De Stefano (Universita di Caserta)

Prof. Klaus Wolf (Germania)

Prof. Pencho Venkov (Bulgaria)

Prof. Robert Wilson (USA)

Prof. Natalia Koltovaya (Russia)

Prof. Scott Bean (USA)

Prof. Mitchel Tuinstra (USA)
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Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0
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Associato

Dottorando e Professor
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di ricerca
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Analisi trascrittomica nella tumorigenesi

Commessa: Biomarcatori e bioterapie nei tumori umani



Progetto: Progettazione di nuove molecole con specifiche proprieta' biochimiche
Dipartimento: Progettazione Molecolare
Responsabile: MIANO MARIA GIUSEPPINA

Risultati conseguiti

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
1 1

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. . specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Intesa MIUR/CNR - Progetto agroalimentare, ambiente e salute_IGB_039

Commessa: Progetto agroalimentare, ambiente e salute
Progetto: Prodotti e processi innovativi per la chimica sostenibile
Dipartimento: Progettazione Molecolare

Responsabile: BALDINI ANTONIO

Risultati conseguiti

Prodotti della ricerca (2008)

Artic = Artico  Articoli Risultati R'SUI.tat' d! Attivita
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Principali collaborazioni



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
e - . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Plasticita genomica: dal genoma ai sistemi biologici

Commessa: Plasticita genomica: dal genoma ai sistemi biologici
Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: CICCODICOLA ALFREDO

Risultati conseguiti

Le pubblicazioni elencate sono frutto dei risultati conseguiti nel 2008:

1) Salvatore P, et al. Detrimental effects of Bartonella henselae are counteracted by L-arginine and
nitric oxide in human endothelial progenitor cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 105:9427-32.

2) Gianfrancesco F, et al. ZPLD1 gene is disrupted in a patient with balanced translocation that
exhibits cerebral cavernous malformations. Neuroscience. 2008 155:345-9.

3) lossa S, et al. New evidence for the correlation of the p.G130V mutation in the GJB2 gene and
syndromic hearing loss with palmoplantar keratoderma. Am J Med Genet A. 2008

4) Costa V, et al. Characterization of a Novel Polymorphism in PPARG Regulatory Region
Associated with Type 2 Diabetes and Diabetic Retinopathy in ltaly. J Biomed Biotechnol. 2008.

5) Fernandez F, Esposito T, Lea RA, Colson NJ, Ciccodicola A, Gianfrancesco F, Griffiths LR
(2008) Investigation of GABA A Receptors Genes and Migraine Susceptibility. BMC Genetics (in
press).

6) Mossetti G, et al. Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms Predict Acquired Resistance to
Clodronate Treatment in Patients with Paget's Disease of Bone. Calcif Tissue Int. 2008

7) Russo P, et al. Genetic variants of Y chromosome are associated with a protective lipid profile in
black men. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008 28:1569-74.

8) Cologno D, et al. ATP1A2 gene mutations are not present in two sisters with basilar-type
migraine associated with menses. Neurol Sci. 2008 29:113-5.

9) Liquori CL, et al. Different spectra of genomic deletions within the CCM genes between Italian
and American CCM patient cohorts. Neurogenetics. 2008 9:25-31.

10) Matarazzo MR, et al. Building up the inactive X chromosome. Biol Cell. 2008 100:63-70.

11) Talotta F, et al. The AP-1 complex controls the onco-miRNA miR-21, which mediates the
feedback regulation of AP-1 by the tumor suppressor Pdcd4 in RAS transformation Oncogene,
1-12, 2008



12) Matarazzo MR, et al. DNA methylation and its alterations: lessons from two human chromatin
diseases, Rett syndrome and ICF syndrome Int J Biochem Cell Biol. 2009 41:117-126.

13) Riccio A. Wilms tumor and constitutional epigenetic defects. Nat Genet. 2008 40:1272-3.

14) Yoshimizu T, et al. The H19 locus acts in vivo as a tumor suppressor. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2008 105:12417-22.

15) Douzgou S, et al. Silver-Russell syndrome following in vitro fertilization. Pediatr Dev Pathol.
2008 11:329-31.

16) Murrell A, et al. Distinct methylation changes at the IGF2-H19 locus in congenital growth
disorders and cancer. PLoS ONE. 2008 3:e1849.

17) Cerrato F, et al. Different mechanisms cause imprinting defects at the IGF2/H19 locus in
Beckwith-Wiedemann syndrome and Wilms' tumour. Hum Mol Genet. 2008 17:1427-35.

18) Priolo M, et al. MS-MLPA is a specific and sensitive technique for detecting all chromosome
11p15.5 imprinting defects of BWS and SRS in a single-tube experiment. Eur J Hum Genet. 2008
16:565-71.

19) Di Giulio M. An extension of the coevolution theory of the origin of the genetic code. Biol Direct.
2008 3:37.

20) Di Giulio M. Transfer RNA genes in pieces are an ancestral character. EMBO Rep. 2008 9:820.
21) Di Giulio M. The origin of genes could be polyphyletic. Gene. 2008

22) Di Giulio M. The split genes of Nanoarchaeum equitans are an ancestral character. Gene. 2008
421:20-6.

23) Di Giulio M. Permuted tRNA genes of Cyanidioschyzon merolae, the origin of the tRNA
molecule and the root of the Eukarya domain. J Theor Biol. 2008 253:587-92.

24) Branciamore S, et al. The basal phylogenetic position of Nanoarchaeum equitans
(Nanoarchaeota). Front Biosci. 2008 13:6886-92.

25) Di Giulio, M., 2008. Split genes, ancestral genes. in Prebiotic Evolution and Astrobiology, Edited
by J. Tze-Fei Wong and Antonio Lazcano. Landes Bioscience Publisher (Texas, USA), chapter 13.
26) Di Giulio M: Why the Genetic Code Originated. Implications for the origin of protein synthesis. in
M. Barbieri (ed.), The Codes of Life: The Rules of Macroevolution. 2008:59-67.

27) Lepretti M, et al. The N-terminal 1-16 peptide derived in vivo from protein seminal vesicle protein
IV modulates alpha-thrombin activity: potential clinical implications. Exp Mol Med 2008 40:541-549.
28) De Maria S, et al. J Cancer Res Clin Oncol 2009 135:107-116.

29) Metafora V, et al. In vitro stimulatory effect of anti-apoptotic seminal vesicle protein 4 on purified
peroxidase enzymes.FEBS J 2008 275:3870-83.

30) Fuggetta MP, et al. J Reprod Immunol 2008 78:85-93.

31) de Maria S, et al. J Pept Sci 2008 14:102-109.

32) Zacchia M, et al. Nephrotic syndrome: new concepts on the pathophysiology of sodium
retention. 2008 J. Nephrology

33) Mancini A. et al. Biophysical and biochemical characterization of a liposarcoma derived chimeric
protein acting as anticancer agent. (2008) Int. J. of Cancer 123; 2684-2695.

34) Mancini A, et al. A recombinant MnSQOD is radioprotective for normal cells and radiosensiting for
tumor cells. 2008 Free Radic. Biol. Med.

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di
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Principali collaborazioni

Le ricerche in oggetto sono frutto della collaborazione con:

Divisione di Neurologia, Ospedale Civile di Verona.

Ospedale San Giovanni di Roma.

Unita di Neurologia Pediatrica del Dip. di Neuroscienze dell'Univ. "Tor Vergata" di Roma.
Istituto di Biochimica delle Proteine (CNR) di Napoli.



Istituto TIGEM di Napoli.

Universita di Benevento.

ITB, Sez. Bioinformatica e Genomica, CNR-Barri.

Ospedale Cardarelli di Napoli.

PRIMM sezione di Napoli.

Dip. di Neuroscienze-Unita di Audiologia, Dip. di Medicina Clinica e Sperimentale, Univ.
"Federico II", Napoli.

Ist. VIMM, Padova.

IRCCS Burlo Garofolo, Trieste.

IRCCS Neuromed-Unita di Neurogenetica, Pozzilli (IS).
IRCCS G. Pascale, Napoli.

Azienda ospedaliera ASLSA1 e ASLSAS.

Univ. of North Carolina, Durham, NC, USA.

Griffith Univ. Dep. of Health Science, Gold Coast, Australia.
Dip. di Neurologia e Dip. di Patologia, Seconda Univ. di Napoli.
Dep. of Molecular & Cellular Biology, Harvard Univ. Cambridge, MA, USA.
MRC-Human Genetics Unit Edimburgo e Londra.

Univ. Cattolica, Roma.

Univ. of Warwick, UK.

Institut Monod, France.

Universita di Padova.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
7 11

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
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Dottorando e Professor

- . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
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Variabilita del genoma ed alterazioni genetiche nell'uomo e loro impatto biologico -

Commessa: Variabilita del genoma ed alterazioni genetiche nell'uomo e loro impatto
biologico

Progetto: Funzione, regolazione ed evoluzione dei genomi eucariotici

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: URSINI MATILDE

Risultati conseguiti
Nel corso di questo anno i partecipanti alla Commessa hanno ottenuto i seguenti risultati:

1)Fusco F, Pescatore A, Bal E, Ghoul A, Paciolla M, Lioi MB, D'Urso M, Rabia SH, Bodemer C,



Bonnefont JP, Munnich A, Miano MG, Smahi A, Ursini MV. Alterations of the IKBKG locus and
diseases: an update and a report of 13 novel mutations. Hum Mutat. 2008 May;29(5):595-604.

2)Spugnini EP, Crispi S, Scarabello A, Caruso G, Citro G, Baldi A. Piroxicam and intracavitary
platinum-based chemotherapy for the treatment of advanced mesothelioma in pets: preliminary
observations. J Exp Clin Cancer Res. 2008 May 19;27:6.

3)Matarazzo MR, Cerase A, D'Esposito M. Building up the inactive X chromosome. Biol Cell
100:63_70. 2008. Review.

4)Piccioli P, Serra M, Pedemonte S, Balbi G, Loiacono F, Lastraioli S, Gargiulo L, Morabito A,
Zuccaro D, Del Mastro L, Pistilo MP, Venturini M, De Angioletti M, Notaro R. Hexaprimer
amplification refractory mutation system PCR for simultaneous single-tube genotyping of 2 close
polymorphisms. Clin Chem. 2008 Jan;54(1):227-9.

5)Lacerra G, Musollino G, Scarano C, Lagona LF, Caruso DG, Testa R, Prezioso R, Di Noce F,
Medulla E, Friscia MG, Mastrullo L, Caldora M, Nota L, Gaudiano C, Magnano C, Ciaccio C, Romeo
MA, Carestia C. Molecular evidences of single mutational events followed by recurrent crossing-
overs in the common delta-globin alleles in the Mediterranean area. Gene. 2008 Feb 29;410(1):
129-38.

6)Lacerra G, Scarano C, Musollino G, Flagiello A, Pucci P, Carestia C. Hb Foggia or alpha 117
(GH5)Phe -> Ser: a new alpha 2 globin allele affecting the alpha Hb-AHSP interaction.
Haematologica. 2008 Jan;93(1):141-2.

7)Sebban-Benin H, Pescatore A, Fusco F, Pascuale V, Gautheron J, Yamaoka S, Moncla A, Ursini
MV, Courtois G. Identification of TRAF6-dependent NEMO polyubiquitination sites through analysis
of a new NEMO mutation causing incontinentia pigmenti. Hum Mol Genet. 2007 Dec 1;16(23):
2805-15.

8)Laperuta C, Spizzichino L, D'Adamo P, Monfregola J, Maiorino A, D'Eustacchio A, Ventruto V,
Neri G, D'Urso M, Chiurazzi P, Ursini MV, Miano MG. MRX87 family with Aristaless X dup24bp
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Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoli Rapport Risultati valorizzazi Abstrac Attivita
anno . oli linon in atti di Libri - progettua one t editoria
I1SI I1SI Convegno li L. li
applicativa
2008 0 5 0 0 0 1 0 0 0 1

Principali collaborazioni

La commessa si avvale delle seguenti collaborazioni internazionali:

Hépital Saint-Louis, Paris, France; University of Helsinki

FINLAND; INSERM U781 et Département de Génétique, Hopital Necker-Enfants Malades, Paris,
France; NIA-NIH, Baltimore, USA, e nazionali, tra cui si potranno identificare anche eventuali
committenti con le Universita italiane di Napoli, Modena, Benevento, Roma, Salerno, Potenza e con
Divisione

di Neurologia dell'Ospedale di Verona; Ospedale San Giovanni di

Roma; Servizio di Talassemia, Catania

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato

Dottorando e Professor

. . . Collaboratore
. . specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
1 0 0 0 0 0 0 1

Nuovi bersagli molecolari per il controllo di crescita, invasivita cellulare ed angiogenesi
nella trasformazione neoplastica



Commessa: Nuovi bersagli molecolari per il controllo di crescita, invasivita cellulare ed
angiogenesi nella trasformazione neoplastica

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: VERDE PASQUALE

Risultati conseguiti
Pubblicazioni su riviste internazionali:

Verde, P., Casalino, L., Talotta, F., Yaniv, M., and Weitzman, J.B. (2007). Deciphering AP-1 function
in tumorigenesis: fra-ternizing on target promoters. Cell Cycle 6, 2633-2639.

Furlan, F., Galbiati, C., Jorgensen, N.R., Jensen, J.E., Mrak, E., Rubinacci, A., Talotta, F., Verde,
P., and Blasi, F. (2007). Urokinase plasminogen activator receptor affects bone homeostasis by
regulating osteoblast and osteoclast function. J Bone Miner Res 22, 1387-1396.

Casalino, L., Bakiri, L., Talotta, F., Weitzman, J.B., Fusco, A., Yaniv, M., and Verde, P. (2007).
Fra-1 promotes growth and survival in RAS-transformed thyroid cells by controlling cyclin A
transcription. EMBO J 26, 1878-1890.

Mazzieri, R., Furlan, F., D'Alessio, S., Zonari, E., Talotta, F., Verde, P., and Blasi, F. (2007). A direct
link between expression of urokinase plasminogen activator receptor, growth rate and oncogenic
transformation in mouse embryonic fibroblasts. Oncogene 26, 725-732.

Talotta, F., Cimmino, A., Matarazzo, M.R., Casalino, L., De Vita, G., D'Esposito, M., Di Lauro, R.,
and Verde, P. (2008). An autoregulatory loop mediated by miR-21 and PDCD4 controls the AP-1
activity in RAS transformation. Oncogene.

Vocca, |., Franco, P., Alfano, D., Votta, G., Carriero, M.V., Estrada, Y., Caputi, M., Netti, P.A,,
Ossowski, L., and Stoppelli, M.P. (2008). Inhibition of migration and invasion of carcinoma cells by
urokinase-derived antagonists of alphavbeta5 integrin activation. Int J Cancer.

Bifulco, K., Longanesi-Cattani, |., Gargiulo, L., Maglio, O., Cataldi, M., De Rosa, M., Stoppelli, M.P.,
Pavone, V., and Carriero, M.V. (2008). An urokinase receptor antagonist that inhibits cell migration
by blocking the formyl peptide receptor. FEBS Lett 582, 1141-1146.

Ponticelli S, Marasco D, Tarallo V, Albuquerque RJ, Mitola S, Takeda A, Stassen JM, Presta M,
Ambati J, Ruvo M, De Falco S (2008) Modulation of angiogenesis by a tetrameric tripeptide that
antagonizes vascular endothelial growth factor receptor 1. J Biol Chem 283(49): 34250-34259

Bianco, R., Rosa, R., Damiano, V., Daniele, G., Gelardi, T., Garofalo, S., Tarallo, V., De Falco, S.,
Melisi, D., Benelli, R., et al. (2008). Vascular endothelial growth factor receptor-1 contributes to
resistance to anti-epidermal growth factor receptor drugs in human cancer cells. Clin Cancer Res
14, 5069-5080.

Ponticelli, S., Braca, A., De Tommasi, N., and De Falco, S. (2008). Competitive ELISA-based
screening of plant derivatives for the inhibition of VEGF family members interaction with vascular
endothelial growth factor receptor 1. Planta Med 74, 401-406.

Bolli, A., Galluzzo, P., Ascenzi, P., Del Pozzo, G., Manco, |., Vietri, M.T., Mita, L., Altucci, L., Mita,
D.G., and Marino, M. (2008). Laccase treatment impairs bisphenol A-induced cancer cell
proliferation affecting estrogen receptor alpha-dependent rapid signals. IUBMB Life.

Ricupito, A., Del Pozzo, G., Diano, N., Grano, V., Portaccio, M., Marino, M., Bolli, A., Galluzzo, P.,



Bontempo, P., Mita, L., et al. (2008). Effect of bisphenol A with or without enzyme treatment on the
proliferation and viability of MCF-7 cells. Environ Int.

Malanga, D., Barba, P., Harris, P.E., Maffei, A., and Del Pozzo, G. (2007). The active translation of
MHCII mRNA during dendritic cells maturation supplies new molecules to the cell surface pool. Cell
Immunol 246, 75-80.

Ulivieri, C., Citro, A., Ivaldi, F., Mascolo, D., Ghittoni, R., Fanigliulo, D., Manca, F., Baldari, C.T.,
Pira, G.L., and Del Pozzo, G. (2008). Antigenic properties of HCMV peptides displayed by
filamentous bacteriophages vs. synthetic peptides. Immunol Lett 119, 62-70.

Prodotti della ricerca (2008)
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Principali collaborazioni

Dr.ssa Amelia Cimmino (Dipartimento di Biochimica, SUN, Napoli).

Dr. Marc Piechaczyk, IGMM (Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier), CNRS, Montpellier,
France.

Dr. Eugene Tulchinsky, Department of Cancer Studies and Molecular Medicine, University of
Leicester, UK.

Prof Anne Ridley, King's College London, Randall Division of Cell and Molecular Biophysics,
London, UK.

Dr Daniela Corda, Department of Cell Biology and Oncology, Consorzio Mario Negri Sud, Santa
Maria Imbaro, Italy

Dr. M.V. Carriero, Istituto Tumori, Fondazione Pascale, Via Semmola, Napoli, Italy

Prof. Paolo Grieco, Department of Pharmaceutical Chemistry and Toxicology, Universita di Napoli,
Naples, ltaly

Dr. Luis Miguel Martins, MRC Toxicology Unit, Leicester, UK

Dr. Almut Schulze, Cancer Research UK, Gene Expression Analysis Laboratory, London
Research Institute, London, UK

Dr. Franco Zunino, Istituto Tumori Milano, Italia; Dr. Claudio Pisano, Area di Oncologia, Sigma-Tau,
Pomezia, (Roma), Italia; prof. Lucio Pastore, CEINGE, Napoli, Italia.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato
Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. . do visitatore
di ricerca

0 1 0 2 0 0 1 5



Identificazione di regolatori del differenziamento, della motilita e dell'apoptosi delle cellule
staminali

Commessa: Identificazione di regolatori del differenziamento, della motilita e dell'apoptosi
delle cellule staminali

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: PATRIARCA EDUARDO JORGE

Risultati conseguiti

Nel corso del 2008 abbiamo:

-sviluppato un protocollo 'HTS compatibile, mono-step' per il differenziamento delle mES in neuroni
(Fico, et al. Stem Cells Dev. 2008)

-verificata la capacita del Cell-Maker (sistema robotico per HTS di cellule staminali) di identificare
regolatori delle cellule staminali (Casalino et al. ms. submitted)

-identificati due metaboliti e due epi-drugs capaci di regolare la crescita e/o il differenziamento delle
cellule staminali.

- delucidato il ruolo di Cripto nel sorting intracellulare ed il 'processing' di Nodal (Blanchet MH et al.
Sci Signal. 2008; Blanchet MH et al. EMBO J. 2008) e nello sviluppo embrionale precoce (D'Andrea
et al. J Cell Biol. 2008)

-analizzato l'effetto della iper-espressione 'in vivo' di Cripto (mediante un virus adenoAAV-Cripto)
sulla rigenerazione muscolare (Guardiola et al. ms in preparation).

-identificati geni target di Cripto che agiscono da modulatori del differenziamento delle cellule
staminali (D'Aniello et al. ms under revision).

-delucidato ruolo del 2-deoxy-d-ribose nel metabolismo del glutathione e nell'apoptosi delle cellule
staminali (Fico et al. Free Radic Biol Med. 2008)

-identificati composti naturali (estratti da piante) in grado di inibire l'angiogenesi (Ponticelli et al.
Planta Med. 2008);

Prodotti della ricerca (2008)

Artic  Artico  Articoli Risultati Lisultati di Attivita
Brevett . . . - ... Rapport valorizzazi Abstrac o
anno R oli linon in atti di Libri . progettua editoria
. one t -
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applicativa
2008 1 8 0 0 1 0 0 0 6 0

Principali collaborazioni

Celbio: organizzazione corso teorico/pratico cellule ES;
Euroclone: commitente validazione terreni coltura cellule ES;
Axxam: commitente training del personale;

P. Carmeliet, Center for Transgene Technology and Gene Therapy, Leuven Belgium;
E. Arenas, Karolinska Institute, Stockolm, Sweden;

D. Constam, ISREC, Lausanne, Switzerland;

D. Salomon, NIH, Bethesda, USA;

M. Ruvo, IBB, CNR, Napoli;

V. Orlando, Dulbecco Telethon Institute;

A. Ballabio, Direttore TIGEM, Telethon Institute;

L. Luzzatto, Isituto Tumori Toscano, Firenze;

E. Cattaneo, Universita di Milano, ltalia;

G. Cossu, Stem Cell Research Institute, DIBIT, Milano;

L. Ambrosio, Direttore IMCB, CNR, Napoli;

L. Ossowski, Mount Sinai School of Medicine, NY, USA;



J.M. Stassen, Direttore R&D, Thromb-X Biotech, Belgio;

M. Menucelli, CELBIO Business Unit Manager;

N. De Tommasi, Universita di Farmacia, Salerno;

J. Ambati, University of Kentucky, USA;

B. Hendrich,Institute of Stem Cell Research, Edimburgo,UK

M.C. Cardoso, Max Delbruck Institute Molecular Medicine, Berlin, Germany.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
5 9

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
0 2 1 6 0 0 8 17

Analisi cellulare e molecolare della risposta immunitaria indotta da vaccini sintetici

Commessa: Analisi cellulare e molecolare della risposta immunitaria indotta da vaccini
sintetici

Progetto: Meccanismi molecolari e segnali nel controllo di proliferazione,
differenziamento e morte cellulare

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DEL POZZO GIOVANNA

Risultati conseguiti

Prodotti della ricerca (2008)
Risultati di

Brevett Artic | Artico | Articoll Rapport Risultati valorizzazi = Abstrac Attivita
anno R oli linon in atti di Libri . progettua one R editoria
ISI ISI Convegno li L li
applicativa
2008 1 15 0 1 0 0 0 0 0 0

Principali collaborazioni

De Berardinis P.,IBP-CNR; Manco G.IBP-CNR

Prof Paolo Abrescia,Univ. Napoli "Federico II",

M. Carteni Dip di Medicina Sperimentale Seconda Universita Napoli;

V. Santagada Facolta . Di Farmacia Universita Federico Il Napoli;

Mark A. Hardy, New York Regional Islet Cell Resource Center at New York Presbyterian Hospital,
Columbia Presbyterian Campus;

Prof. Fiorella Casamenti, Universita di Firenze;

Prof. Mario Nicodemi University of Warwick, United Kingdom



Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
0 0

Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita
Associato

Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato . . professionale
. do visitatore
di ricerca
1 3 0 1 0 0 0 5

Sviluppo e funzionamento dei sistemi complessi - Uso di modelli biologici

Commessa: Sviluppo e funzionamento dei sistemi complessi - Uso di modelli biologici
Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento
Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: GARGANO SILVANA

Risultati conseguiti

Le attivita in corso hanno prodotto i risultati attesi di cui alcuni sono gia stati oggetto di pubblicazioni
su riviste internazionali. A titolo di esempio, sono stati chiariti il ruolo di alcune molecole chiave
nell'organizzazione del sistema dopaminergico da cellule staminali tramite I'uso di mutanti uso di
RNA interference e analisi di promotori (di Porzio). In C. elegans Bazzicalupo e Di Schiavi hanno
sviluppato un metodo di silenziamento genico cellula specifico che funziona efficacemente nei
neuroni e che pud essere utile nell'analisi del ruolo dei geni nei crcuiti. abbiamo utilizzato questo
approccio per allestire modelli, in C. elegans, di malattie neurodegenerative. La Volpe ha dimostrato
che il gene ortologo a BRCAT1, in C. elegans, & coinvolto nella riparazione dei danni a doppia elica
del DNA usando il cromatide fratello come templato. La delezione di tale gene porta a
frammentazione cromosomica e induce apoptosi.

Graziani, Gigliotti e Andrenaccci hanno iniziato lo studio del gene STAM di Drosophila, implicato
nella regolazione positiva della via di trasduzione del segnale (JAK/STAT), altamente conservata
nel corso dell'evoluzione. Chiurazzi ha ulteriormente caratterizzato i meccanismi di utilizzazione dei
nutrienti azotati nelle radici e nei noduli di piante leguminose. In Sordaria Gargano e Storlazzi stanno
investigando le connessioni tra lo sviluppo della struttura cromosomica durante la meiosi e la
progressione della ricombinazione meiotica. Defez proseguira' I'analisi della regolazione genica
indotta da fitormoni in batteri del genere Sinorhizobium meliloti, mediante analisi di messaggeri
batterici indotti da molecole strutturalmente simili all'acido 3 indol acetico (IAA) o funzionalmente
analoghe. | saggi verranno effettuati medainte RT-PCR per identificare la specificita' dellinduzione
da parte dell'lAA di specifici patways metabolici. Digilio, nello studio funzionale dei geni mst36Fa e
mst36Fb espressi durante la spermatogenesi in D. melanogaster, ha ottenuto, per entrambi i geni,
ceppi transgenici contenenti costrutti per I'RNA interference, che sono stati transattivati con il
sistema binario UAS-GAL4 nella sola linea germinale maschile. Questo silenziamento porta ad una
riduzione della fertlita pari al 50% rispetto ad una condizione selvatica.



Adamo A, Montemauri P, Silva N, Ward JD, Boulton SJ, La Volpe A."BRC-1 acts in the inter-sister
pathway of meiotic double-strand break repair."EMBO Rep. 2008 Mar;9(3):287-92.

Pisa V., Cozzolino M, Gargiulo S, Ottone C, Piccioni F, Monti M, Gigliotti S, Talamo F, Graziani F,
Pucci P, and. Verrotti AC" The molecular chaperone Hsp90 is a component of the cap-binding
complex and interacts with the translational repressor Cup during Drosophila oogenesis" Gene
accepted

Piccioni F, Ottone C, Brescia P, Pisa V, Siciliano G, Galasso A, Gigliotti S, Graziani F, Verrotti AC.
"The translational repressor Cup associates with the adaptor protein Miranda and the mRNA carrier
Staufen at multiple time-points during Drosophila oogenesis." Gene. 2008 Sep 30.

Storlazzi, A, Tesse S, Ruprich-Robert G, Gargano S, Poggeler, S, Kleckner N, Zickler D. (2008)
"Coupling meiotic chromosome axis integrity to recombination." Genes Dev. 22:796-809.

Rogato, A., D'Apuzzo, Barbulova, A., Omrane, S., Stedel, K., Simon-Rosin, U., Katinakis, P.,
Flemetakis, M., and Chiurazzi M. (2008) "Tissue-specific down-regulation of LjAMT1;1
compromises nodule function and enhances nodulation in Lotus japonicus." Plant Mol. Biol. 68:
585-595.

Camerini S., Senatore B., Lonardo E., Imperlini E., Bianco B., Moschetti G., Rotino GL., Campion B.
and Defez R. (2008) "Introduction of a novel pathway for IAA biosynthesis to rhizobia alters vetch
root nodule development." Archives of Microbiology 190(1):67-77

Lantin C. , B. Bulawa, A. Haselier, R. Defez and U. B. Priefer. (2008) "Effect of a Genetically
Modified Rhizobium leguminosarum Strain on Bacterial and Fungal Diversity in the Rhizosphere of
Pisum sativum." Current Plant Science and Biotechnology in Agriculture. 42: 65-66

Ponti D, Troiano M, Bellenchi GC, Battaglia PA, Gigliani F. "The HIV Tat protein affects processing
of ribosomal RNA precursor." BMC Cell Biol. (2008) Jun 17;9:32.

Colucci-D'Amato L, di Porzio U. "Neurogenesis in adult CNS: from denial to opportunities and
challenges for therapy." Bioessays. (2008) Feb;30(2):135-45.

Greco D, Leo D, di Porzio U, Perrone Capano C, Auvinen P. "Pre-filtering improves reliability of
Affymetrix GeneChips results when used to analyze gene expression in complex tissues". Mol Cell
Probes. (2008) Apr;22(2):115-21.

Perrone-Capano C, Volpicelli F, di Porzio U (2008) "The molecular code involved in midbrain
dopaminergic neuron development and maintenance" Rendiconti Lincei — Scienze fisiche e naturali
19:271-89.

Esposito G, Di Schiavi E, Bergamasco C, Bazzicalupo P. (2007) "Efficient and cell specific knock-
down of gene function in targeted C. elegans neurons"

Prodotti della ricerca (2008)

Artic = Artico  Articoli Risultati R'SUI.tat' d! Attivita
Brevett . . . . ... Rapport valorizzazi Abstrac I
anno R oli linon in atti di Libri ; progettua editoria
. one t -
I1SI I1SI Convegno li L li
applicativa
2008 1 7 0 9 1 0 0 1 5 0

Principali collaborazioni
Arterra BioScience, Harvard University, Universite de Paris-Sud, Rockfeller University, Imperial
College of London, IRCC Candiolo, King's College of London, Istituto Superiore di Sanita' di Roma.

Risorse umane

Dati estratti dal PDGP 2008-2010

personale equivalente tempo pieno
ricercatori totale
4 8

Riepilogo personale CNR Consuntivo 2008
personale equivalente tempo pieno

ricercatori totale
0 0



Ulteriori risorse umane che collaborano alla realizzazione delle attivita

Associato Dottorando e Professor
. . . Collaboratore
. i specializzan Borsista Assegnista e . Altro Totale
incaricato do visitatore professionale
di ricerca
0 0 0 0 0 0 0 0

Meccanismi molecolari e cellulari della determinazione neurale, differenziamento neuronale
e patologie del sistema nervoso

Commessa: Meccanismi molecolari e cellulari della determinazione neurale e patologia
del sistema nervoso

Progetto: Modelli animali per lo studio di processi fisio-patologici e del comportamento

Dipartimento: Scienze della Vita

Responsabile: DI PORZIO UMBERTO

Risultati conseguiti

Nel 2007-08 sono stati pubblicati 28 articoli su riviste internazionali.

Isolamento ed allestemiento di colture di cellule staminali neurali embrionali e
mesenchimali adulte e loro diferenziamento in neuroni dopaminergici

Studio dei fattori di trascrizione coinvolti in tale differenziamento

Studio delle modifiche molecolari, anatomiche e plastiche del sistema
dopaminergico dopo somministrazione di psicostimolanti

Allestimento in C. elegans di modelli di neurodegenerazione utilizzando knockdown
cellula specifico, da noi messo a punto.

Studio delle molecole coinvolte nel signalling di neuroni sensoriali polimodali
Identificazione e caratterizzazione funzionale di geni berasaglio del pathway di
Cripto nel differenziamento neurale di cellule staminali embrionali. Topi
Cerberus1;Cripto: recuperano fenotipo Cripto-/- mediante signaling di Nodal;
analisi di nodo e stria primitiva in Cripto KO.

Caratterizzazione di nuove molecole che inducono differenziamento dopaminergico
di cellule ES.

-Caratterizzato un vaccino VLP che induce sostenuta risposta anticorpale contro il
beta amiloide.

Studio dell'effetto di mutazioni nel gene parkin durante la gametogenesi in
Drosophila

il gene Otx2 controlla proliferazione di progenitori dopaminergici via il pathway di
Whnt1 in modelli murini condizionali.

il gene Otx2 attiva il programma differenziativo dopaminegico.

in assenza di gene il differenziamento telencefalico di cellule ES é ridotto e le
poche cellule telencefaliche residue perdono ogni identita posizionale.
PUBBLICAZIONI

1. Esposito G, Di Schiavi E, Bergamasco C, BAZZICALUPO P. GENE.
2007;395:170-6

2. de Champdore M, BAZZICALUPO P, De Napoli L, Montesarchio D, Di Fabio G,
Cocozza |, Parracino A, Rossi M and D'Auria S Anal. Chem. 20007;79:751-7

3. Colucci-D'Amato L, di Porzio U. Bioessays. 2008;30:135-45

4. Greco D, Leo D, di Porzio U, Perrone Capano C, Auvinen P. Mol Cell Probes.
2008;22:115-21.
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2008;17:9-32

6. Perrone-Capano C, Volpicelli F, di Porzio U Rendiconti Lincei. 2008;19:271-290
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Considerazioni generali ed elementi di autovalutazione

Considerazioni generali

L'anno 2008 e' stato per I'GB un anno di transizione dalla precedente alla attuale Direzione.
Tuttavia, la gestione dell'lstituto non ha subito alcuna ripercussione. Al contrario, la rapida elezione
del Consiglio di Istituto, che ha sostituito il vecchio e da anni decaduto Comitato d'Istituto (secondo il
precedente regolamento), ha favorito una rapida riattivazione degli organi istituzionali e quindi una
ripresa dei meccanismi di discussione e decisionali dell'lstituto. Si & cosi potuto avviare un
processo di rinnovamento/creazione di servizi e facilities ed iniziare la riorganizzazione funzionale
dell'lstituto, secondo le linee programmatiche proposte dall'attuale Direttore al CDA. E' stata quindi
iniziata la costruzione di due nuove facilities (‘Integrated Microscopy' e 'Deep Sequencing') da
completare nel 2009 e che prevedono un investimento complessivo di oltre un milione di euro in
nuove strumentazioni finanziati da varie fonti. Inolire, si &€ proceduto con il delicato ma deciso e
progressivo processo di riorganizzazione degli spazi/laboratori di ricerca, che si prevede durera
per i prossimi due anni. Oltre a cid, si e' proceduto ad un progressivo aumento del numero d'attivita
svolte in collaborazione con gli altri Istituti Biologici dell'Area di Ricerca di Via Pietro Castellino.

Nel 2008, i parametri standard di produttivita scientifica si sono leggermente rafforzati rispetto al
2006 e 2007. Le risorse finanziare esterne hanno visto un sostanziale miglioramento rispetto allo
stesso periodo. Le previsioni per il 2009 indicano un ulteriore, ma moderato, miglioramento.

Elementi di autovalutazione

Nel 2008 ['Istituto ha continuato la sua tradizione di elevata produttivita' scientifica e attivita'
formativa. Durante quest' anno I'lstituto ha pubblicato 73 lavori su riviste Internazionali referate, e
sono stati raccolti circa 2 Milioni di euro in fondi di ricerca esterni. La produzione scientifica
dell'lstituto e' guidata da diversita' di interessi e multidisciplinarieta'. Tuttavia si possono identificare
delle aree di concentrazione, rispetto alla produttivita' di quest'anno. In particolare, circa un terzo
delle pubblicazioni riguardano lo studio di malattie genetiche e multifattoriali e della loro patogenesi.
Un terzo €' diviso in parti uguali tra oncologia, biologia dello sviluppo, e biologia evoluzionistica. Un
terzo e' diviso tra biologia delle cellule staminali, biochimica, biologia delle piante e biotecnologie. Da
cio' si evince un forte interesse nell'lambito della genetica e biologia delle malattie umane (dalle
malattie genetiche all'oncologia) che guida una parte sostanziale dei gruppi di ricerca afferenti
all'lstituto. Tra le aree emergenti e che promettono un futuro di successo, c'e' da notare la biologia
delle cellule staminali e la biologia dei microRNA. Ambedue i campi potranno trarre benefici dalle
nuove strumentazioni e dal rafforzamento delle facilities disponibili, in particolare la robotica per
colture cellulare, la microscopia, e il deep-sequencing.

Durante il 2008 e' entrato in piena funzione il nuovo stabulario dell'lstituto, unico stabulario SPF di
Napoli. La nuova facility e' focalizzata sui modelli murini ed e' aperta a tutti i ricercatori dell'Area di
Ricerca NA1, attualmente e' utilizzata a circa il 60% della sua capacita'. Sta gradualmente
diventando autosufficiente dal punto di vista economico. Si dovra' lavorare adesso alla riduzione dei
costi agli utenti IGB onde favorire lo sviluppo ulteriore di programmi di ricerca fondati sull'uso di topi
transgenici.Riguardo alle attivita' formative, i ricercatori dell'lGB hanno lavorato alla formazione di
circa 40 dottorandi e circa 35 tesisti per lo piu' provenienti da universita' campane. Un'importante
area di miglioramento dovra' essere la definizione di accordi con programmi di dottorato di
universita' campane per una migliore valorizzazione delle nostre attivita' formative.Tra le attivita'
formative, e' continuata con successo la serie di seminari di Istituto che ha compreso 33 relatori di
fama internazionale, tra cui 18 stranieri. La qualita' dei seminari e' stata di ottimo livello. Al fine di
assicurare un ulteriore miglioramento della qualita' degli speakers e, allo stesso tempo, ottemperare
all'esigenza di contenere i costi, si €' avviato un programma di seminari congiunti con il Telethon
Institute of Genetics and Medicine (TIGEM) ospite della nostra area di ricerca NA 1. Con questo
programma si riuscira' ad aumentare il numero degli speakers provenienti da nazioni lontane (per
es. gli USA) poiche' le spese verranno condivise tra i due lIstituti. Si e' inoltre svlto con successo



l'annuale Workshop dell'lGB (ormai parte delle attivita' dell'lGB da oltre 20 anni). Quest'anno il
workshop e' stato sponsorizzato dal'lEMBO ed ha avuto come titolo "The NF-kappaB network in
development and disease". Il numero dei partecipanti e' arrivato al massimo consentito, cioe' 80
ricercatori, soprattutto giovani, proveniente soprattutto da altri paesi Europei e dagli USA. I
workshop e' stato condotto da 25 relatori di fama Internazionale, tutti provenienti dall'estero eccetto
2. Il Workshop e' un fiore all'occhiello del nostro Istituto, tuttavia le sponsorizzazioni coprono solo
parte delle spese. E' dunque necessario identificare nuove risorse per il sostegno di questa attivita'.

Inglese

In 2008 the Institute has continued its tradition of high scientific productivity and undergraduate and
PhD training. During this year, the Institute has published 70 papers on International peer reviewed
journals, and about 2 million euros in external research funds have been collected.

Different interests and multidisciplines give the scientific production of the Institute. However, areas
of concentration concerning this year's productivity have been identified. In particular,
approximately one third of the publications deal with the study of genetic and multifactorial diseases
and their pathogenesis. Another third is equally divided among oncology, development biology and
evolutionary biology. The other third is divided among stem cell biology, biochemistry, and biology
and plant biotechnology. As seen, a substantial part of the Institute research groups have a strong
interest in genetics and biology of human diseases (from genetic diseases to oncology).
Noteworthy, stem cells and microRNA biology are the emerging areas that promise a future of
success. Both fields will benefit from new equipment and from the strengthening of the available
facilities, particularly robotic station for high-throughput cell culture handling, microscopy and deep-
sequencing.

During 2008 the new IGB Animal House has become operative. This new facility is focussed on
murine models and is open to all the researchers of the Biotechnology Research Area NA1, now at
60% of its capacity. It is gradually becoming self-sufficient from an economical point of view. Now
work has to be done to be able to reduce costs to the IGB users in order to promote further
development of research programs based on the use of transgenic mice.

With regard to educational activities, IGB researchers have trained about 40 Ph.D. students and
about 35 undergraduate students mostly coming from the Campania Region Universities. An
important area for improvement should be the negotiation of agreements with doctoral programs in
the Region's universities for a better utilization of our training formation.

Among these activities a series of seminars has successfully continued including 33 well-known
international speakers, 18 of which were foreigners. The quality of the seminars has been excellent.
To provide a further improvement of the quality of speakers and, at the same time, satisfy the need
to limit costs, a ‘joint seminars' program with the Telethon Institute of Genetics and Medicine
(TIGEM) has been organized. This program will allow increasing the number of speakers from far
away countries (e.g. from USA) as the cost will be shared between the two Institutes.

Also, the IGB Annual Workshop (now part of the IGB activities for over 20 years) has been carried
out very successfully. This year's workshop was sponsored by EMBO and entitled "The NF-
kappaB in network development and disease." The number of participants reached the maximum
number of people allowed, i.e. 80 researchers, especially young people, coming mainly from other
European countries and the USA. The workshop could count 25 well-known international speakers,
all from abroad except for two. The Workshop is the pride of the Institute, however, sponsorships
cover only part of the costs. It is therefore important to identify new sources to support this activity.

Proposta di interventi organizzativi

Nonostante la cronica scarsita' di fondi, I'lstituto si €' avviato verso la riorganizzazione di servizi e
attivazione di nuove iniziative che pensiamo di completare entro il 2009. Lo scopo principale di
queste iniziative e' di favorire la crescita della competitivita' scientifica dell'lstituto. Sara' attivata una
nuova facility di microscopia integrata. La facility riunira' in uno spazio adeguato le nostre
strumentazioni di microscopia ottica convenzionale, confocale e elettronica. La facility sara' gestita
da un team composto da un tecnologo e due tecnici esperti. La strumentazione di microscopia



ottica convenzionale e' stata di recente rafforzata con l'acquisto di un nuovo microscopio di
qualita'.Sara' attivata una nuova facility di "deep sequencing" basata su uno strumento Applied
Biosystems Solid Ill. Lo strumento e' gia' stato ordinato. L'organizzazione della facility sara'
supervisionata dal Direttore coadiuvato da una commissione di esperti, e gestita da un team
composto da un tecnologo e un tecnico. Questa facility rappresenta uno dei piu' grossi investimenti
in attrezzature scientifiche effettuato dall'lstituto. Si prevede che la facility possa supportare una
grande varieta' di progetti scientifici.ll sito web dell'lstitituto lascia molto a desiderare, ed e' di
scarsissima comunicativita' visiva. La costruzione di un nuovo sito web e' stata affidata ad una ditta
privata ed e' in corso di realizzazione.

Il parco macchine del Centro Elaborazione Dati e' obsoleto, e non risponde alle esigenze minime di
un moderno Istituto di ricerca. Dunque e' stata avviata I'analisi delle esigenze tecniche del servizio e
verranno acquistate nuove macchine.Dal punto di vista dei servizi alla ricerca, si avviera' in via
sperimentale un Ufficio Ricerca con funzioni di assistenza alle richieste di finanziamenti.Per quanto
riguarda piu' direttamente la ricerca, un'area particolarmente carente ma critica per lo sviluppo
futuro dell'lstituto e' la Bioinformatica. In partnership con il vicino Istituto per le Applicazioni del
Calcolo "Mario Picone" si e' avviato un programma di attivita' centrata per ora sullo sviluppo di
applicazioni legate all'utilizzazione del deep sequencing. L'ulteriore sviluppo di questa attivita' sara'
legata alla disponibilita’ di fondi e opportunita' di reclutare personale esperto.Per quanto riguarda le
commesse, visto linteresse nell'lstituto di tematiche di interesse medico e patogenetico, si
considerera' l'opportunita' di costituire una nuova commessa sulla tematica "medicina rigenerativa"
da affiliare al Dipartimento di Medicina.

Infine, si rende necessario avviare all'interno dell'lstituto una attivita' mirata a facilitare e stimolare
partnerships con l'industria, anche in vista delle opportunita' di finanziamenti PON/POR che
probabilmente si renderanno disponibili entro il 2009.

Inglese

Despite the chronic lack of funds, the Institute started off a reorganization of services and
establishment of new initiatives which we believe to be completed by 2009. The main purpose of
these initiatives is to promote the growth of the science competitiveness of the Institute.

A new integrated facility microscopy will be carried out. The facility will have an adequate place for
the instruments of conventional optical, confocal and electronic microscopy. It will be directed by a
team composed of a technologist and two expert technicians. A new quality microscope has been
recently purchased to strengthen the instrumentation for optical and conventional microscopy.

A new facility for "deep sequencing" tool based on an Applied Biosystems Solid Il will be carried
out. The instrument has already been ordered. The organization of the facility will be supervised by
the Director assisted by a committee of experts and managed by a team composed of a
technologist and a technician. This facility is one of the most substantial investments in scientific
equipment made by the Institute. It is expected that the facility can support a wide variety of
scientific projects.

The Institute website is very poor and therefore there is the need to construct a new website which
has been entrusted to a private company and is now in progress.

The fleet of the Data Processing Center is obsolete, and does not meet the minimum requirements
of a modern research institute. Therefore, technical needs of the service have been analysed and
new instruments will be purchased.

An experimental Research Office will be set up in order to give assistance to researchers for
requesting funds.

Concerning the research more directly, a particularly weak area but very important for the Institute
is the Bioinformatics. Together with the Institute for Applied Mathematics "Mario Picone" the 1IGB
started a program of activities focussed for now only on the development of applications related to
use of deep sequencing. The further development of this activity will be linked to the availability of
funds and opportunities to recruit experienced staff.

Since the IGB is very interested in the fields for medical and pathogenetical interests, an
opportunity to establish a new project/commessa on the issue of "regenerative medicine" to affiliate
with the Department of Medicine has been considered.

Finally, it is necessary to start an activity within the Institute whose aim is to facilitate and



encourage partnerships with industries, also in view of the opportunities to obtain PON / POR
funds, which may probably be available by 2009.



Risorse finanziarie

Attivit'a_qoperte Attivit'a_ coperte Totale R:::;rs;;i’a Totale per ricercator_e
da fonti interne | da fonti esterne . generale | operante nell'lstituto
precedenti
Risorse gestite direttamente dall'lstituto 1.056 2.683[ 3.739 826 4.565 95
Risorse destinate all'lstituto (Full Cost) 9.674 2.881| 12.554 1.312 13.866 289




