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La Dott.ssa Flavia Temperilli, durante il corsaDittorato in Medicina Sperimentale, ha svolto la
sua attivita di ricerca presso i laboratori del @tpnento di Medicina Sperimentale, Sapienza Umsivér
di Roma, sotto la direzione del Prof. Fabio Pulltine presso i laboratori del Sol Sherry Thromisosi
Research Center, Temple University School of MedicPhiladelphia, PA, USA, sotto la supervisione
del Dr. Rao Koneti.

Nel corso del Dottorato la Dott.ssa Temperillesiccupata di valutare se i pazienti in trattamento
cronico con Aspirina presentassero livelli di esprene di MRP4 aumentati, e di correlare tali liveil
espressione con la funzionalita piastrinica.

E’ noto che ogni giornamilioni di persone assumono basse dosi di Aspipea prevenire le
complicanze aterosclerotiche di malattie cardioglst come infarto del miocardio e cerebrale.
L’Aspirina (ASA), oltre ad un’azione anti-infamnata, esercita un’azione anti-trombotica attraverso
l'inibizione della ciclossigenasi 1 (COX-1), enzie@involto nella produzione di un agonista piaston
il trombossano A2 (TXA2). Tuttavia, diversi studarino riportato che I'Aspirina non esercita un'agion
antiaggregante piastrinica uguale in tutti i sotigein circa un terzo dei pazienti trattati siifiea una
ridotta inibizione della funzione piastrinica, che associata ad un aumentato rischio di eventi
cardiovascolari.

Molto recentemente, il gruppo nel quale la Dott.$sanperilli ha preparato la sua tesi di Dottordta,
dimostrato un nuovo meccanismo, finora sconosciat®e potrebbe spiegare la ridotta inibizione
dell’attivita piastrinica. E’ stato osservato chgptregolazione di MRP4, trasportatore unidireziendi
anioni organici presente sulla membrana plasmatiede piastrine, aumenta il trasporto attivo
dell’Aspirina dal citosol all’esterno della cellylaon conseguente riduzione della sua disponibéda
acetilare la COX-1. MRP4 appatrtiene alla sottofdimilgIRPs dei trasportatori ATP-binding cassettes ch
mostrano un aumento dell’espressione dopo espaosizaofarmaci e sono coinvolte in meccanismi di
resistenza ai farmaci. Nel laboratorio in cui latt®sa Temperilli ha lavorato durante il suo peviatl
formazione del Dottorato di Ricerca, e stato dimaist che e ['Aspirina stessa a determinare

~

overespressione di MRP4. Infatti, € stato visto dhérattamento con Aspirina in vitro aumenta



I'espressione di MRP4 sia in una linea di cellulegatarioblastiche (DAMI), sia in progenitori
megacariocitari umani cresciuti in presenza di Aspie nelle piastrine da essi derivate. Inoltneumna
popolazione di volontari sani, che avevano assisgirina 300mg/die per 15 giorni, & stato trovato u
aumento dell’espressione di MRP4 nelle piastringuindicesimo giorno di trattamento, rispetto alle
piastrine al primo giorno di trattamento. Questocoamismo potrebbe rappresentare una risposta
adattativa della cellula allo stress tossico irmldtl farmaco.

Nello stesso lavoro é stato dimostrato anche éspifina induce un aumento dell’espressione di MRP4
attraverso l'attivazione del fattore di trascrizoRPAR-alfa. Infatti, cellule DAMI, trattate con pisna e

con un agonista di PPAR-alfa (WY1464325), hannotrats aumentati livelli sia del’'mRNA di MRP4
che del’'mRNA di PPAR-alfa, rispetto alle cellulemtrattate Cellule DAMI trasfettate con una RNASiI
specifica per PPAR-alfa (PPAR-si) non hanno mastrat significativo aumento né del’lmRNA ne
dell'espressione proteica di PPAR-alfa dopo trattato con Aspirina e WY1464325; mentre le cellule
trattate con un siRNA non specifico (Control-sinha mostrato un aumento di espressione indotto da
Aspirina e WY simile a quello delle cellule di caslto non trasfettate. La Dott.ssa Temperilli h&tato

per prima cosa se anche nei volontari sani ilanagnto con Aspirina a basse dosi fosse sufficiante
determinare over-espressione di MRP4. A tale scepbato arruolato un gruppo di 15 volontari sédo@ ¢
hanno assunto Aspirina 100mg/die per 8 settimahatdfo analizzato 'mRNA di MRP4 una volta a
settimana durante tutta la durata del trattamesdog stato trovato un significativo aumento di mRNA
MRP4 alla settima e ottava settimana di trattamemispetto al primo giorno di trattamento.
Successivamente, sono stati studiati i pazientiattamento cronico con Aspirina 100/mg die. | patii
sono stati suddivisi in 3 popolazioni: 1 popolasaarhe assumeva Aspirina da meno di 1 mese (N=50),
una popolazione di pazienti in trattamento crongom Aspirina da piu di 2 mesi (N=150) e una
popolazione di volontari sani (N=150). | risultattenuti hanno dimostrato che nei pazienti in aragnto
cronico con Aspirina 100/mg die da piu di 2 mesarésente un aumento significativo della espression
di MRP4, rispetto ai pazienti che assumevano mhigo da meno di un mese, e rispetto ai volontari sa
Recentemente € stato dimostrato che l'inibizionetr@dsporto mediato da MRP4 riduce la funzionalita
piastrinica e conseguentemente la formazione drambo, percio e stato ipotizzato che le piastrine che
hanno over-espressione di MRP4 siano iper-respendia popolazione in trattamento cronico con
aspirina da piu di 3 mesi e stata suddivisa in tquam base ai livelli di mMRNA-MRP4, ed é stato
riscontrato che la popolazione che appartenevd quartile (N=40) aveva le percentuali di aggregaei
piastrinica indotta sia da ADP (2 microM) che ddlageno (2 microg/ml), statisticamente piu elevate
rispetto alle popolazioni appartenenti ai primitgdili (N=110). Tali risultati confermano I'ipoteshe i
pazienti in trattamento cronico con Aspirina coeveli livelli di MRP4 presentano piu elevata reatii
piastrinica.

Per quanto riguarda il meccanismo di azione defliAsa sul recettore nucleare PPAR-alpha, in
letteratura e riportato che PPAR-alfa puo essdreatd dall’Acido Arachidonico o dai suoi metabglit
Leucotriene B4 e 20-HETE, e percio e verosimile c¢hesistemi cellulari dove la COX-1 sia
farmacologicamente inibita, sia favorita l'attivaze¢ delle vie metaboliche in cui sono coinvolti gli
enzimi insensibili all'Aspirina, quali Lipossigemas Citocromo P450, che producono Leucotriene B4 e
20-HETE, con un aumento delle loro concentraziotusoliche. Quindi, per verificare che l'aumento
delle concentrazioni citosoliche di Acido Arachidom e dei suoi metaboliti, COX-1 indipendenti,
determini l'aumento dell'attivitd di PPAR-alfa, sostati valutati anche altri farmaci antinflammaitor
grado di inibire gli enzmi COX-1 e COX-2. Tali esipgenti sono stati condotti sia in vitro che in @iul
trattamento delle cellule DAMI con inibitori selettdella COX-2 (Celecoxib) e farmaci antinfiamroat
non steroidei tradizionali (FANS) (Diclofenac e Magsene), ha determinato un aumento dell'espression
di MRP4 rispetto alle cellule di controllo, che moastate trattate con il solo solvente (DMSO). Per
valutare eventuali effetti di questi farmaci sudpeessione della proteina in vivo, sono stati stidi
pazienti con Osteoartrosi (OA). L'OA e una patotogiegenerativa cronica che colpisce le cartilagini



articolari e tradizionalmente é classificata com&uirite non inflammatoria. Sono stati seleziortptesti
pazienti perche “consumatori abituali di FANS”, eowioeé pazienti che assumono regolarmente
antinflammatori da banco, anche senza prescrizioedica, per via dei dolori reumatici muscolo-
scheletrici. Sono stati considerati “consumatoituah” i pazienti che avevano assunto antinfiamoniat
almeno 2 volte a settimana per 4 settimane corttireieE’ stato riscontrato un significativo aumesta
dell'espressione proteica che dellmRNA di MRP4pazienti affetti da OA rispetto a volontari sache

ha confermato i risultati ottenuti in vitro. Quegdtti hanno mostrato un aumento di MRP4 sia in cive

in vitro indotto da FANS. L’espressione di MRP4iePiPAR-alfa € stata analizzata tramite Q-RT-PCR,
western blot e immunofluorescenza. In questi pazeerstata valutata anche la funzionalita piasteni
attraverso studi di aggregazione piastrinica (itedda ADP e collageno) e dosaggio del Tromboss&nho B
indotto da acido arachidonico eseguito su PRP rfidagcco di piastrine), preincubato con differenti
concentrazioni di Aspirina (5 microM e 10 microM)aggregazione piastrinica indotta da ADP 0,8
microM e 2 microM e risultata maggiore nei paziesdn OA rispetto ai volontari sani, confermando il
dato che in presenza di over-espressione di MRRgia&trine sono piu reattive. Inoltre, in piastrine
ottenute dai pazienti con OA che presentano eldivatli di MRP4 il trattamento in vitro con Aspira a
basse dosi (5-10 microM) € meno efficace ad initaraCOX-1; infatti, i livelli di Trombossano B2
prodotti dopo attivazione con acido arachidonicpiastrine trattate con Aspirina in vitro sono miagg
nei pazienti con OA rispetto ai volontari sani. @uesultati indicano che i pazienti che overesmmno
MRP4 presentano un aumento della funzionalita pmsa sia in vivo sia quando le piastine sono
esposte ad Aspirina in vitro.

Durante il periodo di Dottorato all’estero, la Desta Temperilli ha studiato il ruolo che il fattore
di trascrizione RUNX-1, cruciale nell’ematopoiesinella megacariopoiesi, svolge come fattore di
trascrizione per le proteine appartenenti alla ghimiRAB. RUNX-1 € un eterodimero composto da 2
subunita, la subunita alfa (RUNX-1), che lega ilNconoscendo le sequenze TGT/cGGT e la subunita
beta, CBFb (core binding factor), che stabilizzéegame di RUNX-1 al DNA. RUNX-1 ha un ruolo
centrale nella regolazione dellematopoiesi ed éessario per la formazione delle cellule staminali
ematopoietiche (HSCs) durante I'embriogenesi. Erahtivamente espresso da 2 promoter: il promoter
prossimale (P2), che prevale durante I'ematopgigsiitiva e il promoter distale (P1), che é coirteol
nella formazione definitiva delle cellule staminaihatopoietiche (HSCs). Runx-1 & essenziale anehe p
la maturazione megacariocitaria e per la produzielee piastrine nella ematopoiesi degli adulti.aUn
mutazione in eterozigosi di RUNX-1 e stata trovatauna rara sindrome piastrinica familiare con
predisposizione a sviluppare leucemia mieloide a¢AML). | pazienti affetti presentano tendenza al
sanguinamento, modesta piastrinopenia, difettudzionalita piastrinica e sono suscettibili alldgypo
della AML tra i 30 e i 40 anni.
Il Dr. Rao e il suo gruppo hanno recentemente diratss che nei megacariociti i geni ALOX12 (12-
lipoxigenase), PRKCQ (protein kinasedl;-PF4 (platelet factor 4) e MYL9 (myosin light ahasono
target di RUNX-1, e che nei pazienti con la mutaeiai RUNX-1, questi geni sono down-regolati
insieme a numerosi altri geni, tra cui alcuni chdificano per proteine appartenenti della fami&lraB.
Questi dati dimostrano che una singola mutazionendiattore di trascrizione puo alterare I'espressi
di numerosi geni e influenzare differenti meccanisellulari, provocando simultaneamente un difetto
nel numero e nella funzionalita delle piastrine.
Le proteine RAB sono piccole GTPasi apparteneihdi sliperfamiglia delle proteine RAS, coinvolte in
numerosi passaggi del traffico vescicolare celtldtegli umani sono presenti piu di 60 membri delle
proteine RAB, localizzate in differenti compartilldemembrane intracellulari. La regione promoteldwi
type di uno dei geni RAB e stata generata tram@®& Pa partire da DNA genomico. | potenziali siti di
legame di RUNX-1 nella regione promoter del geneBR#ono stati analizzati tramite il software
TFSEARCHL: l'analisi al computer ha rilevato 4 siii consenso per RUNX-1. La tecnica di



immunoprecipitazione della cromatina (ChIP), estegsu cellule di eritroleucemia umana (HEL cells),
trattate con PMA per indurre trasformazione megac#aria, ha mostrato il legame di RUNX-1 ai siti
consenso di Runx-1 nella regione promoter del ¢g&hB. Le mutazioni sono state incorporate nei siti d
legame di RUNX-1 usando il metodo megaprimer PC&.régione promotrice wild type e le regioni
mutate sono state clonate in vettori plasmidici BGtontenenti il gene reporter per la luciferadi. G
studi preliminari di luciferasi condotti nelle agdié HEL hanno mostrato una diminuzione significativ
dell’attivita della luciferasi dei siti mutati riggto alla regione promoter wild type, questo restatindica
che ogni sito di consenso contribuisce alla aidil promoter del gene RAB.

In conclusione, i dati preliminari ottenuti dallaossa Temperilli durante il suo periodo di
Dottorato, dimostrano che sia i pazienti in tragabo cronico con Aspirina sia i pazienti “consumato
abituali di FANS” presentano livelli di espressiatieMRP4 aumentati, e che questo aumento correla co
un aumento della reattivita piastrinica sia in vilee in vitro. L’'osservazione che anche il trattatoe
cronico con antinflammatori non steroidei, sia mub selettivi di COX-2 che FANS tradizionali,
aumenta l'espressione piastrinica di MRP4 in vivagduce a pensare che I'Aspirina e gli altri
antinflammatori non steroidei siano in grado divate PPAR-alfa, tramite il blocco dell’enzima COX,
che il conseguente aumento dei metaboliti dell’Acérachidonico, indipendenti da COX1/2 induca
attivazione di PPAR-alfa.

Il Collegio dei Docenti giudica l'attivita scieniib-formativa della Dott.ssBlavia Temperilli in modo
positivo, in base alla frequenza e all'attivita gerca complessivamente svolta. Esprime parere
favorevole alla presentazione di una tesi di Dattmdal titolo:

MRP4 UP-REGULATION AND PLATELET FUNCTION
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