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1. ABSTRACT 

La poli(ADP-ribosilazione) è una modifica post-traduzionale del proteoma, che svolge 

un ruolo importante nell’ambito di diverse funzioni cellulari (e.g., la regolazione della 

struttura della cromatina a steady state e durante lo sviluppo ed il differenziamento, la 

modulazione della espressione genica, i meccanismi di riparazione del DNA, 

l’attivazione e la regolazione del processo apoptotico, la necrosi). La reazione è  

catalizzata dalle proteine PARP [Poly(ADP-ribose)Polymerases], una famiglia di 

enzimi che catalizzano l’aggiunta di polimeri di poli(ADP-ribosio) alle proteine 

bersaglio, le cui attività molecolari e funzioni biologiche vengono di conseguenza 

modulate. Nell’ambito di questo progetto di ricerca, abbiamo determinato la struttura 

genomica dei geni della famiglia PARP in Homo sapiens e in Mus musculus ed abbiamo 

analizzato la loro espressione in cellule alfa e beta del pancreas di topo, sia a steady 

state che dopo trattamento con citochine con la conseguente induzione di apoptosi: 

secondo un consenso generale, questo modello sperimentale consente di riprodurre in 

vitro alcuni dei fenomeni che sono correlati all’insorgenza del Diabete Mellito (DM). I 

nostri risultati dimostrano una notevole attivazione della espressione di diverse PARP, 

soprattutto nelle cellule beta, e suggeriscono quindi un loro possibile ruolo nella 

patogenesi del DM. Per converso, questi stessi dati dovrebbero consentire anche una 

ulteriore definizione delle funzioni biologiche e del ruolo fisiologico di queste proteine, 

Infine, questi dati suggeriscono il possibile utilizzo di inibitori delle PARP per 

applicazioni di Medicina Traslazionale al trattamento clinico del Diabete Mellito.    
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2. INTRODUZIONE 

 

La poli(ADP-ribosilazione) è una modifica post-traduzionale del proteoma che svolge 

un ruolo importante nell’ambito di diverse funzioni cellulari, quali il mantenimento 

della struttura del genoma, la riparazione del DNA, la regolazione della struttura della 

cromatina a steady state e durante lo sviluppo ed il differenziamento, la modulazione 

della espressione genica, la regolazione della apoptosi e della necrosi. Questa reazione è  

catalizzata dalle  Poli(ADP-ribosio) Polimerasi (PARP), enzimi presenti in organismi 

situati a diversi livelli della scala evolutiva (dagli Archea ai dinoflagellati fino all’Homo 

sapiens). Mediante la poli(ADP-ribosilazione), le PARP modulano struttura e funzione 

delle proteine loro bersaglio. Questa famiglia, filogeneticamente antica, comprende 

diciotto geni nella nostra specie e quindici nel topo. Tutti presentano il tipico dominio 

catalitico, che consente la catalisi della reazione di poli(ADP-ribosilazione): PARP1, 

PARP2, PARP3, PARP4 (vPARP), PARP5a (Tankirase), PARP5b (Tankirase2), 

PARP5c (Tankirase3, presente solo nell’uomo), PARP6, PARP7 (tiPARP), PARP8, 

PARP9 (BAL), PARP10, PARP11, PARP12, PARP13 (solo nell’uomo), PARP14 

(BAL2 nell’uomo/CoaSt6 nel topo), PARP15 (BAL3, solo nell’uomo), PARP16 (Figura 

1) [Amé et al., 2004].   
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Figura 1. Famiglia PARP: struttura proteica e filogenesi. I membri della famiglia PARP sono divisi in 
sottogruppi in base alla similarità delle sequenze aminoacidiche ed ai tipi di domini, associati alla singola 
proteina. Nel riquadro di destra è presentata la ricostruzione delle possibili relazioni filogenetiche, 
ottenuta mediante l’analisi delle sequenze aminoacidiche delle proteine.  
 

La reazione catalizzata da questi enzimi consiste nella formazione di polimeri di ADP- 

ribosio [poli(ADP-ribosio) o PAR] [Krishnakumar R et al., 2010], che vengono 

utilizzati per effettuare modificazioni post-traduzionali reversibili al fine di attivare 

oppure inibire i targets corrispondenti [Hassa e Hottiger, 2008a]. Alcune PARP (e.g., 

PARP1, PARP2, PARP9/BAL1, PARP14/Coast6) sono state associate alla trascrizione 

genica ed è stato proposto che possano influenzare la formazione o l’attività di vari 

complessi di fattori di trascrizione. È stato anche osservato che i membri della famiglia 

possono svolgere un ruolo importante in processi quali la progressione nel ciclo ed il 

controllo della proliferazione cellulare: questa ipotesi è resa credibile dalla 

localizzazione delle PARP in siti subcellulari quali: i centromeri dei cromosomi (PARP 

3), i telomeri  (le Tankirasi), i poli del fuso mitotico (PARP 1, PARP 3, Tankirasi 1), il 

cinetocore (PARP 1, PARP 2), il fuso mitotico (vPARP, PARP 2) [Hassa e Hottiger, 

2008]. La sovra-espressione di PARP3 e PARP10 determina l’alterazione della 

progressione delle cellule nel ciclo cellulare; inoltre, poiché diverse altre PARP 
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svolgono un ruolo di check-points nel controllare il ciclo cellulare, è possibile utilizzarle 

quali bersagli di inibitori farmacologici [Hakmé et al., 2008b]. 

2.1 Mono(ADP-ribosilazione) e Poli(ADP-ribosilazione)   

PAR è un omopolimero composto da unità di ADP-ribosio, che può essere trovato sia in 

forma monomerica [mono(ADP-ribosio)] che in forma polimerica [poli(ADP-ribosio)]; 

quest’ultima può essere lineare o ramificata. Questo polimero è utilizzato per effettuare 

una modificazione post-traduzionale di proteine, che hanno un ruolo fondamentale nella 

vita e morte cellulare, nella regolazione della trascrizione ed in altri processi che 

prevedono il legame proteina / DNA. Per la sintesi di tali molecole viene richiesto il 

Nicotinammide Adenina Dinucleotide (NAD+) come precursore: la reazione, infatti, 

prevede l’idrolisi del NAD+ in nicotinammide e ADP-ribosio;  questo viene unito ad 

altri monomeri, dando così origine ad un polimero. Il polimero, che è legato 

inizialmente alla PARP stessa, viene trasferito al carbonio gamma di un residuo di 

glutammato delle proteine accettrici (Figura 2); è anche possibile che venga legato ad 

un residuo di aspartato [D'Amours et al., 1999].  

La quantità di PAR è determinata dal livello di NAD+ in maniera dose-dipendente: 

quando le cellule sono esposte ad alte dosi di agenti citotossici, si attivano meccanismi 

molecolari che inducono la ribosilazione e l’aumento della concentrazione di PAR, con 

la conseguente diminuzione del livello intracellulare del NAD+ (10-20%) in circa 15 

minuti. Il NAD+ è un coenzima essenziale per generare energia sotto forma di ATP: 

quindi, una diminuzione di NAD+ risulta in una deplezione di energia. Questo processo 

può coincidere anche con un aumento dei livelli intracellulari delle PARP [Goodwin et 

al., 1978; Skidmore et al.,1979]. 
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Figura 2. La parte sinistra (steps da 1 a 3) e la parte destra (steps da 4 a 6) del ciclo rappresentano 
rispettivamente le reazioni anaboliche e cataboliche del metabolismo dei PAR. Il ciclo procede in senso 
antiorario. Il cerchio rosa al centro della figura rappresenta l’ipotetica proteina accettrice di PAR, che ha 
subito la modificazione di un residuo di Glutammato nel carbonio gamma [D'Amours et al., 1999]. 
 

Sono almeno 5 le attività enzimatiche richieste per la sintesi delle molecole PAR, lineari 

o ramificate [D'Amours et al., 1999] (Figura 2): 

• L’inizio: viene determinata l’auto-mono(ADP-ribosilazione) di due istidine del 

domino catalitico della PARP; 

• La trans(ADP-ribosilazione): poichè la ribosilazione dell’istidina è instabile, si 

ha il trasferimento dell’ADP-ribosio tramite l’esterificazione del glutammato 

vicino, che rappresenta un legame più stabile; 

• L’allungamento:  il polimero viene allungato attraverso un legame glicosidico 

2’-1’ di altri ADP-ribosio ricavati dal NAD+; 
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• La ramificazione del polimero: aggiunta di altri PAR lateralmente in maniera 

casuale e di lunghezza differente; 

• Il rilascio o trasferimento verso proteine target dei PAR associati all’enzima e 

successiva modifica del PAR tramite PAR-Glicoidrolase (PARG).  

I PAR liberi o associati a proteine subiranno una degradazione. Sono stati caratterizzati 

due differenti tipi di degradazione dei polimeri, che sono svolti da due enzimi diversi. 

L’attività enzimatica più frequente e meglio caratterizzata è la PAR-glicoidrolase 

(PARG) [Brochu et al., 1994]. L’altra attività è PAR-fosfodiesterasi o ADPr-

pirososfatasi, che effettua il taglio del pirofosfato a livello del 5’-AMP dalla catena 

terminale: si può avere il taglio fosforibosil-AMP in residui interni, oppure si possono 

formare molecole di difosforibosil-AMP nei punti di ramificazione [Boulikas, 1992; 

Hassa e Hottiger, 2008].  

L’enzima PARG possiede sia l’attività endoglicosidasica che la esoglicosidasica, visto 

che effettua tagli del fosforibosio sia nel punto di ramificazione che alle  estremità, 

rispettivamente (Figura 3) [Bonicalzi et al., 2005]. Inoltre, l’attività endoglicosidasica 

ha la funzione di rilasciare i PAR liberi: questo potrebbe costituire un meccanismo per 

generare i vari tipi di PAR liberi. Questi polimeri possono servire come molecole di 

segnalazione ed essere coinvolti in distinti processi cellulari, quali la morte o la crescita 

cellulare [Hassa et al., 2006].  

Le attività enzimatiche delle varie proteine PARP e PARG devono essere strettamente 

regolate, in modo da consentire una corretta espressione del genoma cellulare nel 

corrispondente fenotipo ed una appropriata risposta agli stimoli [Bonicalzi et al., 2005]. 
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Figura 3. Metabolismo dei PAR. Le proteine PARP idrolizzano NAD+ e catalizzano la successiva 
aggiunta delle unità di ADP-ribosio ai residui di glutammato di proteine accettrici (eteromodificazione) o 
delle stesse PARP.  I PAR sono eterogenei, come indicato dalle zone evidenziate con x, y e z. PARG and 
ARH3 idrolizzano i PAR nelle posizioni indicate con le frecce. (Leggenda. Ade: adenine; ARH3: ADP-
ribosyl hydrolase-3; Nam: nicotinamide; PAR: poly(ADP-ribose); PARG: poly(ADP-ribose) 
glycohydrolase; PARP: poly(ADP-ribose)polymerase; Rib: ribose) [Hakmé et al., 2008b].  
 

2.1.1 Modulazione della Cromatina e Codice Epigenetico degli Istoni. 

Durante le ultime due decadi, vari studi hanno suggerito differenti meccanismi 

molecolari su come le reazioni di sintesi dei mono(ADP-ribosio) e dei PAR possano 

essere integrate in diversi processi fisiologici della cellula. I mono(ADP-ribosio) ed i 

PAR possono agire sui livelli di segnalazione, sulla modulazione della cromatina e sul 

codice epigenetico degli istoni. I PAR, oltre a essere prodotti a seguito di stimolazioni 

genotossiche, vengono anche sintetizzati costitutivamente in modo da svolgere un ruolo 

fondamentale in attività housekeeping: infatti, per la loro rapida sintesi e veloce 

degradazione si prestano molto bene ad essere coinvolti in processi dinamici e 

transienti, come il rimodellamento della cromatina, la riparazione del DNA, la 

regolazione dell’espressione dei geni [Hassa et al., 2006]. 

Diversi studi hanno dimostrato che la sintesi di grandi quantità di NAD+ all’interno del 

nucleo è coinvolta nella modulazione della struttura della cromatina. È abbastanza noto 
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che gli istoni subiscono modificazioni post-traduzionali, covalenti e reversibili, ad opera 

di diversi enzimi (e.g., acetilazione, mono-, di-, trimetilazione dei residui di lisina, 

fosforilazione dei residui di serina e treonina, mono(ADP-ribosilazione) di residui di 

glutammato e arginina). 

 

Figura 4. Schema delle modificazioni conosciute del core dell’istone, che includono: acetilazione, 
fosforilazione, metilazione, ubiquitinazione, biotinilazione, mono(ADP-ribosilazione) [Hassa et al., 
2006]. 
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Sebbene molti esempi di modificazioni siano stati identificati nel dominio centrale degli 

istoni, molte altre modificazioni sono state trovate nella coda N-terminale, con una 

preferenza per quest’ultima dovuta alla posizione protrudente dal core dell’istone 

(Figura 4) [Hassa et al., 2006]. 

 
Le molecole di mono(ADP-ribosio), che modificano istoni specifici, svolgono ruoli 

importanti in processi cellulari quali il DNA repair e la regolazione del ciclo cellulare: 

infatti, danni causati da agenti metilanti / alchilanti e presenza elevata di radicali OH 

risultano in un aumento della ribosilazione degli istoni da 2 a 12 volte, mentre quella 

dell’istone H1 può arrivare fino a 30 volte. A seconda del livello di danno, si può avere 

l’arresto del ciclo cellulare e il successivo DNA repair oppure, in casi estremi,  

l’attivazione di processi come l’apoptosi o la necrosi. Certe combinazioni di 

modificazione (determinate da histone code e da nucleosome code) e certi livelli di 

mono(ADP-ribosio) o PAR possono determinare la regolazione di pathways, quali la 

normale proliferazione / arresto del ciclo cellulare oppure la cascata di segnali 

apoptotici / necrotici [Hassa et al., 2006]. 

2.1.2 Livelli di Segnalazione (Signaling) 

In molte pathways cellulari vengono prodotti mono-ADP-ribosio diversi (ADP-ribosio e 

ADP-ribosio ciclico) come secondi messaggeri: infatti sono documentati casi in cui 

queste molecole hanno un ruolo attivo in differenti processi di segnalazione nel 

citoplasma [Cancela, 2001; De Flora et al., 2004; Hassa et al., 2006]. 

Studi recenti hanno indicato che il complesso CD38/ADP-ribosio ciclasi è 

funzionalmente attivo in tutte le cellule dei mammiferi. Questi studi hanno anche 

suggerito che la sintesi di mono(ADP-ribosio) ciclici intranucleari potrebbe indurre il 

rilascio di Ca2+ dal Reticolo Endoplasmatico liscio attorno al nucleo. Questi autori 

hanno notato che i livelli di NAD+ regolano l’omeostasi alterata del Ca2+ nucleare, la 
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quale avviene durante fenomeni di stress metabolico. Così, l’entità dell’attività 

metabolica influenza processi nucleari sensibili al Ca2+, come l’espressione genica e 

l’apoptosi attraverso questa pathway. In aggiunta, i mono(ADP-ribosio) liberi sono 

coinvolti come secondi messaggeri cruciali nella regolazione dell’omeostasi cellulare 

del NAD+ [Adebanjo et al., 1999; Hassa et al., 2006]. 

La formazione di questi mono(ADP-ribosio) liberi è data dall’azione delle PARG 

quando si hanno alti livelli di PAR, come reazione delle PARP a danni genotossici: la 

degradazione dei PAR liberi porta a un aumento del livello di mono(ADP-ribosio) e 

mono(ADP-ribosio) ciclici. È stato anche visto che la quantità di mono(ADP-ribosio) 

liberi è anche strettamente controllata da ADP-idrolasi/pirofosfatasi, le quali idrolizzano 

i mono(ADP-ribosio) in AMP e D-ribosio 5-fosfato, agendo così come fattori di 

protezione che limitano un accumulo di mono(ADP-ribosio) [Hassa et al., 2006]. 

 

Figura 5. Implicazione del NAD+ in molti processi cellulari che andranno a culminare nell’aumento della 
concentrazione dello ione calcio. Nella parte centrale si ha la conversione di mono(ADP-ribosio) e 
mono(ADP-ribosio) ciclico da parte delle PARP. 
 

Anche i PAR possono svolgere un ruolo in pathways di segnalazione: essi sono presenti 

in diverse forme strutturali e possono svolgere un ruolo cruciale nel determinare i 
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risultati di specifiche funzioni. È stato visto che PAR liberi possono essere coinvolti in 

processi di segnalazione dipendente da stress; PAR, liberi o associati a proteine, 

possono essere reclutati e possono regolare le attività di proteine signaling, coinvolte in 

pathways come il DNA repair e la progressione del ciclo cellulare; inoltre, possono 

attivare fattori responsabili di apoptosi e necrosi, come la traslocazione nucleare di AIF. 

La complessità e la concentrazione di ciascun tipo di PAR può variare a seconda del 

contesto cellulare degli stimoli, che vengono ricevuti, e della specifica ramificazione 

determinata dalle differenti PARP [Hassa et al., 2006]. 

 

2.2 Struttura molecolare delle PARP 

La caratterizzazione strutturale delle proteine della famiglia PARP è stata effettuata 

mediante una accurata ricerca in database proteici non ridondanti (e.g., NCBI), usando 

il dominio catalitico di PARP1 umana quale sonda (GenBank XP_037275 residui 796–

1014). Mediante questa ricerca, abbiamo identificato 18 proteine umane (15 murine) 

che presentavano lo stesso dominio catalitico (più o meno conservato), in grado di 

catalizzare la sintesi di polimeri PAR [Amé et al., 2004]. I membri di tale famiglia 

possono essere suddivisi in 6 sottogruppi sulla base delle loro sequenze e delle attività 

enzimatiche/processi a cui partecipano (Figura 6): il primo sottogruppo include PARP1 

(che può essere presente anche come isoforma più corta: sPARP1), PARP2 e PARP3; 

del secondo sottogruppo fa parte solo la PARP4 (o vault-PARP, vPARP), che partecipa 

alla formazione del complesso vault; nel terzo sottogruppo troviamo le Tankirasi1 e 2 

(PARP5a e PARP5b, rispettivamente), che presentano il tipico dominio ankyrin-repeat 

[Hassa et al., 2006]; il sottogruppo delle macro-PARP (PARP9, PARP 14, PARP15) è 

specifico dell’uomo ed è caratterizzato dal dominio macro-H2A e da un Elemento di 

Risposta alle citochine (BAL), localizzato nel promotore [Hakmé et al., 2008a; 

Juszczynski et al., 2006]; il sottogruppo delle CCCH-PARP, del quale fanno parte 
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PARP7 (TiPARP), PARP12, PARP13, è stato identificato solo nell’uomo: queste 

proteine sono caratterizzate da uno Zinc-finger domain e da un WWE-domain. A questo 

sottogruppo possono essere assegnate anche PARP11 (poichè possiede il WWE-domain) 

e PARP8 (per la presenza di uno Zinc-finger-domain) [Amé et al., 2004]. Le restanti 

PARP (PARP6, PARP10, PARP16) hanno caratteristiche peculiari che le rendono 

uniche. Amé et al. (2004) hanno visto che PARP10 interagisce con altre proteine tramite 

l’ Ubiquitin Interaction Motif (UIM). Inoltre, PARP10 e PARP15 presentano un motivo 

specifico per il legame degli RNA attraverso l’RNA Recognition Motif (RRM), trovato 

anche in differenti proteine che interagiscono con molecole di RNA, quali il complesso 

hnRNP (Heterogeneous Nuclear RiboNuclear Proteins), implicato nella regolazione 

dello splicing alternativo, ed il complesso snRNP (Small Nuclear RiboNuclear Proteins)  

[Amé et al., 2004]. Poco si conosce della struttura e funzione di PARP6 e PARP16. 

Kleine et al. (2008) hanno riportato che nel loro dominio catalitico non si ha la presenza 

del glutammato altamente conservato, che è presente negli altri membri [Kleine et al., 

2008].  

Il dominio catalitico nella famiglia PARP, composto da 5 β-sheet antiparalleli e da 4 β-

sheet misti, è molto conservato tra i suoi membri [Ruf et al., 1996]. 

2.2.1 Sottogruppo I 

La struttura e le funzione di PARP1 sono state oggetto di un numero notevole di studi. 

Essa comprende 6 domini,  cui sono state assegnate particolari funzioni (Figura 6) [Amé 

et al., 2004]: 

• Dominio A, il DNA-Binding Domain (DBD), che contiene sequenze 

responsabili delle interazioni tra PARP1 ed il DNA danneggiato; un dominio 

simile è stato trovato anche nella DNA ligase III [Petrucco et al., 2003]. Tale 

dominio è formato da due motivi zinc-finger e da due helix-turn-helix. Il ruolo 

esatto di ciascun motivo è quello di riconoscere e legare sia il taglio nella 
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singola elica che quello nella doppia elica di DNA, andando ad attivare la 

proteina stessa. Inoltre, il motivo zinc-finger è responsabile della interazione con 

altre proteine [Hassa et al., 2006].  

• Dominio B, che contiene un Segnale di Localizzazione Nucleare (NLS), 

responsabile del trasferimento della proteina verso il nucleo ed è anche un sito di 

taglio inattivante da parte della Caspasi 3 [Simbulan-Rosenthal et al., 1999]; 

• Dominio D, il Dominio di Automodificazione, che è responsabile della 

formazione dei PAR all’interno della proteina stessa; all’interno di questo 

dominio è presente anche un motivo BRCT, che è responsabile dell’interazione 

con vari fattori nucleari [Tao et al., 1999]; 

• dominio E (o WGR-domain): questo dominio è lungo 80/90 amminoacidi ed è 

compreso tra il dominio catalitico e il dominio di automodificazione. È chiamato 

WGR per i residui amminoacidici di triptofano (W), glicina (G), arginina (R), 

che sono molto conservati nel segmento centrale e che potrebbero garantire un 

legame con gli acidi nucleici [Hassa et al., 2006]. Questa regione delle PARP 

non è molto caratterizzata e la sua funzione non è molto conosciuta: essa è stata 

trovata anche nelle proteine con attività di (poli-A) polimerasi; 

• Dominio F, che rappresenta il dominio catalitico tipico della famiglia.   

L’analisi della struttura cristallografica del dominio catalitico di PARP1 ha 

dimostrato l’esistenza di una regione che lega NAD+, molto conservata in tutti i 

membri della famiglia (PARP signature), e formata da un motivo β-α-loop-β-α 

[Amé et al., 2004] (Figura 7). 
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Figura 6. The PARP superfamily: rappresentazione grafica della struttura dei membri PARP [© Nat. 

Rev. Mol. Cell. Biol. 2004]. 
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Figura 7. PARP signature. A. Allineamento multiplo dei 18 geni umani della famiglia PARP. La 
struttura secondaria del dominio catalitico di PARP di pollo è stata sovrapposta alle sequenze allineate: le 
frecce blu rappresentano i foglietti beta, i quadrati / rettangoli rossi simboleggiano le alfa eliche, mentre le 
linee orizzontali sono i loops. B. Rappresentazione della struttura terziaria del dominio catalitico [Amé et 
al., 2004]. 
 

Questo dominio contiene una α-elica addizionale, che trasmette il segnale di attivazione 

quando la proteina si lega al DNA danneggiato. La funzione del dominio C non è stata 

ancora determinata [Shall e Murcia, 2000; Hassa et al., 2006].  

Tramite studi knock-out, è stato suggerito che PARP1 giochi un  ruolo fondamentale in 

molti processi cellulari e molecolari, incluse la regolazione di pathways di segnalazione 

del danno al DNA, la modificazione della cromatina, la regolazione della trascrizione e 

quella delle  pathways di morte cellulare [Shall e Murcia, 2000; Krishnakumar et al., 

2010].  

Questi processi sono nodi cruciali a livello fisiologico, in quanto stanno alla base di 

attività come il mantenimento dell’integrità genomica e la regolazione della 

proliferazione e differenziamento cellulare; dal punto di vista fisiopatologico, possono 

causare funzioni neurologiche alterate, infiammazione, degenerazione, carcinogenesi 

[Hassa et al., 2006].  
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In vivo PARP1 agisce come un fattore di sopravvivenza: topi knock-out risultano essere 

ipersensibili a radiazioni ionizzanti ed agli effetti letali di agenti alchilanti; le radiazioni 

γ ne provocano rapidamente la morte per tossicità acuta da radiazioni. Si è visto, infatti, 

che fibroblasti primari e splenociti di topi PARP1(-/-), dopo trattamento con agenti 

citotossici, esibiscono una elevata frequenza di ricombinazione, amplificazione geniche, 

scambio di cromatidi fratelli, formazione di micronuclei [Ishizuka et al., 2003]. 

I meccanismi molecolari con cui PARP1 partecipa a queste pathways sono quattro 

[Hassa e Hottiger, 2008]: 

• L’enzima modifica l’architettura dei nucleosomi, associandosi a chaperoni o a 

enzimi modificanti la cromatina e formando un complesso che riconosce il 

nucleosome code o l’histone code (e.g., HDAC); 

• PARP1 partecipa attivamente alla formazione di un complesso multiproteico  di 

regolazione, che si lega ad un enhancer; 

•  L’enzima è coinvolto attivamente nella sorveglianza dell’integrità del genoma; 

• Una sovra-espressione della proteina, indotta da stress ossidativo, porta ad una 

notevole riduzione dei livelli di NAD+/ATP (necrosi cellulare) ed alla 

traslocazione nel nucleo del fattore che induce l’apoptosi (Apoptosis Inducing 

Factor, AIF): questa, che dipende da reazioni di poli(ADP-ribosilazione), 

culmina nella disfunzione cellulare ed attiva il programma di morte cellulare.  

Il dominio catalitico di PARP2 è quello che ha la somiglianza maggiore con PARP1 

(69% di similarità), ma in PARP2 questa regione è più vicina al sito accettore rispetto a 

PARP1: ciò potrebbe condizionare la scelta dei substrati. Inoltre, PARP2 modifica 

preferenzialmente l’istone H2B nello svolgere la funzione di controllo epigenetico della 

trascrizione, mentre PARP1 modifica l’istone H1. Anche PARP2 è una proteina 

nucleare, che si lega al DNA in seguito ad esposizione ad agenti citotossici: in questa 
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proteina, infatti, è stato ritrovato il DBD, che è comunque differente rispetto a quello di 

PARP1. All’interno di questo dominio, oltre a esserci i motivi zinc-finger, è presente 

una regione di 75 amminoacidi (dominio SAP), che è stata identificata in altre proteine 

localizzate nel nucleo ed è coinvolta nell’organizzazione cromosomica e nel DNA-

repair (e.g., AP-endonucleasi e Ku70). PARP2 interagisce con PARP1 e condivide 

interattori comuni (e.g., XRCC1, DNA polimerasi β, DNA ligasi III) in pathways come 

la riparazione della singola elica di DNA (Single Strand Break Repair, SSBR) e la 

riparazione per escissione di basi (Base Excision Repair, BER). D’altra parte, PARP2 

ha specifiche interazioni nella pathway di mantenimento dell’integrità dei telomeri, 

come la proteina telomerica TRF2 [Huber et al., 2004; Hassa e Hottiger, 2008; 

Krishnakumar et al., 2010].  

Inoltre, il dominio SAP potrebbe essere coinvolto nel legame struttura-specifica o 

sequenza-specifica con il DNA e con l’RNA, andando a partecipare all’assemblaggio 

del complesso che processa il pre-mRNA. Il dominio SAP, legando gli Scaffold 

Attachment Factors A e B (SAF A/B), agisce sulle regioni cromosomiche che fanno 

parte dello scaffold o della matrice di interazione con le proteine non-istoniche (SAR) 

per regolare la trascrizione (Figura 6) [Aravind e Koonin, 2000; Hassa et al., 2006; 

Hassa e Hottiger, 2008]  

PARP3 è stato identificato come un componente del centromero ed è preferenzialmente 

localizzato a livello dei centrioli durante la progressione del ciclo cellulare. Questa 

proteina mostra un segmento N-terminale più corto rispetto agli altri componenti della 

famiglia: i 54 amminoacidi che compongono tale estremità sono responsabili della 

localizzazione nella regione del centrosoma. PARP3 condivide i domini E ed F con 

PARP1, nei confronti della quale ha una similarità del 61% (Figura 6). L’attività di 

PARP3 non è molto caratterizzata, tuttavia risulta essere inibita dagli stessi inibitori di 

PARP1. PARP3 interagisce con PARP1 a livello dei centromero, dato che suggerisce 
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una potenziale funzione di checkpoint mitotico in caso di danni al DNA [Augustin et al., 

2003].  

 

2.2.2 Sottogruppo II: PARP4 (o vPARP) 

Il sottogruppo II è composto dal solo membro PARP4 (vault-PARP, vPARP); questa 

proteina possiede una struttura molecolare diversa da tutti gli altri membri, ma 

condivide lo stesso dominio catalitico, tipico della famiglia a cui appartiene [Amé et al., 

2004]. 

PARP4, la più grande proteina della famiglia (193kD), si associa alle particelle vault a 

formare un complesso RiboNucleoProteico (vRNP) citoplasmatico. Assieme a PARP4, 

fanno parte a questo complesso altre due proteine molto conservate, come Major Vault 

Protein (MVP) e la Telomerase Associated Protein (TEP1), nonchè diversi noncoding 

RNAs, i vault-RNAs (o vRNA) [Kickhoefer et al., 1999]. 

A differenza delle altre proteine della famiglia, il dominio catalitico (28% di similarità 

con il dominio F di PARP1) è localizzato nell’N-terminale della proteina. PARP4 è 

stata purificata come componente del vRNP ed è l’unico membro della famiglia in 

grado di polimerizzare mono(ADP-ribosio) e PAR. Sempre nell’N-terminale è presente 

un dominio contenente il motivo BRCT, che è responsabile dell’interazione con altri 

fattori nucleari. È stato notato che proteine che presentano tale dominio sono coinvolte 

in funzioni di riparazione a seguito di un danno al DNA [Amé et al., 2004]. 

Dopo il dominio catalitico troviamo il dominio inter-α-trypsin, chiamato anche dominio 

di tipo A del fattore di von Willebrand (VWA), il quale è responsabile delle interazioni 

con altri complessi multiproteici. Nell’estremità C-terminale di PARP4 troviamo il 

dominio che interagisce con MVP (o MVP-Binding Domain, MVP-BD) [Kickhoefer et 

al., 1999] ( Figura 6).  

 



 

DOTTORATO IN BIOLOGIA, GENETICA UMANA E BIOINFORMATICA:  
BASI CELLULARI E MOLECOLARI DEL FENOTIPO - XXIII CICLO  

21 STRUTTURA GENOMICA ED ANALISI DEL TRASCRITTOMA DEI  GENI PARP NELLE CELLULE 
ALFA E BETA DEL PANCREAS DI MAMMIFERO, A STEADY STATE E DOPO TRATTAMENTO CON 

CITOCHINE 

2.2.3 Sottogruppo III: le Tankirasi 

Il sottogruppo III comprende due enzimi, le tankirasi (TNKS1 e TNKS2, denominate  

anche PARP5a e PARP5b, rispettivamente). Questi due enzimi hanno la particolarità di 

presentare nell’N-terminale il dominio ankyrin-repeat (ARD), che è responsabile di 

interazioni proteina-proteina con famiglie di proteine molto diverse. PARP5a può 

contenere nel dominio centrale fino a 20 ankirine [Amé et al., 2004; Mosavi et al., 

2004]; ARD è affiancato nell’NH-terminale da una ripetizione di 33 volte di un motivo 

costituito dagli amminoacidi Istidina (H), Prolina (P), Serina (S) (HPS), il quale al suo 

interno ospita un motivo consenso delle MAPK (PXSP). La fosforilazione di questo 

motivo, dopo la stimolazione da parte dell’insulina, aumenta l’attività delle TNKS 

suggerendo che queste proteine svolgano un ruolo importante nella segnalazione 

dell’insulina. Nella regione compresa tra il dominio catalitico e ARD, si ha lo Sterile 

Alpha Motive (SAM), il quale è molto diffuso nelle proteine nucleari e di segnalazione e 

può mediare la omo- o la eterodimerizzazione delle  proteine (Figura 6) [Amé et al., 

2004]. 

Le TNKS e TNKS2 possono essere coinvolte nella condensazione della cromatina, 

partecipando come proteine scaffold insieme ad altri complessi proteici. La Tankirasi 1 

partecipa a diverse funzioni cellulari in diversi comparti: è associata al Telomere-Repeat 

Factor (TRF1) ed alla Tankirase-Binding protein (TAB) nel mantenimento della 

stabilità e della lunghezza dei telomeri; è associata anche ai centromeri mitotici durante 

l’anafase; è presente nell’Apparato del Golgi dopo stimolazione da parte dell’insulina 

[De Rycker et al., 2003; De Rycker e Price, 2004; Amé et al., 2004]. 

L’altra Tankirase, TNKS2 (PARP5b), condivide con  TNKS una alta similarità di 

sequenza (superiore all’85%), ma è priva del motivo HPS (Figura 6). Come TNKS, 

anche TNKS2 interagisce con lo stesso set di proteine (TRF1, IRAP, Glut4, Grb14, 

TAB182, NuMa) e probabilmente può svolgere le stesse funzioni nell’omeostasi dei 
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telomeri e nella regolazione del traffico delle vescicole (trasporto del glucosio 

all’interno del Golgi e trasduzione del segnale dell’insulina) [Amé et al., 2004]. 

Entrambe le tankirasi vanno ad agire nella pathway di WNT, degradando AXIN [Huang 

et al., 2009]. 

2.2.4 Sottogruppo IV: CCCH-PARP 

Questo sottogruppo è caratterizzato dalla presenza di domini con residui triptofano (W), 

triptofano (W), glutammato (E) (WWE-domain), che sono molto conservati e sono 

coinvolti nelle interazioni proteina-proteina con le ubiquitine; inoltre, mediano la 

funzione dei sistemi di coniugazione con l’ADP-ribosio (Figura 6). Questo dominio è 

presente, sia in singola che in multipla copia, in tutti i vertebrati e nelle piante. La sua 

funzione è data dal legame, assieme alle ubiquitine, con altre proteine / enzimi che 

partecipano alla trasduzione del segnale [Aravind, 2001]. 

I motivi zinc-finger, presenti in questo sottogruppo, sono differenti rispetto a quelli 

trovati in PARP1 e nella DNA-Ligasi III. [Amé et al., 2004]. I membri della famiglia  

CCCH zinc-finger sono accomunati dal fatto che presentano due ripetizioni del motivo a 

dita di zinco, costituite da residui di Cisteina (C) ed un residuo di Istidina (H), 

intervallati da altri amminoacidi non conservati con una struttura di tipo Cx8Cx5Cx3H 

(dove C è la Cys, H è l’His, e x rappresenta gli aa non conservati, in quantità pari al 

numero rappresentato nella formula di struttura) [Thompson et al., 1996]. Il dominio di 

PARP7, PARP 12, PARP13 è coinvolto nella regolazione del ciclo cellulare e nella fase 

di crescita delle cellule (Figura 6). È stato visto che anche PARP10 presenta un motivo 

zinc-finger che è coinvolto nel riconoscimento di motivi presenti nell’RNA, in modo 

analogo alle proteine leganti l’RNA che partecipano al complesso ribonucleoproteico e 

che regolano lo splicing [Amé et al., 2006].  
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2.2.4 Sottogruppo V: macroPARP 

Le macroPARP (Parp9, Parp14, Parp15) sono poly(ADP-ribosio)-polimerasi contenenti 

il macrodominio (da uno a tre) e sono coinvolte nella regolazione della trascrizione in 

risposta alle citochine (Figura 6). All’interno del macrodominio è presente la variante 

macroH2A dell’istone corrispondente, che è responsabile della repressione della 

trascrizione e dell’inattivazione del cromosoma X. È interessante notare che questi 

macrodomini H2A possono inibire l’attività di PARP1 in specifici promotori, che 

devono rimanere inattivati in assenza di particolari stimoli o all’interno del cromosoma 

X inattivo [Hakmé et al., 2008a]. In molti studi è stato visto che proteine che 

contengono il macrodominio sono implicate nella repressione della trascrizione, 

andandosi a legare ai promotori di molti geni [Aguiar et al., 2005]. PARP9 (o BAL) 

possiede nella regione del promotore un elemento di risposta all’interferone-γ (INFγ): 

questo implica una sovraespressione del gene durante il trattamento con questa 

citochina e la conseguente attivazione dei geni controllati dall’INFγ. Inoltre PARP9 / 

BAL1, associata alla proteina BBAP della famiglia DELTEX (ubiquitine), partecipa alla 

pathway Nocth-signaling [Hakmé et al., 2008a; Cho et al., 2009]. 

PARP14 (BAL2 nell’uomo, Collaboratore di Stat6 o CoaST6 nel topo) è coinvolta 

nell’attivazione dell’espressione dei geni attivati da Stat6: attraverso il macrodominio, 

PARP14 eterodimerizza con Stat6 ed attiva i geni controllati dall’interleuchina 4 (IL4) 

[Goenka et al., 2007; Cho et al., 2009]. In presenza di stimolazione con INFγ, PARP14 

non attiva tutti i geni target, confermando la competività tra Stat6 e Stat1, che è attivato 

dall’interferone [Goenka et al., 2007]. 
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2.3 Ubiquitine 

Le ubiquitine sono una grande famiglia di proteine coinvolte in molteplici processi 

cellulari, quali la modificazione post-traduzionale, la degradazione di proteine 

bersaglio, il DNA-repair, il silenziamento dei geni, il coinvolgimento in signaling 

pathways, la partecipazione all’endocitosi e la fusione di vescicole citoplasmatiche 

[Andersen et al., 2005]. Per svolgere questi processi cellulari, le ubiquitine 

interagiscono con proteine che presentano domini (o motivi) specifici. I domini più 

importanti sono [Andersen et al. (2005)]: 

• UBiquitin-Associated (UBA), domini contenuti nella maggior parte delle 

proteine che si associano alle ubiquitine e sono coinvolti in differenti processi 

cellulari; 

• Ubiquitin-Interaction Motif (UIM), motivo trovato anche in PARP10; 

• Coupling of Ubiquitin conjugation to ER (CUE); 

• GAT che comprende due motivi il GGA (associato all’Apparato del Golgi) e 

TOM (che ha come target Myb); 

• Ubiquitin E2Variant (UEV); 

• Nuclear-protein-localization-gene 4 Zinc Finger (NZF). 

I processi caratterizzati in maggior dettaglio sono le modificazioni post-traduzionali (la 

fosforilazione, la acetilazione, la glicosilazione, la ADP-ribosilazione) e la degradazione 

dei targets mediante la formazione del proteosoma 26S [Andersen et al., 2005].  

Proteine, che catalizzano l’unione tra l’ubiquitina e le proteine target, sono: E1 (un 

enzima che attiva l’ubiquitina), E2 (un enzima che coniuga l’ubiquitina), E3 (la proteina 

di legame). Nei casi di poli-ubiquitinazione di un bersaglio, coopera un’altra proteina, 

E4, che si lega efficientemente all’ubiquitina nascente e la lega ad altre [Andersen et al., 

2005]. 
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Sono due i complessi di ubiquitina e proteine associate, che sono coinvolti nell’attività 

proteolitica: S5a/Rpn10/Pus1 e S6/Rpn5 [Andersen et al. (2005)]. 

Il complesso S5a/Rpn10/Pus1 è costituito da proteine, che interagiscono non 

covalentemente con le ubiquitine e che contengono due motivi UIM. Nell’N-terminale 

di questo complesso, è stato trovato il von Willebrand motif (VWA) [Andersen et al. 

(2005)]; lo stesso dominio che è stato trovato anche in PARP4 (vPARP) ( Figura 6) 

[Kickhoefer et al., 1999]. 

L’ubiquitinazione delle proteine è una modificazione post-traduzionale chiave nella 

regolazione dei processi effettuati nell’ambito delle pathways di segnalazione di NF-κB 

and IRF. Durante l’ubiquitinazione, le ubiquitine sono attaccate in maniera covalente ai 

residui di Lisina delle proteine substrato [Akutsu et al., 2011].  

 

2.4 Diabete e Citochine 

Il diabete mellito di tipo 1 potrebbe essere definito una autodistruzione selettiva delle 

cellule β pancreatiche, mediata dal sistema immunitario, con conseguente deficienza di 

insulina [Atkinson, 2005; Kim e Lee, 2009]. In individui suscettibili, i linfociti T del 

sistema immunitario attaccano le cellule che presentano l’antigene β-specifico ed 

attivano  il programma apoptotico. Si è visto, infatti, che in topi Diabetici Non Obesi 

(NOD) le isole pancreatiche sono soggette a infiltrazioni di diverse cellule del sistema 

immunitario e infiammatorio, come i linfociti B e T (sia CD4+ che CD8+), macrofagi e 

cellule dentritiche. Queste cellule rilasciano in prossimità dei bersagli molecole pro-

infiammatorie, come le citochine, e le Specie Reattive dell’Ossigeno (ROS), che 

contribuiscono alla distruzione delle cellule β. La fase iniziale dell’apoptosi delle cellule 

β è mediata da meccanismi contatto-dipendente e da citochine solubili [Kim e Lee, 

2009].  
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La morte programmata viene attivata attraverso due vie alternative: la via della 

perforina-granzima (per mezzo dei linfociti T CD8+), oppure attraverso la pathway 

mediata da Fas  (stimolata dai linfociti T CD4+). Comunque il sistema Fas/FasL da solo  

non può spiegare in maniera completa l’attivazione di tale programma [Kim e Lee, 

2009].  

È stato proposto che i linfociti T CD8+ lisino le cellule attraverso la citotossicità mediata 

da perforina, mentre i linfociti T CD4+ (una maggiore sorgente di IFN-γ e  TNF-α) 

inducano l’apoptosi in collaborazione con i macrofagi (sorgente di TNF-α), agendo in 

sincronia in modo da aumentare la sensibilità del bersaglio e provocare anche una 

risposta infiammatoria [Wang et al., 1991; Kim e Lee, 2009]. È stato visto che il 

processo viene stimolato da una sinergia tra la citotossicità contatto-dipendente e la 

segnalazione tramite mediatori solubili (citochine), quali il Tumor Necrosis Factor 

alpha (TNFα), l’Interleukin-1 beta (IL1β), l’Interferon-gamma (INFγ). In questo 

processo entrano in gioco macrofagi e cellule dendritiche quale fonte principale di 

specie radicali (e.g., NO) ed altri mediatori citotossici solubili [Appels et al., 1989; Kim 

e Lee, 2009]. 
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Figura 8: Modello proposto sulla base degli esperimenti di combinazione delle citochine, coinvolte nella 
patogenesi del Diabete Mellito di tipo 1. Nella parte sinistra di questa figura è messo in evidenza il ruolo 
di NF-κB (dopo stimolazione) nell’ attivare fattori di trascrizione ed altri geni, coinvolti nell’apoptosi. 
Nella parte destra, invece, si osserva l’intervento di IFNγ nel preparare la cellula β alla morte [con 
l’asterisco (*) sono indicati i fattori di trascrizione] [Cardozo et al., 2001]. 
 

 

Sebbene queste molecole effettrici alterino il ciclo cellulare, i loro effetti sul bersaglio 

non sono devastanti se sono somministrate singolarmente. In alcuni lavori è stato visto 

che la combinazione tra IFNγ ed IL1β in vitro può svolgere un ruolo importante nella 

insorgenza del Diabete Mellito di tipo 1 (Figura 8). Alcuni ricercatori hanno suggerito 

che la sinergia tra IFNγ e TNFα sia un mediatore cruciale della morte cellulare e della 

distruzione delle cellule β: una combinazione di queste molecole, ma non di altre 

citochine, induce l’apoptosi caspasi-dipendente sia in cellule di insulinoma che nelle 

isole pancreatiche, mentre IL1β ha un minore effetto sull’insulinoma. È stato visto 

anche che trattamenti con IFNγ hanno lo scopo di sensibilizzare le cellule resistenti di 

insulinoma e pancreatiche alla stimolazione da parte di TNFα, che va ad attivare la 
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proteina Signal Transducer and Activator of Transcription-1 (STAT1) [Suk et al., 2001; 

Schott et al., 2004; Thomas et al., 2004; Kim e Lee, 2009].  

 
Figura 9: Meccanismo di azione di NF-κB dopo stimolazione con citochine. 

 

L’esatto meccanismo, che si viene a innescare, è ancora poco chiaro: molti studi hanno 

osservato che nella risposta alle citochine è implicato il Nuclear Factor kappa B (NF-

κB), la cui attività è stimolata da TNFα and IL-1 durante il processo apoptotico (Figura 

9). È stata messa in luce la doppia funzione di NF-κB sulla regolazione della morte 

cellulare: l’attivazione del fattore da parte di TNFα o di IL-1 svolge un ruolo 

proapoptotico, soprattutto quando viene innescata la pathway segnalatoria di Fas o altri 

recettori con ruolo simile, mentre con altri membri della famiglia TNF svolge un ruolo 

antiapoptotico [Kim e Lee, 2009]. 

NF-κB è un fattore di trascrizione presente in tutti i tipi cellulari e coinvolto nella 

risposta agli stimoli come stress, citochine, radicali liberi, radiazioni ultraviolette, 

antigeni virali e batterici. La proteina può esistere in forma di omo- o etero-dimero, 

costituito da un set di alcune subunità che comprende p65 (RelA), c-Rel, RelB (le quali 

contengono domini trascrizionali di attivazione), p50 (NF-κB1), p52 (NF-κB2); queste 
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ultime due non contengono domini trascrizionali di attivazione. Sia NF-κB1 che NF-

κB2 vengono sintetizzate sotto forma di grandi precursori (chiamati p105 e p100), che 

sono processati per dare i prodotti p52 e p50, rispettivamente. Questo processamento di 

p105 e p100 è mediato dalla pathway dell’ubiquitina / proteosoma e coinvolge la 

degradazione selettiva delle loro regioni C-terminali, contenenti repeats di ankirina 

[Patel e Santani, 2009]. 

Questi due membri NF-κB svolgono un ruolo cruciale nella modulazione di specifiche 

funzioni di NF-κB stesso: p50 e p52 in forma omodimerica costituiscono dei repressori 

trascrizionali di NF-κB e partecipano all’attivazione della espressione di altri geni 

target, mentre gli eterodimeri formati da RelA, RelB, c-Rel determinano la 

transattivazione di NF-κB. In aggiunta, gli omodimeri di NF-κB1 e NF-κB2 si legano 

alla proteina nucleare Bcl3, formando un potente attivatore trascrizionale [Li e Verma, 

2002; Patel e Santani, 2009].  

NF-κB è espresso nel citoplasma di tutti i tipi cellulari e la sua attività è controllata da 

una famiglia di proteine regolatrici, chiamate Inibitore di NF-κB (o IκB) [Hayden e 

Ghosh, 2004]. Recenti osservazioni hanno indicato che IκBα e IκBγ hanno la funzione 

di shuttle tra nucleo e citoplasma all’interno del complesso NF-κB-IκB ed hanno la 

capacità di spostare NF-κB dal sito di legame con il DNA e riportarlo nel citoplasma 

[Birbach et al., 2002].  

Dopo trattamento con citochine (quali TNFα e IL-1), NF-κB si attiva e trasloca nel  

nucleo attivando molti geni, quali iNOS, FAS, CYB5R3, CD40, MAP kinase 

phosphatase, IP3 3-kinase, IκBα. L’attivazione di NF-κB può scatenare una cascata di 

espressione di geni sia pro- che antiapoptotici, ma nelle cellule β si ha una 

predominanza di attivazione dei geni proapoptotici (Figura 9) [Cardozo et al., 2001]. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Analisi della Struttura Genomica dei Geni della Famiglia 

PARP  

La ricerca ed identificazione dei membri della famiglia PARP nell’uomo e nel topo è 

stata effettuata in NCBI (National Center for BioTechnology Information) 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov]: nella sezione Gene [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene] 

sono stati identificati: Official Gene Symbol, Alter Name, Gene ID, Chromosome 

Localization, i confini del gene e la sua polarità (cioè, se si trova nel filamento plus o 

minus del DNA); mediante ricerche approfondite abbiamo identificato in Nucleotide 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/] tutte le informazioni concernenti la struttura 

del gene, la sua sequenza nucleotidica, quelle dei diversi trascritti sintetizzati (è noto 

che molti geni codificano diverse isoforme di mRNA, la cui espressione viene regolata 

con specifiche modalità spazio - temporali), e la sua sequenza codificante; da Protein e 

UniProt [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/; http://www.uniprot.org/] sono state 

ricavate le informazioni sulla struttura della proteina: Protein Accession Number, Amino 

Acid Number, Molecular Weight, struttura e funzione dei vari domini proteici.  

Tramite T1Dbases [http://t1dbase.org/page/Welcome/display] abbiamo ricercato la 

sovrapposizione tra localizzazione genomica dei geni della famiglia PARP in Homo 

sapiens e Mus musculus e regioni di suscettibilità al Diabete Mellito, sia quello di primo 

tipo che quello di secondo.  

Per individuare in quale compartimento cellulare risiedano le varie proteine PARP 

abbiamo utilizzato LocDB [http://www.rostlab.org/services/locDB/]: LocDB è un 

database molto curato, che raccoglie tutte le annotazioni sperimentali sulla 

localizzazione subcellulare delle proteine nell’uomo, predette con metodi state of art 
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mediante i tools LOCtree, WOLFPSORT, MultiLOC2, TargetP, PredictNLS, NucPred,  

e confermate anche mediante verifica sperimentale nei casi in cui questa informazione 

fosse disponibile. Attualmente LocDB contiene informazioni per 19.604 proteine 

Uniprot e per ciascuna è indicata anche la classificazione Gene Ontology (GO) [Rastogi 

e Rost 2010]. 

Successivamente è stato effettuato l’allineamento dei domini proteici al fine di valutarne 

l’identità e la similarità, prendendo come riferimento quelli di PARP1. Per fare ciò è 

stato utilizzato il programma BioEdit, un tool che permette di allineare le sequenza di 

aminoacidi tramite ClustalW. 

3.2 Analisi dei Trascritti dei Geni della Famiglia PARP 

Le cellule delle isole pancreatiche di topo αTC1 (derivate da cellule di glucagonoma di  

topo, immortalizzate e selezionate per ceppo specifico) [Powers et al., 1999] e βTC1 

(derivate da cellule di insulinoma di topo, immortalizzate e selezionate per ceppo 

specifico) [Efrat et al., 1988] sono state ottenute dalla American Type Culture 

Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Le αTC1 sono state fatte crescere a 37°C con 

5% di CO2 in terreno DMEM (Dulbecco-Modified Eagle), al quale sono stati aggiunti: 

10% di siero fetale bovino, 4 mM  di L-glutammina, 16 mM di glucosio, 0.1 mM di 

amminoacidi non essenziali, 0.02% albumina fetale bovina, 17mM di bicarbonato 

sodio, 15mM di Hepes. Le βTC1 sono state fatte crescere a 37°C con 5% di CO2 in 

terreno DMEM, al quale sono stati aggiunti: 15% di siero di cavallo e  2.5% di siero 

fetale bovino. 

Entrambe le linee cellulari di pancreas murino (αTC1 e βTC1) sono state stimolate con  

le citochine, per mimare le condizioni del sistema immunitario dopo l’esposizione 

dell’antigene da parte delle isole: infatti, vengono usate Interleukin 1-beta (IL1β, 

50U/ml), Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα, 1000U/ml) e Interferon gamma (INFγ, 

1000U/ml). Sono stati presi in considerazione due time-points (24 ore e 48 ore di 
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trattamento) e per ogni time-point sono state analizzate due aliquote (un controllo e un 

trattato). 

L’RNA totale dei controlli e dei trattati di entrambi i time-points e di entrambe le linee è 

stato estratto utilizzando il TRIzol® RNA Isolation Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), seguendo il protocollo standard consigliato dalla Invitrogen. L’RNA estratto è 

stato retrotrascritto mediante High Capacity RNA to cDNA Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) secondo il protocollo  consigliato dalla Applied Biosystems.  

I primers per la PCR sono stati disegnati mediante il programma PerlPrimer, un tool che 

è ottimizzato per il disegno dei primers per PCR standard, bisulphite-PCR, real-time 

PCR e per reazioni di sequenziamento. PerlPrimer ha la capacità di prevedere i possibili 

dimeri di primers, di identificare mediante collegamento con Spidey la struttura del gene 

[5’UTR, CDS (esoni, introni, e relativi confini), 3’UTR], di allineare i primers alla 

sequenza tramite BLAST di NCBI oppure un server locale, di quantificare la presenza 

del dinucleotide GC e la temperatura di melting delle coppie di primers, di scoprire le 

isole CpG presenti nel gene, ed infine di disegnare i primers in modo tale da identificare 

il DNA genomico, contaminante l’RNA utilizzato per la reazione (vedi tabella 1) 

[Marshall, 2004]. 

 
 
Tabella 1. Elenco delle coppie di primers utilizzate per l’analisi dei trascritti dei geni PARP. Nella tabella 
sono inserite le posizioni dei primers sul gene (Pos), la lunghezza del primer (Len), la temperatura di 
Melting (Tm), le lunghezza dell’amplimero (Amp) e il grado di dimerizzazione dei primers (dG). 
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La Real-Time PCR è stata eseguita tramite ABI PRISM 7900HT Fast Real Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Per l’analisi in Real-Time dei 

trascritti è stato utilizzato il Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA). L’analisi dei dati è stata effettuata utilizzando il metodo 2-��CT 

[Livak e Schmittgen, 2001].  

 

3.3 Costruzione delle Networks relative ai Geni della Famiglia 

PARP in Homo sapiens ed in Mus musculus  

Abbiamo ricostruito le networks biologiche, all’interno delle quali  i diversi membri 

della famiglia PARP vengono espressi e svolgono la loro funzione sia in Homo sapiens 

che in Mus musculus, con un duplice scopo: (A) comprendere in modo appropriato il 

contesto biomolecolare nel quale queste proteine sono inserite; (B) prevedere le 

conseguenze patologiche sul fenotipo di alterazioni della loro l’espressione. Al tal fine, 

sono stati raccolti tutti i dati sulle connessioni tra i membri della famiglia PARP e i 

relativi interattori: tipo di interazione, co-espressione, co-partecipazione a processi 

biologici, conservazione evolutiva dell’interazione, evoluzione concorde tra due 

interattori [Raman 2010]. Questi dati sono stati ottenuti dai seguenti database: 

 

• BioGRID [http://thebiogrid.org]; 

• HPRD [http://www.hprd.org]; 

• HumanCyc [http://humancyc.org]; 

• IntAct [http://www.ebi.ac.uk/intact]; 

• MINT [http://mint.bio.uniroma2.it/mint/Welcome.do]; 

• NCI/ nature pathway interaction databases [http://pid.nci.nih.gov]; 

• STRING [http://string-db.org]; 
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• COXPRESSdp [http://coxpresdb.jp]. 

Al fine di valutare il contesto in cui operano gli interattori dei geni PARP, abbiamo 

ricercato i dati di co-espressione mediante COXPRESSdp (http://coxpresdb.jp): questo 

database raccoglie i dati sull’espressione genica prodotti da molti studi sperimentali, 

effettuati in vari organismi, tra cui Homo sapiens e Mus musculus. I dati di espressione 

genica vengono confrontati tra di loro mediante il coefficiente di correlazione di 

Pearson, calcolando il Mutual Rank (MR) [Obayashi e Kinoshita, 2011]. Dando come 

input i singoli membri della famiglia PARP, il database ci restituisce come output una 

lista di 300 geni con elevato MR. Tramite DAVIDdb 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/conversion.jsp) abbiamo verificato l’appartenenza dei 

geni co-espressi agli stessi clusters di funzionalità dei geni della famiglia PARP ed 

abbiamo selezionato i clusters correlati all’apoptosi, alla risposta allo stimolo da parte 

delle citochine, alla pathway di NF-κB.  

Nella maggior parte dei database citati non sono presenti adeguate informazioni sulle 

PARP di Mus musculus: quindi, per effettuare l’analisi delle networks abbiamo 

utilizzato STRING 9.0, un database di interazioni predette e conosciute. Le interazioni 

sono state ricavate da associazioni dirette (o fisiche) e funzionali, da contesti genomici, 

esperimenti high-throughput, coespressione conservata e da dati di letteratura 

[Szklarczyk et al., 2011]. 

BioGRID (Biological General Repository for Interaction Datasets) è un database  

pubblico, che archivia e divulga dati su interazioni genetiche e proteiche in organismi 

modello e nell’uomo. Attualmente sono presenti 348.000 interazioni (170.000 genetiche 

e 178.000 proteiche), identificate sia tramite esperimenti high-throughput in sistemi 

complessi che attraverso studi centrati su specifici fenomeni biologici [Stark et al., 

2010]. 
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HPRD (Human Protein Reference Database) e MINT sono database in cui sono 

presenti dati di interazioni di proteine umane. Inoltre, in HPRD le interazioni tra 

proteine sono state ottenute tramite spettrometria di massa e protein-microarrays. In 

questo database sono inseriti anche i motivi aminoacidici, identificati quali target di 

fosforilazione [Keshava Prasad et al., 2009; Ceol et al., 2010]. 

HumanCyc (una sezione di BioCyc colletion) è un database contenente dati su proteine 

coinvolte in molte pathways metaboliche dell’uomo (espressione genica, proteomica, 

metabolomica) [Karp et al., 2005]. 

IntAct è un database libero, che raccoglie più di 200.000 evidenze di interazioni binarie. 

Tra le informazioni (ricavate da dati di letteratura e dati sperimentali) sono presenti il 

tipo di interazione, annotazioni sugli interattori, le loro proprietà [Aranda et al., 2010]. 

NCI/ nature Pathway Interaction Databases è un database molto curato, che raccoglie 

dati di esperimenti microarray fatti su proteine di pathway predefinite (segnalazione 

molecolare, eventi regolatori, processi chiave cellulari) in modo da poter costruire una 

mappa completa di connessione [Schaefer et al., 2009]. 

Tutti i dati raccolti sono stati messi insieme e processati da Cytoscape 2.8.2, un tool che 

permette di costruire le networks a cui partecipano i membri della famiglia PARP 

[Smoot et al., 2011].  
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4. RISULTATI 

I dati genomici sui geni della famiglia PARP in Homo sapiens ed in Mus musculus sono 

riportati nelle Tabelle 2 e 3. I geni del sottogruppo delle macroPARP sono tutti 

localizzati nella stessa regione genomica, cioè 3q21.1 nell’uomo e 16B3 nel topo.  

Quasi la metà dei geni PARP umani presenta varianti trascrizionali, mentre nel topo 

solo PARP10 ha due isoforme. Nel caso di tiPARP, PARP8 e PARP9 umane sono state 

identificate varianti trascrizionali, 3 per i primi due geni e 6 per l’ultimo; gli altri 4 geni 

presentano solo 2 isoforme di mRNA (Tabelle 2 e 3). 

Il segmento trascritto più lungo sembra essere quello di PARP4 (5485 nt nell’uomo e 

6391 nt nel topo, codificati da 34 e 35 esoni, rispettivamente); le proteine codificate 

hanno un PM 193 kDa e sono costituite da 1724 e 1969 amino acidi (aa), 

rispettivamente (Tabelle 2 e 3). Il segmento trascritto più corto è rappresentato da 

hsPARP16 e mmPARP16 (2551 nt e 2483 nt, codificati da 6 e 7 esoni, rispettivamente), 

che in entrambi gli organismi codificano una proteina matura di 322 aa (PM 37 kDa) 

(Tabelle 2 e 3).  

Abbiamo analizzato il dominio catalitico dei membri della famiglia PARP e lo abbiamo 

confrontato con quello di PARP1, che è stato caratterizzato in dettaglio sia 

strutturalmente che funzionalmente: a livello proteico, abbiamo notato la esistenza di un 

grado di identità, che varia dal 46% (PARP2) al 21% (PARP16) (Tabelle 2 e 3); se 

invece valutiamo la similitudine tra le sequenze (considerando il fatto che in natura ci 

sono aa che hanno proprietà chimico-fisiche simili), otteniamo un range di similarità 

che va dal 69% (PARP2) al 32% (in PARP16), circa una volta e mezzo in più rispetto 

all’analisi precedente (Tabelle 2 e 3). 
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Tabella 2: Membri della famiglia PARP nell’uomo. Nella tabella sono inseriti l’Alter Name, Gene ID, 
Protein Accession Number, la localizzazione cromosomica, la struttura genica ed aminoacidica, le 
percentuali di identità e similitudine dei domini catalitici, tipici della famiglia, con quello di PARP1. I 
colori usati e la disposizione indicano il sottogruppo, al quali i membri appartengono.  
 

 
Tabella 3: Membri della famiglia PARP nel topo. Nelle tabelle sono inserite l’Alter Name, Gene ID, 
Protein Accession Number, la localizzazione cromosomica, la struttura genica e amminoacidica e le 
percentuali di identità e similitudine dei domini catalitici, tipici della famiglia, con quello di PARP1. I 
colori usati e la disposizione sono relativi al sottogruppo a cui i membri appartengono. 
 

Tramite T1Dbase abbiamo ricercato se questi geni risiedessero in regioni candidate per 

la patogenesi del Diabete Mellito di tipo I e di tipo II: mediante il confronto tra le 

regioni presenti nel database, nessun gene PARP di Homo sapiens risulta localizzato né 
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in regioni, che danno suscettibilità a questa patologia, né in regioni che danno 

resistenza. Diversamente, in Mus musculus abbiamo visto che PARP8 e PARP11 sono 

in regioni che, se subiscono mutazioni, danno suscettibilità alla malattia (Tabelle 4 e 5). 

 
 
Tabella 4: Analisi delle Posizioni dei Membri della Famiglia PARP nell’Uomo. Tramite T1DBase si è 
effettuata l’analisi delle posizioni dei membri della famiglia PARP, localizzati in regioni genomiche 
associate al Diabete Mellito. Lavori in letteratura testimoniano un coinvolgimento nell’apoptosi di alcuni 
membri, pur non essendo presenti in tali regioni. (Nusinow et al., 2007; Hakmé et al. 2008a; Hassa e 
Hottiger, 2008, Cho et al., 2009)  
 

 
 
Tabella 5: Analisi delle Posizioni dei Membri della Famiglia PARP nel topo. Tramite T1DBase, si è 
effettuata l’analisi delle posizioni dei membri della famiglia PARP, localizzati in regioni genomiche 
associate al Diabete Mellito (DM): solo PARP8 e PARP11 si trovano in regioni che conferiscono 
suscettibilità al DM. Numerose pubblicazioni testimoniano un coinvolgimento nell’apoptosi di diversi 
geni PARP, pur non presenti in tali regioni (Nusinow et al., 2007; Hakmé et al., 2008a; Hassa e Hottiger,  
2008; Cho et al., 2009). 
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Successivamente, per mezzo di LocDB, abbiamo determinato la localizzazione 

subcellulare delle proteine in Homo sapiens (Tabella 6). 

 
 
Tabella 6: Localizzazione delle proteine PARP nei vari comparti cellulari. Localizzazione delle 
proteine della famiglia PARP tramite il database LocDB: nella prima colonna si hanno le posizioni 
predette dai tools LOCtree, WOLFPSORT, MultiLOC2, TargetP, PredictNLS, NucPred; nella seconda 
colonna sono riportate le localizzazioni secondo dati di letteratura. 
 

Per mezzo di tools di predizione (vedi sopra e la sezione di “Materiali e Metodi”), 

abbiamo voluto analizzare la posizione delle proteine mature: in tutti i membri, di cui è 

disponibile il risultato, è stata predetta una posizione nucleare e citoplasmatica, in 

particolare nelle vescicole, nell’Apparato del Golgi, nel reticolo endoplasmatico e nei 
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mitocondri (Tabella 6). Per alcune di queste PARP (PARP3 PARP4, PARP9, PARP14, 

le Tankirasi) è descritta anche l’interazione con il DNA (Tabella 6). Dai dati di 

letteratura si evince che la quasi totalità delle PARP analizzate mostra una 

localizzazione nucleare e nucleolare, con l’esclusione di PARP14, che è stata 

identificata nelle vescicole citoplasmatiche (lisosomi e vacuoli) (Tabella 6). Soltanto le 

due Tankirasi (TNKS e TNKS2, ovvero PARP5a e PARP5b, rispettivamente) sono state  

associate ai pori nucleari, alle membrane citoplasmatiche ed all’Apparato del Golgi 

(Tabella 6). 

Per valutare l’espressione dei geni PARP, abbiamo trattato cellule αTC1 e βTC1 con 

TNFα, IL1β, INFγ, ed abbiamo considerato due time-points per ogni linea cellulare. 

Facendo il confronto tra Trattato vs Controllo, abbiamo notato una generale sovra-

espressione dei geni PARP nelle cellule trattate con citochine rispetto ai controlli 

(Tabelle 7 e 8, a e b). Alle 24 ore, si può osservare che si ha una sovra-espressione di 

PARP3, PARP9, PARP10, PARP11, PARP12, PARP14, comune alle cellule α e β, che 

mostrano un profilo di espressione molto simile (Tabella 7, a e b). In aggiunta, le βTC1 

mostrano anche una sovra-espressione di PARG, PARP2, PARP4, TNKS, TNKS2, 

PARP6, tiPARP, PARP8, PARP16. Alle 48 ore, nelle βTC1 i geni della famiglia PARP  

mantengono un trend generale di sovra-espressione, con l’esclusione di TNKS2 (che ha 

una espressione simile al controllo). D’altro canto, nelle αTC1 vengono sovra-espresse 

anche PARG, PARP2, PARP4, TNKS, TNKS2, tiPARP, PARP8 (Tabella 8, a e b). 

Questo dato suggerisce che nelle cellule α si ha un ritardo di 24 ore nella regolazione di 

alcune PARP, mentre altre vengono attivate subito in risposta alle citochine. 
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Tabella 7: Analisi dei trascritti dopo 24 ore di trattamento. Analisi dell’espressione in real-time dei 
geni della famiglia PARP nelle linee cellulari pancreatiche di topo αTC1 (A) e βTC1 (B) dopo 24 ore di 
trattamento con citochine. I Ct dati sono stati elaborati con il metodo del 2-��Ct. I trascritti che hanno un 
fold change <-1.5 vengono considerati sotto-espressi (rappresentati in verde), mentre quelli con fold 

change >1.5 sono considerati sovra-espressi (rappresentati in rosso) ( P-value<0.05). 
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Tabella 8: Analisi dei trascritti dopo 48 ore di trattamento Analisi dell’espressione in real-time dei 
geni della famiglia PARP nelle linee cellulari pancreatiche di topo αTC1 (A) e βTC1 (B) dopo 48 ore di 
trattamento con citochine. I Ct dati sono stati elaborati con il metodo del 2-��Ct. I trascritti che hanno un 
fold change <-1.5 vengono considerati sottoespressi (rappresentati in verde); mentre quelli con fold 
change >1.5 sono considerati sovra espressi (rappresentati in rosso) ( P-value < 0.05). 

  



 

DOTTORATO IN BIOLOGIA, GENETICA UMANA E BIOINFORMATICA:  
BASI CELLULARI E MOLECOLARI DEL FENOTIPO - XXIII CICLO  

43 STRUTTURA GENOMICA ED ANALISI DEL TRASCRITTOMA DEI  GENI PARP NELLE CELLULE 
ALFA E BETA DEL PANCREAS DI MAMMIFERO, A STEADY STATE E DOPO TRATTAMENTO CON 

CITOCHINE 

Nelle αTC1 si assiste ad un aumento di espressione di PARG, PARP2, PARP3, PARP4, 

TNKS, TNKS2, tiPARP, PARP8, PARP12, PARP14 tra le 24 e le 48 ore, mentre 

rimane stabile quella di PARP9, PARP10 e di PARP11. Nelle βTC1, PARG, PARP2, 

TNKS, tiPARP, PARP8 mantengono uno stesso trend di espressione nei due time-

points, mentre diminuisce l’espressione di PARP4, PARP10 e PARP14; i livelli di 

TNKS2 sono paragonabili al controllo. 

C’è anche da sottolineare che PARP3, PARP9 e PARP14 sono i trascritti che mostrano 

il livello più alto in entrambe le linee e in entrambi i time-points: PARP3 è di 9 e di 24 

volte maggiore rispetto al controllo nelle αTC1 nelle βTC1, rispettivamente; i livelli di 

PARP9 sono di 25.7 e di 41.7 volte superiori rispetto allo steady state dei rispettivi 

controlli; PARP14 è espressa circa 1400 e  370 volte di più, rispetto allo steady state nei 

controlli.  

Tramite COXPRESSdb abbiamo visto quali geni PARP sono co-espressi: PARP3 è co-

espresso con PARP4, PARP9, PARP14 (Mutual Range, MR, di coespressione pari a 

35.2, 274.3, 46.6, rispettivamente); PARP9 è co-espresso con PARP14, PARP12, Dtx3l 

(MR di coespressione di 2.8, 32.2, 2.5, rispettivamente). 

Se prendiamo in considerazione l’espressione alle 24 ore, appare molto evidente che si 

hanno PARP con una regolazione alterata in comune nelle due linee (PARP3, PARP9, 

PARP10, PARP11, PARP12, PARP14), e PARP con una regolazione alterata specifica 

solo nelle βTC1 (PARP2, PARP4, TNKS, TNKS2, tiPARP, PARP8). Per ogni membro 

della famiglia PARP abbiamo identificato i geni, che sono co-espressi, tramite 

DAVIDdb e ne abbiamo verificato l’eventuale appartenenza a clusters funzionali, quali 

la risposta alle citochine, stimoli infiammatori, regolazione dell’apoptosi.  

Considerando i geni coinvolti nell’apoptosi, si può osservare che PARP2 presenta una 

forte co-espressione con i geni Ddx20, Bclaf1, Ercc3, Atm, Ccar1 (con MR pari a 31.8, 

146.2, 212.9, 254.6, 270.1, rispettivamente); PARP3 con i geni Bcl6, Card11, Bcl3, 
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Casp12, Card6, Traf1, Tradd, Nfkbid, Nod1, Birc3 (con MR pari a 14.8, 35.2, 95.2, 

146.5, 161.1, 167.6, 215.7, 263.6, 302.8, 429.1, rispettivamente) (Tabella 9); tiPARP 

con i geni Tnfaip3, Nfkbia, Trp53inp1, Stat3, Rel, Bcl2l11, Raf1, Birc3, Mcl1, Birc2 

(con MR pari a 52, 53.3, 61, 79.4, 132.6, 162.3, 250.3, 259, 427.8, 438.3, 

rispettivamente); PARP8 con i geni Jak2, Bcl6, Tnfaip3, Birc2, Atm (con MR pari a 

76.8, 251.1, 495.1, 559, 637.6, rispettivamente); PARP9 con i geni Pml, Birc3, Tnfsf10, 

Bcl3, Casp4, Ifih1, Casp1, Ptpn6, Nod1, Fas, Casp8 (con MR pari a 41.4, 46.6, 114.9, 

122, 157.7, 198.4, 203.7, 213.4, 258.6, 282.3, 306.7, rispettivamente) (Tabella10); 

PARP11 con i geni Pml, Traf3, Traf5 (con MR pari a 87.9, 144.9, 224.2, 438.3, 

rispettivamente); PARP12 con i geni Pycard, Eif2ak2, Naip5, Ahr, Cflar, Tnfsf10, 

Casp1, Nod1, Sgk1, Naip2, Casp4, Srgn, Casp7, Fas (con MR pari a 30.5, 78.1, 87.1, 

96.2, 112.1, 157.6, 186.8, 195.8, 220.2, 247, 270.1, 322.8, 332.5, 360.1, 

rispettivamente) (Tabella 11). Inoltre, è stata osservata una notevole co-espressione di 

PARP3 coi geni Card11, Tlr3, Card6, Tradd, Nfkbid, Nod1 (con MR pari a 35.2, 128.6, 

161.1, 215.7, 263.6, 302.8, rispettivamente), coinvolti nella pathway di NF-κB, e con i 

geni Tlr3, Irf9, Irf2, Tnfrsf13c, Irf5, Nod1, Irf8 (con MR pari a 128.6, 170.2, 178.3, 

211.8, 287, 302.8, 314.1, rispettivamente), coinvolti nella risposta alle citochine 

(Tabella 12). 
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Tabella 9: Lista dei geni co-espressi con PARP2 e PARP3 e coinvolti nell’Apoptosi. 
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Tabella 10:Lista dei geni co-espressi con tiPARP e PARP9 e coinvolti nell’Apoptosi. 
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Tabella 11:Lista dei geni co-espressi con PARP11 e PARP12 e coinvolti nell’apoptosi. 
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Tabella 12:Lista dei geni co-espressi con PARP3 e coinvolti nella Risposta alle Citochine e nella 
pathway di NF-κB. 
 

PARP4, TNKS, TNKS2 sono poco coinvolti nei clusters funzionali finora analizzati, 

mentre COXPRESSdb non presenta dati di co-espressione per le PARP10 e PARP14 di 

Mus musculus. 

Mediante il database STRING 9.0, abbiamo identificato gli interattori di PARP1, 

PARP9, PARP10, PARP12, PARP14 (figura 10): questa network è stata costruita  
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maggiormente con i dati di co-espressione delle proteine, cui sono stati aggiunti dati di 

letteratura, di omologia e sperimentali (quando disponibili). In questa figura, si può 

osservare che PARP9, PARP10, PARP12 e PARP14, oltre a essere legate 

dall’omologia, condividono anche una certa co-espressione.  

 

 Figura 10: Network predetta delle PARP nel topo tramite String 9.0. La Network mostra il 
collegamento di PARP1, PARP9, PARP10, PARP12, PARP14 con altre proteine. I collegamenti mostrati 
nella leggenda rappresentano nell’ordine: la vicinaza nel cromosoma (Neighborhood), la fusione tra i due 
geni (Gene Fusion), la co-partecipazione agli stessi processi (co-occurence), l’omologia di sequenza 
(homology), la coespressione di proteine (co-expression), dati sperimentali (experimental), dati tratti da 
altri Database (Database) e dati di letteratura (text mining) 
 
Come suggerito da Hakmé et al. (2008a), PARP9 si lega alle ubiquitine, in particolare a 

Dtx3l, per partecipare alla regolazione dell’espressione di molti geni modulati dalla via 

di Stat 1 (Hakmé et al., 2008a). Invece PARP14 dimerizza con Stat6 e interviene in tutti 

i processi in cui è coinvolto lo stesso fattore di trascrizione (Cho et al., 2009). 

Inoltre, abbiamo osservato che le PARP entrano a far parte della risposta agli stimoli 

esterni (Figura 11): dopo stimolazione vengono attivate le vie di Stat1 e Stat6, nelle 
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quali sono coinvolte i rispettivi partners PARP9 e PARP14, altre proteine indotte 

dall’interferone (Ifi44, Ifi47, Ifit1, Ifit2, Irf7) e le ubiquitine. Inoltre, abbiamo osservato 

come si comporta la network dopo stimolazione con le citochine (Figura 12): a seconda 

della combinazione di citochine presenti, viene attivata una delle due vie di regolazione 

della trascrizione, coordinate da Stat1 o da Stat6. Un simile risultato si è visto dopo la 

stimolazione da parte dell’interferone, con la differenza che in questa network vengono 

coinvolti Ifit1, Ifit2 e, come suggerito da Hakmé et al. (2008a), si ha l’azione di 

PARP9/Dtx3l (Figura 13).  

 

 
 
Figura11: Risposta della cellula agli stimoli esterni (P-value Bonferroni adj: 0.0388) 
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Figura12: Network di segnalazione mediata dalle citochine (P-value 0.0009) 

 
 
Figura13: risposta delle cellule all’interferone (P-value 0.0001) 
 
Inoltre, abbiamo voluto verificare le conseguenze della sovra-espressione delle PARP 

sulle relative networks. Tramite BioGRID, HPRD, HumanCyc, IntAct, MINT, 

NCI/PID, abbiamo raccolto le informazioni (supportate da dati sperimentali) sugli  
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interattori dei membri della famiglia PARP. Purtroppo non ci sono dati di interazione su 

tutti i membri: nei database non figurano informazioni su PARP6, PARP8, PARP16 

(Tabella 13; Figura 14). È stato visto che tra gli interattori delle PARP ci sono: fattori 

che regolano la trascrizione (CDK8, BCL6, STAT6 NFKB1, RELA, coinvolti nel ciclo 

cellulare e nell’apoptosi); fattori generali della trascrizione (GTF2F1, E2F1, SP1); 

mediatori della trascrizione (MED1, MED14, MED17, MED23, MED24, MED6, 

MED7); proteine coinvolte nella regolazione epigenetica (HDAC1, HDAC2, HDAC3, 

HDAC9); RARA, RARB, CREBBP; 

• fattori pro- ed anti-apoptotici, quali BCL2, BCL6, CASP1, CASP3, CASP8, 

CDKN1A, ESR1, TERF1, TP53, UBC, MYC, RELA. 

 
Tabella 13: Elenco delle Proteine Partecipanti alle Networks delle PARP Umane. 
 

Quando alla network abbiamo aggiunto i valori di espressione ottenuti, abbiamo 

osservato in che modo la sovra espressione delle PARP contribuisse ad alterare i vari 

processi cellulari (Figure 14 - 19). 
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Figura 14: Confronto tra le networks nelle cellule sia α che β dopo 24 ore di trattamento con le 
citochine. In A e C è raffigurata la variazione di espressione delle PARP nelle cellule α e β del pancreas, 
rispettivamente; in B e D è raffigurata un particolare delle immagini di sinistra. La barra sotto le figure 
rappresenta la variazione de espressione. 
 

PARP1, la proteina che ha la più alta centralità nella network, è espressa a livelli 

normali in entrambi i time-points ed in entrambe le linee pancreatiche. D’altra parte, 

come è stato osservato (Hassa e Hottiger, 2008), PARP2 ha un ruolo cellulare 

sovrapponibile, ma non ridondante, con PARP1; è stato osservato un aumento della sua 

espressione, sia nei due time-points nelle cellule β, che dopo 48 ore di trattamento nelle 

α. PARG, che presenta una regolazione simile a PARP2, risulta essere connessa solo 

con CASP3 e PARP1 (Figure 14 - 17). 
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Figura 15: Confronto tra le networks nelle cellule sia α che β dopo 48 ore di trattamento con le 
citochine. In A e C è raffigurata la variazione di espressione delle PARP nelle cellule α e β del pancreas, 
rispettivamente; in B e D è raffigurato  un particolare delle immagini di sinistra. La barra sotto le figure 
rappresenta la variazione de espressione. 
 

Andando a osservare i dettagli delle networks alle 24 e alle 48 ore (Figure 16 e 17), 

abbiamo dedotto che le sovra-espressioni di PARP3 e PARP10 vanno ad incidere sulla 

modificazione dei clusters di istoni HIST1H, HIST2H, HIST3H, HIST4H e della 

famiglia dell’istone H3F3A, con la conseguente disponibilità dei promotori che 

risiedono nella cromatina associata a quegli istoni. In aggiunta, PARP10 influenza 

l’attività del fattore di trascrizione Myc (Figure 16 e 17, B e D). 
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Figura 16: Particolari delle networks nelle cellule α e β dopo 24 ore di trattamento con le citochine. 
In A e C è la variazione di espressione delle PARP1 e PARP2 nelle cellule α e β del pancreas, 
rispettivamente; in B e D è raffigurata la variazione di espressione delle PARP1, PARP2, PARP3, 
PARP10 nelle cellule α e β del pancreas, rispettivamente. 

 
 
Figura 17: Particolari delle networks nelle cellule sia α che β dopo 48 ore di trattamento con le 
citochine. In A e C è mostrata la variazione di espressione delle PARP1 e PARP2 nelle cellule α e β del 
pancreas, rispettivamente; in B e D è raffigurata la variazione di espressione delle PARP1, PARP2, 
PARP3, PARP10 nelle cellule α e β del pancreas, rispettivamente.  
 
Come è stato notato in precedenza per le networks di Mus musculus, l’aumentata 

espressione di PARP9 e di PARP14 incide sulla regolazione della trascrizione governata 

da Stat1 e Stat6. C’è da sottolineare il fatto che le proteine TNKS e TNKS2 sono 

connesse con proteine coinvolte nel processo di morte cellulare, come MCL1, MAPK1, 

TERF1 (secondo le annotationi GO, ricavate tramite DAVIDdb); quindi, danno un 
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contributo alla segnalazione dell’apoptosi a seguito di induzione con le citochine. Un 

ulteriore contributo al programma di morte viene dato dalla connessione tra tiPARP e 

ATM, in seguito alla sovra-espressione di tiPARP  (Figure 18 e 19). 

 
Figura 18: Confronto tra le networks nelle cellule  α e β dopo 24 ore di trattamento con le citochine. 
In A e B è raffigurata la variazione di espressione delle PARP4, TNKS, TNKS2 , tiPARP, PARP9, 
PARP11, PARP12, PARP13, PARP14  nelle cellule α e β del pancreas murino, rispettivamente. 
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Figura 19: Confronto tra le networks nelle cellule α e β dopo 48 ore di trattamento con le citochine. 
In A e B è raffigurata la variazione di espressione delle PARP4, TNKS, TNKS2 , tiPARP, PARP9, 
PARP11, PARP12, PARP13, PARP14  nelle cellule α e β del pancreas murino, rispettivamente. 
 

Da quest’ultima analisi si può dedurre che l’induzione della morte cellulare da parte 

delle citochine, coinvolte nella patogenesi del Diabete Mellito, passa attraverso 

l’espressione delle PARP, che darà una risposta apoptotica differente delle due linee 

cellulari pancreatiche: infatti, si può osservare che tra cellule α e β alle 24 ore ci sono 

profili  differenti proprio delle PARP, che sono collegate a geni chiave dell’apoptosi.  
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5. DISCUSSIONE 

 

Nel Diabete Mellito di tipo 1, le cellule β sono il bersaglio dell’assalto del sistema 

immunitario a seguito dell’un’invasione del pancreas da parte di cellule mononucleate, 

che scatenano una reazione infiammatoria; una lunga esposizione a queste noxae causa 

la perdita di molte cellule β. La morte di queste cellule nel corso del processo 

infiammatorio è causata dal diretto contatto con macrofagi e linfociti T con le cellule 

bersaglio e dalla presenza di mediatori solubili (citochine, ROS, NO), rilasciati dalle 

cellule immunitarie. L’esposizione a IL1β oppure a IL1β ed INFγ causa cambiamenti 

simili a quelli osservati nei pazienti prediabetici, nei quali si hanno livelli elevati di 

insulina / proinsulina. Successivamente si ha l’aggiunta del TNFα, che porta alla 

completa distruzione delle cellule β [Cnop et al., 2005].  

Sebbene queste molecole effettrici abbiano una certa influenza sul ciclo vitale delle 

cellule, esse non mostrano effetti devastanti sul bersaglio se sono somministrate 

singolarmente. In alcuni lavori è stato visto che la combinazione tra IFNγ e IL1β in 

vitro svolge un ruolo fondamentale, ma non sufficiente, nella patogenesi del Diabete 

Mellito di tipo 1 (Figura 20) [Suk et al., 2001].  



 

DOTTORATO IN BIOLOGIA, GENETICA UMANA E BIOINFORMATICA:  
BASI CELLULARI E MOLECOLARI DEL FENOTIPO - XXIII CICLO  

59 STRUTTURA GENOMICA ED ANALISI DEL TRASCRITTOMA DEI  GENI PARP NELLE CELLULE 
ALFA E BETA DEL PANCREAS DI MAMMIFERO, A STEADY STATE E DOPO TRATTAMENTO CON 

CITOCHINE 

 
Figura 20: Modello proposto per le pathways che contribuiscono all’esecuzione dell’apoptosi 
mediata da citochine nelle cellule β.  
 
 

Alcuni ricercatori hanno suggerito che la sinergia di IFNγ e TNFα sia cruciale per la 

distruzione delle cellule β: una combinazione di queste molecole, ma non di altre 

citochine, induce l’apoptosi caspasi-dipendente sia in cellule di insulinoma che nelle 

isole pancreatiche, mentre IL1β ha un minore effetto sull’insulinoma [Kim et al., 2009]. 
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Figura 21: Network dei fattori di trascrizione e dei geni coinvolti nella patogenesi del Diabete 
Mellito. I fattori di trascrizione NF-κB e STAT1 sono le principali vie di regolazione, innescate a seguito 
di stimolazione da parte di IL1β e INFγ.   
 

Suk et al. (2001) hanno dimostrato che l’INFγ induce l’espressione del Interferon 

Regulatory Factor 1 (IRF1), che va a regolare l’espressione di geni proapoptotici (tra 

cui l’attivazione delle Caspasi) e l’attivazione di STAT1 (Figura 21). Questi risultati 

suggeriscono una collaborazione dei segnali di trasduzione del segnale, durante l’azione 

sinergica delle citochine, nella distruzione delle cellule β [Suk et al., 2001; Kano et al., 

1999].  

È stato visto anche che l’INFγ induce Casp11, che gioca un ruolo importante 

nell’attivazione di Casp3. A parte la regolazione delle Caspasi, IRF1 partecipa 

all’induzione di iNOS con la conseguente produzione di NO (Figura 20) [Kano et al., 

1999]. 

Dai nostri esperimenti di espressione (Figure 7 e 8, a e b), si può osservare che anche 

PARP9 viene indotto dall’ INFγ, in quanto nel promotore presenta un elemento di 

risposta alla stessa citochina [Hakmé et al., 2008a]. Se si vanno ad osservare anche i dati 
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di co-espressione, è stato visto che questa macroPARP presenta un basso MR (quindi un 

alto livello di co-espressione) con i geni indotti dall’interferone, con Dtx3l e con Stat1 

(Tabella 14). 

 
Tabella 14: Geni co-espressi con PARP9 
 

Ad avvalorare ancora di più il coinvolgimento di PARP9 è lo studio della network di 

PARP9 nel topo a seguito di stimolazione con interferone (Figura 13): si può vedere che 

in presenza dell’INFγ i meccanismi di segnalazione attivati sono quelli di IFIT1, IFIT2, 

STAT1. 

Allo stesso modo di PARP9, anche PARP12 (membro del sottogruppo delle CCCH-

PARP) presenta una forte co-espressione con i geni indotti dall’INFγ, STAT1, Dtx3l; 

quindi, si può presumere che tale PARP sia coinvolta nello stessa pathway di 

segnalazione (Tabella 15; Figure 7 e 8, a e b; Figura 13). 
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Tabella 15:Geni co-espressi con PARP12 
 

Aravind (2001) ha proposto che il dominio WWE, trovato in tutte le CCCH-PARP e in 

PARP14, possa avere la funzione di interagire con altre proteine, come le ubiquitine, e 

partecipare alla pathway di segnalazione [Aravind, 2001]. 

I nostri dati di espressione dimostrano che alle 24 ore è presente una differenza di 

profilo di espressione dei membri della famiglia PARP tra le αTC1 e βTC1 (Figura 7, a 

e b): solo Parp3, Parp9, Parp10, Parp11, Parp12, Parp14 sono i membri della famiglia 

che hanno l’espressione modificata dopo stimolazione con le citochine. Augustin et al. 

(2003) hanno osservato che la localizzazione di PARP3 è per lo più a livello dei 

componenti del centromero. Inoltre, hanno visto che una sovra-espressione di tale 

PARP interferisce sulla transizione G1/S senza interferire sulla duplicazione del 

centromero [Augustin et al., 2003]. Nel nostro caso, dopo stimolazione con le citochine, 

PARP3 viene sovra-espressa. Molti ricercatori hanno considerato le macroPARP 

(PARP9 e PARP14) come dei fattori che effettuano una regolazione epigenetica di molti 

geni, in quanto formano complessi con fattori quali HDAC per effettuare una 

modificazione degli istoni [Hakmé et al., 2008a; Cho et al., 2009; Mehrotra et al., 2011]. 

PARP9, PARP10, PARP12, PARP14 fanno parte delle pathways di regolazione 

dell’espressione genica, controllata dalle proteine STAT (Figura 10). Come mostrato in 

precedenza (Figure 10-13), PARP9 si lega a STAT1 per mezzo di DTX3L in risposta 

alle citochine per regolare molti geni dell’apoptosi; PARP14 con il diretto legame con 



 

DOTTORATO IN BIOLOGIA, GENETICA UMANA E BIOINFORMATICA:  
BASI CELLULARI E MOLECOLARI DEL FENOTIPO - XXIII CICLO  

63 STRUTTURA GENOMICA ED ANALISI DEL TRASCRITTOMA DEI  GENI PARP NELLE CELLULE 
ALFA E BETA DEL PANCREAS DI MAMMIFERO, A STEADY STATE E DOPO TRATTAMENTO CON 

CITOCHINE 

STAT6 concretizza il controllo di altri set di geni (Figure 10-13). Goenka e Boothby 

(2006) hanno suggerito che STAT1 e STAT6 svolgano un ruolo alternativo nella 

regolazione dei loro targets [Goenka e Boothby, 2006]. Questi Ricercatori hanno 

dimostrato che il macroH2A, variante del macrodomain, effettua una regolazione 

negativa nella trascrizione di molti geni e determina l’inibizione dell’attività di PARP1 

[Angelov et al., 2003; Goenka e Boothby, 2006; Hakmé et al., 2008a; Cho et al., 2009]. 

Dopo stimolazione con TNFα, IL1β, INFγ, noi abbiamo osservato che PARP3 e 

PARP10 sono responsabili delle modificazioni dei clusters di istoni HIST1H, HIST2H, 

HIST3H, HIST4H e della famiglia dell’istone H3F3A (Figure 16-19); quindi, si può 

ipotizzare che nelle regioni di DNA, associate a tali istoni, possano risiedere geni che 

regolano il processo di trasduzione delle citochine, della regolazione della trascrizione, 

dell’apoptosi. 

Yu et al. hanno suggerito che la sovra espressione di PARP10 inibisca l’azione di         

c-MYC tramite l’ADP-ribosilazione e blocchi l’espressione dei suoi targets, coinvolti 

nella progressione del ciclo cellulare [Yu et al., 2005]. 

Come mostrato nelle figure 18 e 19, la sovra espressione di PARP12 influisce su BCL6 

(un repressore della trascrizione di geni coinvolti nella morte programmata), che è 

alterato dalle traslocazioni presenti in molte forme di leucemie e linfomi. 

Tra le 24 e le 48 ore, nelle αTC1 abbiamo mostrato una sovra-espressione anche di 

PARP2, PARP4, TNKS, TNKS2, PARP6, tiPARP, PARP8, PARG (Tabella 8, a e b), 

come si era già osservato nelle βTC1 dopo 24 di trattamento con citochine (Tabella 7, a 

e b): questo dato fa presupporre che anche nelle αTC1 possano essere avviati i processi, 

mediati da PARP, che portano all’apoptosi stimolata da citochine. Dall’analisi delle 

networks (Figure 18 e 19, a e b) abbiamo costatato che le Tankirasi e tiPARP hanno 

come target di interazioni proteine coinvolte nel ciclo cellulare e nelle pathways  di 

signaling. La regolazione di TNKS principalmente va a incidere sull’attività di TERF1, 
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mancanza di auto-modificazione di PARP1. TNKS consuma più NAD+ rispetto a 

PARP1 [Yeh et al., 2005]. 

 

Bonicalzi et al. (2005) hanno suggerito che le cellule sottoposte a stimuli apoptotici 

mostrino una sintesi passeggera di ADP-ribosio, prodotto dalla attività nucleare di 

PARG. Infatti PARG è implicata in un efficace controllo dei livelli di mono(ADP-

ribosio) e PAR, sia liberi che associati a proteine [Bonicalzi et al., 2005]. 

Gli alti livelli di PARG, visti nelle αTC1 alle 48 ore e nelle βTC1 in entrambi i time-

points (Tabelle 7b e 8, a e b), suggeriscono che questi siano la conseguenza della 

regolazione delle modifiche post-traduzionali degli istoni e delle proteine coinvolte nel 

processo. Inoltre, la produzione di mono-ADP-ribosio e di PAR liberi può entrare a far 

parte del signaling cellulare e regolare del rilascio del calcio dal RE.  

 Dall’analisi della network di PARG (Figure 14 e 15, b e d) risulta molto evidente che 

PARG è connessa con PARP1 e Casp3: Bonicalzi et al. hanno ipotizzato che la presenza 

di ADP-ribosio nel citoplasma possa essere causata dal taglio di PARG, effettuato dalla 

Casp3 (la stessa che taglia PARP1 e altri membri della famiglia che presentano il NLS) 

[Bonicalzi et al., 2005]. 

PARP2 ha un ruolo sovrapponibile a PARP1, ma non ridondante [Hassa et al., 2006; 

Hassa e Hottiger, 2008]: in caso di inibizione del capostipite della famiglia, sarà PARP2 

a promuovere la morte cellulare. Cnop et al. (2005) hanno suggerito che NF-κB, 

stimolato da IL1β, regoli l’espressione di iNOS, il quale va a produrre Ossido Nitrico 

(NO) che a sua volta attiva una cascata di segnale fino ad arrivare allo stress ossidativo 

[Cnop et al., 2005]. Spina-Purrello et al. hanno riportato che a seguito di stress 

ossidativo si ha un aumento dell’espressione di PARP1 e PARP2, che decresce dopo 

trattamento con anti-stressogeni [Spina-Purrello et al., 2010]. Dai nostri dati, si può 

evincere che PARP2 aumenta, probabilmente a seguito dell’attività di iNOS che crea 
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uno stress all’interno della cellula mediante l’NO prodotto (Tabelle 7b - 8, a e b). 

Dall’analisi della network, abbiamo visto che PARP2 è connessa con le proteine 

centromeriche, come CENP. PARP2 è connessa anche a Casp8 e quando è sovra-

espressa va a influenzare il programma di morte (Figure 16-17, b e d). 

Dai dati fino a ora ottenuti, si sa poco su PARP4 (vPARP), PARP6, PARP8 e PARP16:  

la sovra espressione di vPARP è dovuta probabilmente alla formazione del complesso 

RNP vault, assieme a MPV, TEP1, vRNA [Kickhoefer et al., 1999; Amé et al., 2004]; 

tramite l’analisi dei geni candidati abbiamo visto che PARP8, assieme a PARP11, si 

trova in regioni che danno la suscettibilità al Diabete Mellito (Tabelle 4 e 5): quindi, si 

può ipotizzare che una loro sovra-espressione predisponga le cellule alla apoptosi 

mediante meccanismi attualmente poco conosciuti.  

In un lavoro svolto in precedenza dal nostro gruppo, abbiamo determinato che tutti i 

geni, che compongono in complesso NF-κB, sono sovra-espressi in entrambe le linee e 

in entrambi i time-points, mentre gli inibitori sono espressi maggiormente nelle αTC1. È 

stato dedotto che la presenza degli inibitori di NF-κB possa contribuire alla differente 

risposta delle due linee all’induzione di apoptosi [Barbagallo et al., 2011]. Questi dati 

fanno presupporre che nelle due linee cellulari le PARP, differentemente espresse alle 

24 ore (PARG, PARP2, PARP4, TNKS, TNKS2, PARP6, tiPARP e PARP8) possano 

essere regolate dal complesso NF-κB. Tokunaga et al. (2009) hanno scoperto che a 

regolare la pathway di NF-κB siano coinvolte anche alcune ubiquitine, attraverso la 

poli-ubiquitinazione di IKKγ (un modulatore negativo di NF-κB). Inoltre, Akutsu et al. 

(2010) hanno suggerito che le ubiquitine, oltre che a regolare la pathway di NF-κB, 

agiscano anche nella regolazione della pathway di segnalazione di IRF per mezzo di 

ISG15. Dall’analisi della network delle PARP a seguito di stimolazione esterna, appare 

molto evidente che ISG15, insieme ai geni stimolati dall’interferone, svolge un ruolo 

fondamentale in questo processo (Figura 11).  
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Dati di letteratura ed i nostri dati sottolineano l’importanza della interazione tra PARP9 

e DTX3L (un enzima, simile a E3, che fa parte della famiglia delle ubiquitine) per il 

legame con STAT1 ed il controllo della trascrizione di geni target, dopo stimolazione 

con INFγ (Tabella 13; Figure 10, 18, 19). In aggiunta, è stato visto che entrambi questi 

geni contengono un elemento di risposta all’INFγ nel promotore [Juszczynski et al., 

2005; Hakmé et al., 2008a; Cho et al., 2009]. 

Molte altre PARP presentano un dominio di legame con le ubiquitine: le CCCH-PARP 

(tiPARP, PARP10, PARP12, PARP13) hanno al loro interno un dominio WWE, che 

consente l’interazione con le ubiquitine ed altri enzimi e permette la loro partecipazione  

alla trasduzione del segnale [Aravind, 2001]. Anche PARP14 presenta al suo interno 

tale dominio. 

Andersen et al. (2005) hanno suggerito che anche vPARP e PARP10 contengano 

domini che legano le ubiquitine e sono responsabili della degradazione del target 

[Andersen et al., 2005]. 
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6. CONCLUSIONI 

La famiglia PARP è una importante famiglia di enzimi, che esercitano una fine 

regolazione su molti processi di controllo nell’espressione genica. Per mezzo della loro 

attività di ADP-ribosilazione (sia poli- che mono-ribosilazione), le PARP effettuano 

modificazioni post-traduzionali, modificano gli istoni, partecipano al reclutamento dei  

fattori di trascrizione, partecipano alla formazione di complessi RNP, sono coinvolte nel 

turn over e nella degradazione delle proteine. In molti dei suddetti processi, è coinvolta  

PARG, che idrolizza nel modo appropriato le molecole ADP-ribosio. Grazie alla  

reciproca collaborazione, le PARP e PARG rendono le reazioni di ADP-ribosilazione 

uno strumento molto versatile per la regolazione epigenetica: essendo una 

modificazione reversibile, essa è molto utile per modulare finemente la struttura della 

cromatina e l’espressione genica. Le PARP formano complessi, che partecipano a 

pathways di trasduzione del segnale, di restauro del DNA, di attivazione o inibizione 

della morte cellulare. In tutti questi processi, le PARP interagiscono con le ubiquitine. 

Anche PAR e molecole di mono-ADP-ribosio, generate da PARG, svolgono un ruolo 

molto importante nella pathway di signaling.  

È evidente che, dopo stimolazione dell’INFγ, un ruolo iniziale nella patogenesi del 

Diabete Mellito è svolto dalle macroPARP e da alcune CCCH-PARP, che sono 

coinvolte nella preparazione della cellula alla morte cellulare in seguito alla 

stimolazione da parte del TNFα ed IL1β. Le restanti PARP partecipano successivamente 

in conseguenza della regolazione attuata da NF-κB. 

L’impiego di inibitori potrebbero attenuare o bloccare del tutto la patogenesi del 

Diabete Mellito: una inibizione di PARP3, PARP9, PARP10, PARP11, PARP12, 

PARP14 potrebbe portare a una desensibilizzazione della cellula nell’attuazione del 

programma di morte, stimolato da altre citochine; inibitori di vPARP, Tankirasi, 
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tiPARP, PARP8 potrebbero evitare l’attuazione del programma di morte e ripristinare la 

funzionalità delle PARP nella protezione della cellula dalle noxae diabetogeniche. 

Queste ricerche sono particolarmente importanti per la messa a punto di approcci 

terapeutici innovativi per il Diabete Mellito, il cui esplosivo aumento di incidenza e 

prevalenza è stato definito da diversi Autori una epidemia.   
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DOTTORATO IN BIOLOGIA, GENETICA UMANA E BIOINFORMATICA:  
BASI CELLULARI E MOLECOLARI DEL FENOTIPO - XXIII CICLO  
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