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Titoli

v' 27 Marzo1996: Laurea in Scienze delle Preparazioni Alimentari conseguita presso I'Universita degli Studi
della Basilicata con votazione 110 e Lode, discutendo una tesi sperimentale in Biochimica dal titolo:
“Purificazione, caratterizzazione e immobilizzazione di una B-glucosidasi da lievito”.

v’ Febbraio 2000: Titolo di Dottore di Ricerca in Biotecnologia degli Alimenti conseguito presso I'Universita

degli Studi della Basilicata (XII ciclo), discutendo una tesi dal titolo: “Valorizzazione di sieri di caseifici
attraverso il recupero di componenti proteici ad alto valore aggiunto”.

Posizione attuale

v Dal 15/04/2022 in servizio come professore associato per il settore scientifico disciplinare BIO/10
(Biochimica) presso il Dipartimento di Scienze dell’Universita degli Studi della Basilicata.

v Dal 30/12/2006 al 14/04/2022 in servizio come ricercatore a tempo indeterminato per il settore scientifico
disciplinare BIO/10 (Biochimica) presso il Dipartimento di Scienze dell’Universita degli Studi della
Basilicata.

Formazione

v Ottobre 1990 — marzo 1996: Corso di laurea in Scienze delle Preparazioni Alimentari presso I'Universita
degli Studi della Basilicata.
v" Novembre 1996 - novembre 1999: Dottorato di Ricerca in Biotecnologia degli Alimenti, XII ciclo.

Attivita lavorative pregresse

v Dall’1/06/1999 al 29/12/2006: Collaboratore Tecnico presso il Dipartimento di Biologia, Difesa e
Biotecnologie Agro-Forestali dell’Universita degli Studi della Basilicata.

v Dal 2/05 al 30/07/1996 e dal 18/09 al 17/12/1996 contrattista presso il Dipartimento di Biologia, Difesa e
Biotecnologie Agro-Forestali dell’Universita degli Studi della Basilicata.

1. Attivita didattica, di didattica integrativa e di servizio agli studenti
1.1 Attivita didattica

v’ ’attivita didattica & svolta, presso I'Universita degli Studi della Basilicata, negli insegnamenti afferenti al
Settore Scientifico Disciplinare BIO/10 (Biochimica) mediante lezioni frontali ed esercitazioni di
laboratorio.

v’ Presidente/Componente delle commissioni di esame nell’ambito degli insegnamenti del Settore
Scientifico Disciplinare BIO/10 e partecipazione alle Commissioni di esame di Laurea (Corsi di Laurea
Triennali in Tecnologie Alimentari e Biotecnologie, Corso di Laurea Magistrale in Biotecnologie per la
Diagnostica Medica, Farmaceutica e Veterinaria).



v’ Tutor e docente di riferimento per il Corso di Laurea Magistrale in Biotecnologie per la diagnostica Medica,
Farmaceutica e Veterinaria dall’anno accademico 2011-2012 a oggi, docente di riferimento per il Corso di
Laurea Triennale in Tecnologie Alimentari dall’anno accademico 2006-2007 al 2010-2011.

Insegnamenti attribuiti ai sensi dell’art. 9 della Leqge 382/80 e successive modificazioni

v" AA 2006-2007 e 2007-2008: insegnamento di Enzimologia (3 CFU) per il corso di laurea in Tecnologie
Alimentari, Facolta di Agraria; insegnamento di Proteomica (4 CFU) per il corso di laurea Specialistica in
Biotecnologie Vegetali, Facolta di Scienze.

v" AA 2008-2009: insegnamento di Biochimica Generale (3 CFU) per i corsi di laurea triennali in Tecnologie
Alimentari, Scienze Agrarie e Viticoltura ed Enologia, Facolta di Agraria; insegnamento di Enzimologia (3
CFU) per il corso di laurea triennale in Tecnologie Alimentari, Facolta di Agraria; insegnamento di
Proteomica (4 CFU) per il corso di laurea Specialistica in Biotecnologie Vegetali, Facolta di Scienze.

v" AA 2009-2010: insegnamento di Biochimica Generale (3 CFU) per i corsi di laurea triennale in Scienze
Agrarie e Viticoltura ed Enologia, Facolta di Agraria; insegnamento di Biochimica Generale ed Enzimologia
(9 CFU) per il corso di laurea in Tecnologie Alimentari, Facolta di Agraria.

v' AA 2010-2011: insegnamento di Biochimica Generale ed Enzimologia (9 CFU) per il corso di laurea
triennale in Tecnologie Alimentari, Facolta di Agraria; insegnamento di Biochimica Generale (7 CFU) per
il corso di laurea in Biotecnologie, Facolta di Scienze.

Incarichi didattici affidati ai sensi della legge n. 240/2010

v Dall’AA 2011-2012 ad oggi: insegnamento di Processi Biochimici e Metabolici (8 CFU) per la laurea
Magistrale in Biotecnologie per la Diagnostica Medica, Farmaceutica e Veterinaria, Dipartimento di
Scienze; insegnamento di Biochimica Generale ed Enzimologia (9 CFU) per il corso di laurea triennale in
Tecnologie Alimentari, Scuola di Scienze Agrarie, Forestali, Alimentari ed Ambientali.

v Dall’A.A. 2018-19 ad oggi: inseghamento di Biochimica della Nutrizione (6 CFU) per il corso di laurea
triennale in Biotecnologie, Dipartimento di Scienze.

1.2 Attivita di tutoraggio agli studenti, supervisione delle attivita per tesi di laurea e di dottorato di
ricerca

v" Nel periodo dicembre 1999 - dicembre 2006 ha curato la programmazione, I'organizzazione e
I’espletamento delle esercitazioni didattiche relative alle discipline afferenti all’area di Biochimica della
Facolta di Agraria per i corsi di laurea in Scienze e Tecnologie Alimentari, Scienze Agrarie, Viticoltura ed
Enologia, Scienze delle Produzioni Animali e per il corso di laurea in Biotecnologie della Facolta di Scienze.

v E’ stato relatore e correlatore di 70 tesi di laurea in: Scienze e Tecnologie Alimentari e Tecnologie
Alimentari (17 sperimentali e 8 compilative), Biotecnologie (3 sperimentali), Scienze Biosanitarie (3
sperimentali, Universita degli Studi di Bari), Specialista in Biotecnologie Molecolari (3 sperimentali),
Biotecnologie L-2 (16 compilative) e in Biotecnologie per la Diagnostica Medica, Farmaceutica e
Veterinaria LM-9 (20 sperimentali).

v’ E’ stato tutor di 10 progetti di tirocinio formativo per studenti del CdL in Biotecnologie.

v F’ stato tutor di 1 progetto di ricerca del dottorato internazionale in Bioecosystems and Biotechnology
(XXVII ciclo - Universita degli Studi della Basilicata), co-tutor di 3 progetti: in Biologia e Biotecnologie (XXV
ciclo - Universita degli Studi della Basilicata), in Bioecosystems and Biotechnology (XXVIII ciclo - Universita
degli Studi della Basilicata) e in Alimenti e Salute (XXIV ciclo - Seconda Universita degli Studi di Napoli).

1.3 Partecipazione al collegio dei docenti di dottorato:

v Componente del collegio dei Docenti del dottorato in: “Biologia e Biotecnologie” (XXIV e XXV ciclo) -
Universita degli Studi della Basilicata.



v' Componente del collegio dei Docenti del dottorato internazionale in: “Bioecosystems and Biotechnology”
(XXVII e XXVIII ciclo) - Universita degli Studi della Basilicata.

v' Componente del collegio dei Docenti del dottorato in: “Scienze” (XXIX ciclo) - Universita degli Studi della
Basilicata.

v’ Attualmente componente del collegio dei Docenti del dottorato in: “Sciences” (XXXVI, XXXVII e XXXVIII
ciclo) - Universita degli Studi della Basilicata.

2. Attivita di ricerca
2.1 Collaborazioni

L’attivita di ricerca svolta con continuita dal 1998, con la prima pubblicazione scientifica, & stata condotta sia
in collaborazione con diversi colleghi dell’Universita degli Studi della Basilicata che con numerosi centri di
ricerca nazionali e internazionali: Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare “Ernesto Quagliariello”
(attuale Dipartimento di Bioscienze Biotecnologie e Biofarmaceutica - Universita degli Studi di Bari);
Dipartimento di Chimica Organica e Biochimica (Universita degli Studi “Federico I’ Napoli); Dipartimento di
Agraria (Universita degli Studi “Federico II’”” Napoli); Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biologiche ed
Ambientali (Universita degli Studi di Lecce); U.O.C. di Neurologia e U.O. di Oncologia Medica dell’Azienda
Ospedaliera San Carlo di Potenza, U.O.C. di Neurologia dell’Azienda Ospedaliera Madonna delle Grazie di
Matera; Laboratorio Provinciale di Biologia Marina (Bari); Istituto Sperimentale per la Zootecnia (Bella, PZ);
Centro di Nutrizione Applicata (Statte, Taranto); Dipartimento di Farmacia (Universita di Salerno);
Dipartimento di Biotecnologie e Bioscienze, Laboratorio di Neuroscienze “Rita Levi-Montalcini” - Universita
di Milano-Bicocca; Institute for Animal Production System in Mediterranean Environment (ISPAAM) del CNR
(Napoli), Department of Food and Nutritional Sciences (University College, Cork, Eire); Food Quality and
Design Agrotechnology & Food Sciences Group (University of Wageningen, The Netherlands), Rega Institute
for Medical Research, Laboratory of Immunobiology (University of Leuven, Belgium).

2.2. Studi in campo alimentare

2.2.1. Caratterizzazione ed immobilizzazione dell’enzima beta-glucosidasi prodotto da una specie di lievito
di interesse enologico

L'attivita di ricerca condotta durante la preparazione della tesi di Laurea ha riguardato la purificazione,
caratterizzazione biochimica ed immobilizzazione dell’enzima beta-glucosidasi prodotto da un ceppo di
lievito (Debaryomyces hansenii) di interesse enologico (2). In particolare, I'enzima purificato e stato
immobilizzato su idrossiapatite utilizzando una procedura one-step. Gli studi cinetici condotti hanno
mostrato che I'enzima immobilizzato e risultato essere attivo, stabile e facilmente separabile dal substrato,
e quindi potenzialmente riutilizzabile nella sua forma immobilizzata per il rilascio di specifiche molecole
aromatiche nel vino e nei succhi di frutta.

2.2.2. Determinazione del contenuto di nisina nel latte mediante elettroforesi capillare zonale

Lo studio ha riguardato I'impiego di una nuova procedura per il dosaggio della nisina, una batteriocina nel
latte mediante elettroforesi zonale capillare. La procedura di estrazione messa a punto e stata ideata per
rimuovere caseine e lipidi, che interferiscono con il suo rilevamento. Infatti, il dosaggio della nisina nel latte
e in altre matrici € ostacolato dal suo assorbimento sia nella frazione proteica che in quella lipidica, dovuto
alla sua natura di peptide idrofobico e cationico. La procedura utilizzata si e rilevata molto efficiente per
superare tali problemi, inoltre si e rilevata compatibile con la determinazione mediante elettroforesi capillare
zonale (1).



2.2.3. Recupero delle proteine in forma nativa dal siero di latte - allestimento e gestione di un impianto
pilota

La ricerca svolta durante i tre anni di dottorato ha riguardato la messa a punto di una nuova procedura per il
recupero delle proteine in forma nativa dal siero di latte proveniente dai caseifici (3). Dopo il conseguimento
del titolo di Dottorato di Ricerca in Biotecnologia degli Alimenti, I'attivita di ricerca & proseguita nelle varie
attivita progettuali e sperimentali relative al Progetto n. 5 “Utilizzo di Residui Caseari per il Recupero di
Componenti Utili per la Produzione di Alimenti Dietetici nella Nutrizione Enterale Umana”, inserito nel Piano
MURST Aree Depresse “Prodotti Agroalimentari: Settore Tecnhologico / Ortofrutta”, Cluster C08-A,
occupandosi dell’allestimento e della gestione di un impianto pilota per la produzione di idrossiapatite e il
recupero delle proteine del siero di latte derivante dalle lavorazioni delle aziende casearie e |la separazione
one-step dal lattosio. Nell’ambito di tale attivita & stato depositato un brevetto italiano (n. 01313053 del
30/05/2002): “Metodo per la separazione one-step del lattosio dalle proteine e per il recupero delle proteine
purificate a partire dai reflui rinvenienti dalla lavorazione del latte o dal siero dei caseifici”.Nello stesso
periodo, I'attivita scientifica ha riguardato anche l'acquisizione di competenze in ambito proteomico
(elettroforesi bidimensionale, utilizzo di software per analisi d'immagine, spettrofotometria di massa MALDI-
ToF) attraverso la partecipazione a corsi di formazione in ltalia (Dipartimento di Biologia Molecolare,
Universita di Siena) e all’estero (Proteomics Group - Technical University of Munich, Germany). In qualita di
responsabile del Centro Dipartimentale per la Bio-Proteomica del Dipartimento di Biologia, D.B.A.F
dell’Universita degli Studi della Basilicata si &€ occupato della gestione dello spettrometro di massa MALDI-
ToF Pro (Ettan Amersham Bioscience) in dotazione all’area di Biochimica del Dipartimento di Biologia,
D.B.A.F.

2.2.4. Purificazione della R-Ficoeritrina dall’alga rossa del Mediterraneo Corallina elongata (Ellis & Solander)

In collaborazione con il Laboratorio Provinciale di Biologia Marina (Bari). La R-ficoeritrina (R-PE) & una
proteina che agisce come pigmento accessorio fotosintetico nelle alghe rosse, si tratta di una molecola che
ha acquisito importanza in molte applicazioni biotecnologiche, immunodiagnostiche, cosmetiche e in
processi analitici. L’attivita ha riguardato la messa a punto di una nuova procedura che consente in un solo
step cromatografico I'estrazione e la purificazione della R-PE utilizzando I'idrossiapatite (5).

2.2.5. Caratterizzazione nutrizionale e proteomica di alcune specie ittiche demersali mediterranee

In collaborazione con il Laboratorio Provinciale di Biologia Marina (Bari). In questo studio é stata analizzata
la composizione chimica e il valore nutritivo della specie Mora moro (Risso, 1810), un pesce che vive nelle
acque profonde del Mediterraneo, con particolare attenzione al profilo degli acidi grassi e alle proteine
muscolari (9).

2.2.6. Determinazione del contenuto di istamina nell’acciuga mediante elettroforesi capillare zonale

In questo studio e stata valutata I'influenza della temperatura di conservazione e del tempo di congelamento
sulla formazione di istamina nell’acciuga Engraulis encrasicholus (L.,1758). A tal riguardo, é stata sviluppata
una procedura molto semplice, veloce e riproducibile che ha consentito I'analisi, effettuata mediante
elettroforesi in zona capillare (CZE), senza pretrattamento del campione. | risultati hanno indicato che
temperature superiori a 20 C aumentano notevolmente la produzione di istamina, mentre il congelamento
puo prevenire o rallentare chiaramente il processo (11).

2.2.7. Studio sulla possibile applicazione di enzimi estratti da fonti alternative come coadiuvanti nella
coagulazione e nella maturazione dei formaggi e in generale nel settore lattiero-caseario.

In collaborazione con il Laboratorio Provinciale di Biologia Marina (Bari) e con il Department of Food and
Nutritional Sciences, University College, Cork, EIRE. A tale scopo, gli enzimi proteolitici erano estratti dai
crostacei del genere Munida, (fam. Galatheideae, ord. Decapodi) che vivono nell’Atlantico e nel



Mediterraneo. Tali crostacei non hanno mercato e generalmente vengono rigettati in mare se ritrovati nelle
reti. Studi condotti in precedenza su estratti enzimatici ottenuti dai crostacei interi hanno evidenziato la
presenza di una moderata attivita coagulante e di un’intensa attivita proteolitica nei confronti delle caseine
(6). Sulla base di cio, sono state effettuate varie prove di caseificazione con gli enzimi estratti
dall’epatopancreas dei crostacei Munida. In particolare, sono state preparate mini caciotte di formaggio
pecorino e mini formaggi Cheddar. | risultati ottenuti hanno dimostrato la validita dell’applicazione degli
enzimi Munida nel settore lattiero-caseario sia come coagulanti - in alternativa o in aggiunta, al caglio
tradizionale - che come coadiuvanti per accelerare il processo di stagionatura dei formaggi. L'analisi del
pattern di degradazione delle caseine effettuata mediante spettrometria di massa MALDI-ToF ha messo in
evidenza due importanti aspetti: a) la capacita degli enzimi Munida di degradare le caseine in maniera
originale nel processo di caseificazione, con formazione di peptidi specifici che potrebbero portare alla
produzione di formaggi con particolari caratteristiche reologiche e sensoriali, b) la capacita degli enzimi
Munida di degradare i peptidi amari eventualmente presenti nei formaggi (10,21,24).

2.2.8. Applicazione della spettrometria di massa per la caratterizzazione della proteolisi in diversi formaggi

In collaborazione con il Department of Food and Nutritional Sciences, University College, Cork, EIRE. L’attivita
scientifica svolta nell’ambito di questo studio ha riguardato I'utilizzo della spettrometria di massa MALDI-ToF
come tecnica analitica in grado di discriminare i diversi pattern proteolitici che si possono ottenere dai diversi
tipi di formaggio. Il profilo ed il grado di proteolisi variano molto da una varieta di formaggio ad un’altra per
via di diversi fattori legati alla metodologia di produzione, tempo e condizioni di stagionatura, etc. Tali
differenze rendono il pattern di proteolisi sostanzialmente unico e caratteristico per ciascuna tipologia di
formaggio. | risultati di questo studio hanno consentito la messa a punto di un metodo rapido ed affidabile
per la caratterizzazione del profilo proteolitico di diversi formaggi utilizzando la spettrometria di massa
MALDI-ToF (12).

2.2.9. Valutazione dell’impatto del tipo di pesca sulla produzione di ammine biogene in diverse specie ittiche
(U.0.3 progetto S.V.A.P .- P.O.R. Regione Puglia 2000-2006 Mis. 4.13 C)

In collaborazione con il Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biologiche ed Ambientali (Universita degli Studi
di Lecce). L'attivita di ricerca ha riguardato I'impatto del tipo di pesca sulla produzione di ammine biogene in
alcune specie di pesci, catturate con diverse tecniche di pesca: strascico, tremaglio, palangaro di fondo e
circuizione. La formazione di istamina e di altre ammine biogene rappresenta un valido indicatore dello stato
di deperibilita del pesce. Infatti, le ammine biogene possono essere considerate dei fattori antinutrizionali, e
sono implicate in numerosi episodi di intossicazione da alimenti, causano malattie e allergie nell’'uomo. La
loro presenza nei pesci dipende da diversi fattori specie ittica, condizioni fisiologiche, tipo di cattura e la
modalita di morte dell’animale, contaminazioni batteriche, temperatura e tempi di conservazione post-
mortem. Le misure sono state effettuate mediante HPLC ed elettroforesi capillare zonale. In tutte le
determinazioni effettuate, i livelli delle ammine erano al di sotto dei valori limite prescritti ma erano
comungue piu alti nella pesca a strascico, la pil invasiva per i pesci considerati. | risultati ottenuti sono stati
illustrati durante il convegno divulgativo conclusivo del progetto tenutosi a San Gregorio, Marina di Patu (LE)
il 20 luglio 2007.

2.2.10. Analisi degli enzimi proteolitici presenti in matrici alimentare e biologiche mediante
“zimoproteomica

Il principale obiettivo di questo studio ha riguardato la messa a punto di una nuova tecnica denominata
zimoproteomica, basata sull’associazione tra la zimografia bidimensionale (zimografia 2D o 2-DZ) e la
spettrometria di massa, per la separazione e I'identificazione delle attivita proteolitiche presenti in una data
matrice alimentare o biologica. Nella 2-DZ, gli enzimi vengono separati in prima dimensione in condizioni non
riducenti mediante focalizzazione isoelettrica (IEF), e successivamente in seconda dimensione mediante
elettroforesi in presenza di SDS su un gel di poliacrilamide copolimerizzato con opportuni substrati per le



proteasi (gelatina o caseina). Al termine della corsa elettroforetica gli enzimi proteolitici vengono riattivati e
la loro presenza viene evidenziata dopo colorazione del gel attraverso I'osservazione di macchie chiare (spot),
dovute alla digestione del substrato proteico, in contrasto con la colorazione scura del gel contenente il
substrato proteico non digerito. Questa tecnica abbina I'alto potere risolutivo dell’elettroforesi
bidimensionale con la possibilita di rivelare direttamente sul gel la presenza di proteasi. Inoltre, mediante
I'uso di inibitori specifici & possibile determinare la classe di appartenenza delle proteasi in esame. La tecnica
zimografica 2D puo permettere di osservare la totalita del corredo proteolitico presente nel campione
alimentare o biologico, comprese le loro isoforme e le modificazioni post-traduzionali, e di ottenere
importanti informazioni sulle caratteristiche degli enzimi quali peso molecolare e punto isoelettrico. La
zimografia bidimensionale puo essere utilizzata come una vera e propria mappa degli enzimi proteolitici
presenti nella matrice presa in considerazione, senza che sia necessario purificare gli enzimi. La zimografia 2-
D diventa zimoproteomica quando I'osservazione zimografica viene associata alla spettrometria di massa. La
procedura prevede la separazione e la rilevazione delle attivita proteolitiche, il prelievo degli spot di interesse
e la loro digestione con tripsina. Le miscele peptidiche derivanti dalla digestione triptica vengono
successivamente analizzate mediante spettrometria di massa MALDI-ToF. L'identificazione delle proteasi
avviene mediante Peptide Mass Fingerprinting. In campo alimentare sono state prese in considerazione
alcune proteasi tioliche di origine vegetale che hanno importanti implicazioni per la salute dell’'uomo, come
le bromelaine dell’ananas, note per la loro azione anti-inflammatoria, fibrinolitica, antitrombotica,
antiedematosa, 'actinidina del kiwi per il suo coinvolgimento in allergie alimentari e le proteasi presenti nei
broccoli per la loro implicazione nel processo di senescenza della pianta. La messa a punto di questa tecnica
ha consentito I'identificazione di diverse isoforme di bromelaina, principale enzima del frutto dell’ananas,
incluse le modificazioni posttraduzionali (18) e di diverse isoforme dell’actinidina nel kiwi (19), direttamente
dagli spot zimografici. Mentre per quanto riguarda le proteasi a cisteina presenti nei broccoli, & stata valutata
la loro espressione durante il processo di senescenza, inoltre sono state individuate isoforme con diverso
grado di fosforilazione (23).

2.2.11. Caratterizzazione del pattern proteolitico e proteico in campioni di miele di diversa origine botanica
e geografica

Le proteasi cosi come per le altre proteine, potrebbero avere una duplice origine, una vegetale associata ai
granuli di polline, ed una animale rappresentata dall’emolinfa prodotta dalle api. Riguardo quest’ultima, le
proteasi oltre ad essere impegnate nel processo digestivo delle api, svolgono anche altre importanti funzioni
nello sviluppo, nella risposta immunitaria e nella difesa contro patogeni. Le motivazioni alle base di questo
studio sono essenzialmente riconducibili a tre aspetti: allo stato attuale in letteratura non sono riportati studi
sulla presenza di proteasi nel miele; un aspetto molto interessante di questa ricerca potrebbe essere
rappresentato dalla possibilita di correlare il profilo proteolitico del miele con la specie floreale e quindi con
la sua origine botanica; infine, riteniamo che, la presenza di enzimi proteolitici possa alterare il profilo
proteico dei mieli, questo aspetto sarebbe da prendere in seria considerazione qualora la componente
proteica del miele venisse utilizzata come marker chimico dell’origine floreale oppure come indicatore della
freschezza del prodotto cosi proposto per la pappa reale. Infatti, una diretta conseguenza dell’attivita delle
proteasi sarebbe I'alterazione del profilo proteico dovuto sia alla degradazione delle proteine che alla
comparsa di frammenti proteolitici. | risultati ottenuti hanno evidenziato un pattern zimografico tipico per
ciascuna delle varieta floreali di miele, costituito solo da proteasi provenienti dalle api. Inoltre, I'assenza di
proteine di origine vegetali osservata nei profili elettroforetici bidimensionali, e nello specifico di proteasi,
suggerisce una loro influenza indiretta sul corredo proteolitico delle api e quindi del miele, attraverso un
meccanismo di induzione (26).

2.2.12. Analisi proteomica del principale allergene della pesca

Nell’lambito di questo studio € stata messa a punto una nuova procedura rapida e riproducibile per
I’estrazione e la purificazione della proteina Lipid Transfer Protein (LTP), il principale allergene della pesca



(Pru p 3), mediante I'applicazione di una procedura cromatografica “one-step” a fase inversa basata
sull’utilizzo di micropuntali del tipo ZipTip. | dati ottenuti in questo studio hanno evidenziato nella buccia di
tutti i genotipi analizzati una quantita di LTP circa 10 volte maggiore rispetto alle corrispondenti polpe.
Inoltre, mediante spettrometria di massa MALDI-ToF e stato osservato per la prima volta, la presenza di
metilazione nella proteina LTP (28).

Linee di ricerca in corso:

Caratterizzazione biochimica di attivita enzimatiche estratte da funghi spontanei e potenziale applicazione
in ambito industriale ed agro-alimentare.

2.3. Studi in campo bio-medico
2.3.1. Proteomica della mielina del Sistema Nervoso Centrale (CNS) e Periferico (PNS)

In collaborazione con il laboratorio di Biochimica del Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare
“Ernesto Quagliariello” (attuale Dipartimento di Bioscienze Biotecnologie e Biofarmaceutica) dell’Universita
degli Studi di Bari e con il Dipartimento di Chimica Organica e Biochimica, Universita degli Studi “Federico II”’
Napoli. Questa ricerca ha riguardato lo studio del pattern proteomico della mielina del CNS e del PNS di
bovino. La mielina, come altre membrane plasmatiche, & costituita da microdomini diversi con differente
composizione lipidica e proteica: microdomini ricchi in sfingolipidi e colesterolo (raft lipidici) e microdomini
ricchi in fosfogliceridi (microdomini non-raft). Molte delle proteine mieliniche si ripartiscono tra le porzioni
raft e quelle non-raft, tuttavia i meccanismi alla base di questa loro differente ripartizione non sono ancora
molto conosciuti. A tal proposito € stato condotto uno studio sulla distribuzione della proteina PO a livello
dei microdomini della mielina. La proteina PO € la piu abbondante proteina della mielina del PNS, & una
glicoproteina transmembrana implicata nella compattazione della mielina. Sono state estratte e purificate
due diverse forme della proteina PO, una estratta dai domini non-raft solubile nel detergente CHAPS ed una
estratta dalle regioni raft della mielina resistente al CHAPS ma solubile in SDS. Entrambe le proteine sono
state analizzate mediante elettroforesi bidimensionale e identificate e caratterizzate mediante spettrometria
di massa MALDI-ToF. Sono state inoltre analizzati i profili dei glicogruppi e la composizione dei lipidi legati
alle due forme della proteina. | risultati emersi suggeriscono che le differenze strutturali tra le due proteine,
dovute principalmente alla diversa composizione dei glicani legati, possono essere alla base della loro
differente localizzazione (16).

2.3.2. Alimenti sani e funzionali per pazienti affetti da sclerosi multipla

Gli studi condotti nell’ambito del progetto di ricerca pilota (2004/R/16) finanziato dalla Fondazione lItaliana
Sclerosi Multipla (FISM) hanno portato alla formulazione di un prodotto lattiero-caseario (yogurt) dietetico-
funzionale ed ipoallergenico, in quanto privo delle proteine associate alla membrana del globulo di grasso
(proteine MFGM) e dei lipidi del latte, e addizionato con lipidi anti-colesterolo, proteine del siero del latte,
fibre vegetali solubili, antiossidanti, vitamine ed oligoelementi, depositato sotto forma di brevetto italiano il
26/05/2006 (MI2006A001038). La sclerosi multipla (SM) & notoriamente una malattia multifattoriale,
determinata anche da fattori ambientali. Fra questi, I'alimentazione € uno dei piu rilevanti ma anche dei piu
trascurati (20,27,35,43).

2.3.3. Valutazione in vitro dell’effetto degli acidi grassi polinsaturi e di antiossidanti naturali presenti
normalmente nella dieta, sull’espressione e/o I'attivita delle metallo-proteinasi di matrice in colture cellulari
nell’ambito di un progetto finanziato dalla Fondazione Italiana Sclerosi Multipla (Progetto: 2007/R/15)

In collaborazione con il laboratorio di Biochimica del Dipartimento di Biochimica e Biologia Molecolare
“Ernesto Quagliariello” (attuale Dipartimento di Bioscienze Biotecnologie e Biofarmaceutica) dell’Universita
degli Studi di Bari. Nella prima parte di questo studio e stato dimostrato che gli acidi grassi w-3 da olio di
pesce sono in grado di inibire I'attivita della metalloproteinasi 9 (MMP-9, o gelatinasi B) espressa da cellule



microgliali di ratto attivate con LPS (13). Questo risultato sembra essere molto interessante data
I'implicazione della MMP-9 nella patogenesi della SM dove l'inibizione della sua espressione puo avere una
valenza clinica rilevante. Sulla base degli studi effettuati sulla capacita antiossidante dei polifenoli estratti da
fonti naturali, presenti normalmente nella nostra dieta, sono stati individuate le concentrazioni di
antiossidanti da testare in sistemi in vitro rappresentati da cellule microgliali di ratto in coltura attivate da
LPS. A tal proposito sono state utilizzate le MMP come markers di attivazione cellulare in vitro poiche
'aumento della loro espressione pud essere associato allo stress ossidativo osservato nel processo
inflammatorio. Alla luce di cio, sono stati valutati gli effetti inibitori nei confronti delle MMP di polifenoli sia
di natura flavonoide come quercetina e catechine estratte di té verde che non flavonoide come resveratrolo
e tirosolo/idrossitirosolo. I risultati indicano che sia i flavonoidi che i non flavonoidi testati esercitano il loro
effetto inibitorio sulle MMP in modo dose-dipendente ma con diversi meccanismi di azione, probabilmente
correlati alla loro differente struttura. Pertanto, il loro uso combinato potrebbe rappresentare un valido
strumento per la down-regulation delle MMP nell’ambito della SM (22).

2.3.4. Valutazione degli effetti dell’alimentazione in associazione alla terapia farmacologica su pazienti affetti
da diverse forme di sclerosi multipla nell’ambito del progetto “Le basi molecolari per un intervento
nutrizionale nella sclerosi multipla” finanziato dalla Fondazione Italiana Sclerosi Multipla (Progetto:
2010/R/35).

In collaborazione con il Centro Sclerosi Multipla, dell’ospedale Madonna delle Grazie (Matera) ed il Centro
di Nutrizione Applicata (Statte, Taranto). La sclerosi multipla (SM) € notoriamente una malattia
multifattoriale, determinata anche da fattori ambientali. Fra questi, I'alimentazione € uno dei pil rilevanti
ma anche dei pil trascurati. L’alimentazione pro-inflammatoria puo essere un fattore di rischio ed esaltare
il processo autoimmune e lo stress ossidativo. Quindi la regolazione dello stile di vita alimentare puo
influire sui livelli di quelle molecole che possono essere considerate mielinotossiche: anticorpi, radicali
liberi, citochine, metalloproteinasi e altri enzimi proteolitici. E’ stato proposto uno stile di vita ed una dieta
tipo per pazienti affetti da sclerosi multipla (39).

2.3.5. Analisi del pattern proteolitico mediante zimografia bidimensionale delle metalloproteinasi di matrice
e in particolare delle gelatinasi (MMP-2 e MMP-9) nei sieri di pazienti affetti da diverse forme di sclerosi
multipla (MS).

In collaborazione con il Rega Institute for Medical Research, Laboratory of Immunobiology (University of
Leuven, Belgium). Per quanto riguarda il campo biomedico, la zimoproteomica puo costituire altresi un valido
strumento analitico per lo studio di proteasi presenti nei liquidi biologici come, ad esempio le
Metalloproteinasi di Matrice (MMP) e in particolare le gelatinasi (MMP-2 e MMP-9). Le MMP sono enzimi
coinvolti in molti processi fisiologici (rimodellazione dei tessuti, sviluppo embrionale, angiogenesi, migrazione
dei leucociti, ecc.), ma anche in diversi processi patologici (invasione da parte di cellule tumorali e metastasi,
sclerosi multipla e artrite reumatoide). Inoltre, le MMP possono essere oggetto di studio per valutare il
decorso di una particolare patologia e I'effetto del trattamento farmacologico o I'impatto della nutrizione
sulla malattia. L’applicazione della zimografia bidimensionale per I'analisi delle gelatinasi nei sieri di pazienti
con sclerosi multipla (SM) ha evidenziato la presenza di diverse varianti isoelettriche della MMP-2 (gelatinasi
A) e della pro-MMP-9 (pro-gelatinasi B). Sono state osservate diverse forme della MMP-9 sia nella forma
multimerica che nella forma completamente attiva, quest’ultima, presente sotto forma di isotipi con diverso
contenuto di acido sialico (29).

2.3.6. Studio sulle proprieta antinfiammatorie ed antiossidanti della specie Armoracia rusticana (rafano)

In collaborazione con il Dipartimento di Farmacia (Universita di Salerno). Una delle specie investigate e stata
Armoracia rusticana (Gaertn), nota come rafano, una coltura perenne appartenente alla famiglia delle
Brassicaceae, usata come spezia negli alimenti e come ingrediente erboristico in etnomedicina. In uno studio
e stato valutato il contenuto di composti fenolici, la capacita antiossidante e I'attivita antilipasi (in vitro) di



estratti idroalcolici ottenuti dalle radici e dalle foglie di rafano (34), mentre in altro, & stato valutato il
potenziale antinflammatorio su macrofagi murini J774A trattati con LPS. | risultati hanno evidenziato che
Armoracia rusticana e in grado di ridurre la produzione di citochine infammatorie (TNF-a, IL-6), dei ROS, di
inibire enzimi pro-infiammatorie (COX-2 e NO-sintasi) e di aumentare I'espressione di enzimi citoprotettivi
come I'eme-ossigenasi-1 (38).

2.3.7. Studio sulle proprieta antinfiammatorie ed antiossidanti delle foglie di cavolfiore (Brassica oleracea
var. botrytis)

In collaborazione con I'ISPAAM del CNR di Napoli. In questo studio condotto in vivo, sono stati valutati i
possibili effetti benefici di una dieta arricchita con polvere di foglie di cavolfiore (CLP) per prevenire
inflammazione e stress ossidativo in conigli. Gli animali (24 conigli) sono stati divisi casualmente in due gruppi
e alimentati con una dieta standard o una dieta standard integrata con CLP. Dopo 60 giorni, sei conigli di
entrambi i gruppi hanno ricevuto un’iniezione di LPS. Dopo 90 minuti dall’iniezione di LPS, sono stati raccolti
i campioni di siero ed analizzati per il loro contenuto in biomarcatori infammatori come TNF-a e IL-6,
metalloproteinasi di matrice (MMP-2 e MMP-9) e biomarcatori dello stress ossidativo come le sostanze
reattive all’acido tiobarbiturico (TBARS), glutatione (GSH) e I'attivita degli enzimi superossido dismutasi (SOD)
e catalasi. | risultati hanno evidenziato che l'integrazione preventiva con CLP puo proteggere i conigli
dall'infiammazione e dallo stress ossidativo indotti da LPS (42).

2.3.8. Studio sulle proprieta antinfiammatorie ed antiossidanti della specie Muscari comosum

| bulbi di Muscari comosum L. sono usati come alimento in alcuni paesi mediterranei e in particolare in Sud
Italia, dove sono comunemente conosciuti come “lampascioni” o “cipollacci”. | risultati di un primo studio,
condotto in vitro, dimostrano che i bulbi di M. comosum hanno un forte potere antiossidante e
antinfiammatorio e che sono dotati di attivita inibitoria vs specifici enzimi coinvolti nell'iperglicemia post-
prandiale e nella neurotrasmissione colinergica (44). In un altro studio, condotto su cellule di epatoma umano
(HepG2), gli estratti hanno mostrato attivita di radical scavenging, cosi come la capacita di disregolare alcuni
geni coinvolti nell’omeostasi redox, promuovendo I'espressione di Nrf2, SOD-2, GPX1, ABCC6 e ABCG2 (51).

2.3.9. Analisi del pattern proteolitico mediante zimografia bidimensionale delle gelatinasi (MMP-2 e
MMP-9) in sieri di pazienti oncologici

In collaborazione con I’'U.0. di Oncologia Medica dell’Azienda Ospedaliera San Carlo di Potenza. In questo
studio, e stata presa in considerazione la forma attiva di 65 kDa della MMP-9 come potenziale nuovo marker
di inflammazione, che puo essere utile per monitorare il processo tumorale e rilevare precocemente
I'insorgenza di metastasi. Questo marker & solitamente trascurato perché sia I'analisi ELISA che quella
zimografica non consentono di distinguerlo dalla MMP-2 di 66-68 kDa. In uno studio precedente, avevamo
dimostrato che i due enzimi possono essere distinti I'uno dall'altro mediante cromatografia ConA- Sepharose.
Oltre ad essere un buon marker del processo metastatico, la scoperta dell'isoforma da 65 kDa di MMP-9 puo
aprire nuove prospettive terapeutiche mirate agli enzimi che la producono. Sono stati analizzati mediante
zimografia bidimensionale su gelatina e Western Blotting sieri di pazienti affetti da diversi tipi di tumore a
diversi stadi (fase precoce ed in presenza di metastasi)(52).

2.3.10. Impatto della nutrizione sulla salute umana (SM e neuroinfiammazione)

Il nostro laboratorio e stato uno dei primi a introdurre il concetto che un’alimentazione pro-inflammatoria
puo costituire un fattore di rischio nella Sclerosi Multipla (SM), chiarendone i meccanismi a livello molecolare
(22,27,35). Un’alimentazione ipercalorica pro-infiammatoria agisce sia sul metabolismo generale umano che
sul microbiota intestinale favorendo I'infiammazione sistemica che provoca o sostiene la SM. Abbiamo inoltre
studiato integratori in miscela a basse concentrazioni, efficaci nel ridurre I'inflammazione nelle colture di
neuroni, microglia e astrociti (37,46). Interventi nutrizionali con dieta anti-inflammatoria e integratori in trial



clinico su pazienti con SM hanno dimostrato la loro utilita nel ridurre I'infiammazione nella SM, anche in
quella progressiva (39). In un altro studio abbiamo proposto che la vitamina A venga associata alla vitamina
D nel trattamento della SM (43). Estendendo gli studi a tutte le malattie inflammatorie croniche, oltre che
alla SM, abbiamo proposto un meccanismo per cui I'inflammazione intestinale, in seguito all’apertura della
barriera intestinale puo provocare una malattia in modo specifico nei diversi organi (47,49).

Linee di ricerca in corso:

Studio sulle proprieta fibrinolitiche ed antivirali di proteasi estratte da funghi medicali (53). Studio sulle
proprieta antiossidanti e neuroprotettive di glucani estratti da funghi eduli.

2.4 Collaborazione ad altre attivita di ricerca

v

v

Messa a punto di un metodo semplice, veloce ed accurato per la determinazione dell'attivita della
transglutaminasi sulla caseina, utilizzando un saggio spettrofotometrico (4).

Valutazione dell’influenza della dieta e dell’eta sul caglio di capretto attraverso il dosaggio di varie attivita
enzimatiche (proteolitiche, lipolitiche e coagulanti). Tale attivita & stata condotta nell’ambito di una
collaborazione con I'lstituto Sperimentale per la Zootecnia di Bella (PZ) (7).

Analisi proteomica per valutare I'influenza delle procedure di crioconservazione sull’espressione proteica
nello sperma di branzino (8) (collaborazione con il Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biologiche ed
Ambientali - Universita degli Studi di Lecce).

Collaborazione alle attivita di ricerca nell’ambito del progetto “Risposta allo stress acido e nutrizionale in
Streptococcus thermophilus”, mediante la valutazione del cambiamento nell’espressione delle principali
proteine coinvolte nella risposta allo stress, attraverso elettroforesi mono- e bi-dimensionale e
spettrometria di massa (15, 17). Parallelamente alle attivita svolte nel progetto & stato condotto uno
studio mirato all’'individuazione di ceppi di batteri lattici, isolati da diverse matrici alimentari, come
potenziali fonti alternative di ureasi per la rimozione di urea da bevande alcoliche (14).

Collaborazione in uno studio sull’emocromatosi, una malattia autosomica caratterizzata da un eccessivo
assorbimento del ferro, mediante analisi bioinformatica che hanno portato all'individuazione di una
variazione responsabile di un codone di stop prematuro nei geni del ciclo del ferro (25, 32).

Studio proteomico su ceppi di Oenococcus oeni isolati dal vino Aglianico del Vulture. La collaborazione ha
riguardato la messa a punto di un protocollo di estrazione altamente efficiente riproducibile per il
recupero delle proteine totali e la loro analisi mediante tecniche elettroforetiche su gel (mono e
bidimensionale) e spettrometria di massa MALDI-ToF (30).

Analisi proteomica dei sistemi proteici coinvolti nella risposta allo stress in piantine di pomodoro (Solanum
licopersicum) trattate con un induttore di resistenza (36).

Collaborazione in uno studio sperimentale e computazionale sulla sintesi di porfirazine e delle loro
proprieta spettrali, elettrochimiche, con I'obiettivo di valutarne le potenzialita in optoelettronica. Il
contributo ha riguardato I'analisi delle porfirazine sintetizzate mediante spettrometria di massa MALDI-
ToF (33,41).

Collaborazione con il Laboratorio di Neuroscienze “Rita Levi-Montalcini” del Dipartimento di
Biotecnologie e Bioscienze (Universita di Milano-Bicocca) ad uno studio che si é articolato in due fasi: la
prima nella quale e stato evidenziato I'efficacia di alcuni antiossidanti alimentari (polifenoli, carotenoidi,
composti tiolici e oligoelementi) nel promuovere la sopravvivenza delle cellule neuronali PC12 a seguito
di privazione del fattore di crescita NGF. Nell’ambito di tale lavoro, sono stati preparati dei cocktail di
antiossidanti a basso dosaggio, i quali si sono rivelati efficaci in termini di neuroprotezione contro lo stress
ossidativo riducendo i livelli di ROS e ripristinando la funzione mitocondriale (37). Nella seconda, sono
stati valutati gli effetti di alcuni antiossidanti naturali nel preservare la funzione astrocitaria e la vitalita
neuronale dopo attivazione gliale. | risultati hanno dimostrato che alla base della attivita antiossidante e
antinfiammatoria esercitata dalle molecole antiossidanti, vi € una modulazione differenziale dell'attivita
di legame di NF-kB nei neuroni e astrociti. E’ stato inoltre osservato che la significativa induzione



dell'attivita di legame di NF-kB negli astrociti con concomitante riduzione dei neuroni, dovuta a stimoli
inflammatori, puo essere prevenuta negli astrociti e nei neuroni pretrattati con gli antiossidanti (46).

v Nei nostri studi sulle neuropatie periferiche, il nostro laboratorio & riuscito a purificare la Proteina PO in
due forme diverse per la sua associazione ai lipidi. Studi in collaborazione hanno dimostrato che la
proteina PO tiene associate le diverse lamelle della guaina mielinica formando dimeri in posizione
antiparallela (45).

v’ Collaborazione con il Dipartimento di Bioscienze Biotecnologie e Biofarmaceutica dell’Universita degli
Studi di Bari ad uno studio sul potenziale neuroprotettivo degli isotiocianati (ITC) in un modello in vitro di
neuroinfiammazione. Gli isotiocianati sono metaboliti prodotti da diverse piante appartenenti alle
famiglie delle Brassicaceae per degradazione enzimatica dei glucosinolati ad opera dell’enzima mirosinasi.
| risultati hanno evidenziato che i tre ITC testati (isotiocianato di allile, 2-feniletil isotiocianato e
sulforafano sono in grado di inibire in vitro I'espressione di MMP-9 e MMP-2 in astrociti attivati da LPS e
di contrastare la produzione di ROS. Inoltre, & stato osservato che gli ITC modulano la sovraespressione
delle MMPs con meccanismi legati all'inibizione extracellulare dell’attivita della proteina chinasi (ERK).
Questi risultati suggeriscono che la presenza nella dieta di queste molecole puo avere degli effetti benefici
per la prevenzione e il trattamento complementare di malattie neurologiche (50).
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