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CAMPI DI INDAGINE NELLA RICERCA . Meccanismi di attivazione e aggregazione piastrrttadio della funzionalita
delle integrine piastriniche alfa2bbeta3 alfa2besaiidio dei meccanismi di differenziamento megacétario.

TEMI CORRENTI DI RICERCA
Maturazione e differenziamento megacariocitarieétiule staminali: trasduzione del segnale indattaendocannabinoidi

Gli endocannabinoidi sono una nuova classe di nmdiBpidici endogeni che mimano alcuni degli effgsicotropici, ipnotici ed analgesici dei
cannabinoidi, i costituenti naturali della Cannadasiva. | cannabinoidi endogeni comprendono amresteri ed eteri di acidi grassi poliinsaturi a
lunga catena derivanti dall'acido arachidonico.aggiori esponenti di questa classe di molecole $anandamide ed il 2-arachidonoilglicerolo (2-
AG). La loro azione si esplica mediante il legamspacifici recettori associati a proteine G etémmriche , di cui si conoscono due isoforme: il
recettore CB1, quasi esclusivamente localizzatcsisééma nervoso, ed il recettore CB2, localizzavalentemente nei tessuti periferici. Oltre ai
recettori cannabici, I'anandamide pud anche legarecettore vanillode di tipo 1 (TRPV1) e pud esseosi consoderata un vero e prprio
"endovanilloide". Data I'ampia distribuzione dece#ori CB, gli endocannabinoidi svolgono numerhseioni in un organismo. Recenti evidenze
sperimentali hanno dimostrato un nuovo ruolo figgoto per gli endocannabinoidi quali molecole coiter nel controllo della proliferazione e del
differenziamento cellulare, sia nel sistema nenasoa livello periferico. Tuttavia, ancora pocbing i dati disponibili riguardo al differenziamento
di cellule ematopoietiche. Recentemente & statostiato che cellule ematopoietiche staminali enntadiodi topo non solo esprimono i recettori
CB1 e CB2 ma sono anche in grado di sintetizzado@mnabinoidi. Questi dati suggeriscono che itregecannabici ed i suoi ligandi sono
coinvolti nel mantenimento delle cellule staminatnbrionali e che il sistema endocannabinoide pessare essenziale per la sopravvivenza e il
differenziamento delle cellule staminali ematopohet. In questo progetto verranno utilizzati dueedsi modelli di cellule staminali ematopoitiche,
uno murino di cellule ematopoitiche derivate datlado osseo, e uno umano di cellule ematopoiticrévate dal sangue di cordone ombelicale.
Con questa ricerca ci proponiamo di analizzarel (1ttern di espressione e localizzazione subleebudei recettori per gli endocannabinoidi CB1,
CB2 e TRPV1 in cellule ematopoietiche staminalii #alutare comela loro espressione/distribuziomaliadurante i processi di differenziamento
megacariocitario e piastrinogenesi. (2) Quale siknwgie di trasduzione del segnale attivate dalmaazione endocannabinoide sia in cellule
indifferenziate che differenziate. (3) Quale sialoudegli endocannabinoidi nel differenziamento awegiocitario e nella formazione delle piastrine.

L'inibizione delle diacilglicerolo chinasi come ustiategia innovativa per regolare il differenziamt@ megacariocitario

Le diacilglicerolo chinasi (DGK) sono enzimi chesfiorilano il diacilglicerolo (DAG) producendo acidsfatidico (PA). Le DGK regolano quindi la
segnalazione mediata da lipidi, tramite l'interama degli eventi stimolati dal DAG e la generazioimd®A in modo spazio- e tempo-dipendente.
L'importanza del DAG nella trasduzione del segraleen determinata ed é stato ampiamente dimosinat@nche il PA prodotto dalla DGK € in
grado di regolare diverse proteine segnale. llaablquesti secondi messaggeri impone l'esistenaa dreciso controllo della loro interconversione,
infatti la localizzazione delle DGK e la loro aftévsono fisiologicamente regolate nei diversi estitcellulari. Questa regolazione permette una fin
modulazione del metabolismo del DAG, contribuendia &mitazione delle vie di segnalazione contrtdladal DAG. Inoltre, linibizione
farmacologica delle DGK potrebbe rappresentare adaper incrementare la segnalazione DAG-dipendengastrine sono cellule anucleate del
sangue che giocano un ruolo chiave nell'emostasile sviluppo delle patologie trombotiche. In siég@lla lesione della parete vasale, le piastrine
aderiscono alle molecole della matrice sottoenddéegsposta e vengono attivate. L'attivazionetpimsa culmina con l'aggregazione delle piastrine
e la formazione del tappo emostatico. A causawBbrfondamentale giocato nella formazione del trone piastrine sono il bersaglio preferenziale
nella terapia antitrombotica delle patologie caveixolari. La formazione delle piastrine implidadifferenziamento delle cellule staminali
ematopoietiche in megacariociti e la successivanifiantazione delle protrusioni pseudopodiali chi@m@bpiastrine del megacariocita maturo.
Difetti nella produzione delle piastrine causarmnrtbocitopenia e possono provocare diverse patolgisanguinamento. La produzione di DAG
mediata dalla fosfolipasi C (PLC) gioca un ruoléesie sia nel controllo della formazione delle piag, sia nell'attivazione mediata da agonistienell
piastrine mature. Infatti, la segnalazione dipetelelal DAG & implicata nella stimolazione del diffieziamento e della maturazione delle piastrine.
Quindi le DGK potrebbero intervenire come moduliat@gativi della formazione delle piastrine corlantio I'accumulo del DAG e la segnalazione
mediata da questo secondo messaggero, ma finogadjwesto campo di studio non & ancora stato edplorLa produzione di DAG mediata dalla
PLC e indotta dalla stimolazione con agonisti, geolin ruolo fondamentale anche nel controllo déli@zione delle piastrine mature. La PLC



idrolizza il fosfatidilinositolo-4,5-bisfosfosfatproducendo DAG, che stimola la PKC, e inositolof3#isfosfato, che promuove il rilascio di Ca2+
dai depositi intracellulari. Questi messaggeri @apo nel promuovere l'attivazione e l'aggregazjuastrinica. In virtt dell'importanza del DAG
nell'attivazione piastrinica, le DGK possono essemesiderati modulatori ideali delle risposte deliastrine. Sebbene diverse isoforme di DGK siano
state purificate nelle piastrine, il ruolo di questzimi € ancora poco conosciuto. Questo progetimcalizzera sull'analisi del ruolo delle DGKllae
regolazione della segnalazione dipendente dal DArde la trombopoiesi e nell'aggregazione pidstinl lavoro proposto sara eseguito da due
unita di ricerca separate che coopereranno perirghiamportanza della regolazione dell'attivitalld DGK nella formazione e nella funzionalita
delle piastrine.
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