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Introduzione

La Mielofibrosi Primaria (PMF) appartiene alla categoria delle neoplasie mieloproliferative
croniche Philadelphia-negative (1). La malattia si manifesta con una varieta di alterazioni, che
includono anemia, splenomegalia e proliferazione clonale di progenitori emopoietici in tessuti
extramidollari e puo evolvere in leucemia (2-4). E una malattia causata dall’interazione anormale tra
un clone di cellule staminali ematopoietiche e il microambiente. La PMF, infatti, ¢ caratterizzata
dalla proliferazione abnorme di megacariociti, una popolazione cellulare responsabile non solo della
produzione di piastrine ma anche di regolare la funzione delle cellule stromali, e da fibrosi midollare
di natura reattiva con conseguente eritropoiesi inefficace nel midollo. Queste due caratteristiche
vengono usate per monitorare la progressione della malattia.

Come le altre neoplasie mieloproliferative Philadelphia-negative, la PMF puo essere associata
con la mutazione somatica V617F nel gene Janus Kinase 2 (JAK2) che impedisce al dominio con
attivita tirosin-chinasica della proteina di disattivarsi (1). Tuttavia, al contrario delle altre neoplasie
mieloproliferative in cui la mutazione ¢ presente con frequenza >80%, nei pazienti con PMF la
mutazione JAK2V617F ¢ presente con una frequenza <50%. Altre mutazioni identificate in una
minoranza dei pazienti con PMF sono rappresentate dalla mutazione JAK2T875N, che attiva un altro
dominio della proteina, e mutazioni che attivano costitutivamente MPL, il recettore per la
trombopoietina (TPO), (MPLW515L ¢ MPLW515K)". Comunque, le mutazioni identificate fino ad
ora non sembrano rappresentare la lesione genica primaria ma mutazioni che si verificano durante
stadi intermedi di una complessa sequenza di eventi che coinvolge molteplici mutazioni genetiche
che si susseguono durante la progressione della malattia (1). Per questo motivo, il paradigma
terapeutico che ha avuto tanto successo nelle neoplasie mieloproliferative Philadelphia-positive
(trattamenti con farmaci che inibiscono I’attivita chinasica dell’oncogene Bcer-Abl (5, 6) attivato in
queste patologie) sta dando scarsi risultati nella PMF. Infatti, i risultati clinici delle sperimentazioni
cliniche con farmaci che inibiscono JAK2 direttamente (INCB018424, XL.019 and TG101348)
oppure con effetto off-target (MKS-0457, CEP-701, AT9283) sperimentate in pazienti con PMF fino
ad ora sono stati modesti (per una rassegna vedi (7). L’unica terapia possibile per la PMF rimane
ancora il trapianto allogenico di cellule staminali, una procedura che puo essere offerta solo a quella
minoranza di pazienti che hanno un donatore compatibile e che ¢ associata ad alta tossicita (8). Lo
sviluppo di approcci terapeutici alternativi e piu sicuri per questa malattia resta quindi una priorita.

Queste considerazioni mettono in risalto I’importanza di studi in modelli animali per capire
meglio la pato-biologia della malattia e per identificare ulteriori target contro cui sviluppare
farmaci piu efficaci per curare questi pazienti (9).
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Stato dello sviluppo

JAK?2 ¢ il primo elemento di trasduzione del segnale di numerose citochine ematopoietiche,
inclusa la TPO, il fattore di crescita che controlla la maturazione megacariocitaria (10). La
relazione tra la mutazione JAK2V617F e lo sviluppo di fibrosi midollare nei pazienti con PMF ¢
oggetto di numerosi studi. Un’ipotesi ¢ che la fibrosi sia una conseguenza dell’attivazione dei
fibroblasti midollari da parte dei megacariociti anomali generati in seguito alla presenza della
mutazione. Infatti, i megacariociti che si sviluppano nei pazienti con PMF sono caratterizzati da
un’“impronta patologica” che include sia alterazioni biochimiche (ridotti livelli di espressione
del fattore di trascrizione GATAl e di geni megacariociti-specifici tra cui il fattore von
Willebrand e aumentata expressione della P-selectina, un recettore riconosciuto dai neutrofili,
nella regione di demarcazione della membrana) e morphologiche (emperipolesi dei neutrofili e
morte per para-apoptosi) (11).

11 ruolo centrale delle anomalie dei megacariociti nello sviluppo della PMF ¢ dimostrato dal
fatto che qualunque mutazione che induce nel topo anomalie dello sviluppo dei megacariociti
simili a quelle identificate nella PMF, induce anche sviluppo di mielofibrosi (11). Questi
modelli animali includono, oltre che topi portatori della mutazione JAK2V617F (9), mutazioni
che interferiscono con il controllo estrinseco (mutazioni positive nella TPO e nel suo recettore
MPL, topi TPO"") (12-14) della megacariocitopoiesi o con il suo controllo intrinseco
(mutazioni ipomorfiche nel fattore di transcrizione GATALI, topi Gatal'") (15) (Figura 1).
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Figura 1. Modello patobiologico della PMF che identifica un pathway
che riunisce tutte le mutazioni descritte in modelli murini che sviluppano mielofibrosi

Nella Figura 1 le mutazioni identificate anche nei pazienti sono indicate in rosso. Mutazioni che
attivano il pathway del segnale della trombopoietina (TPOhigh) o riducono ’espressione di Gatal
(Gatallow), rispettivamente il fattore di crescita e quello di trascrizione che controllano la
megacariocitopoiesi, inducono anomalic megacariocitarie simili a quelle osservate in PMF. La
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consequenza maggiore di queste anomalie ¢ la delocalizzazione della P-selectina, il recettore per i
neutrofili, sul sistema di demarcazione delle membrane. Questa delocalizzazione induce un processo
anormale di emperipolesi dei neutrofili che uccide i megacariociti per para-apoptosi con conseguente
rilascio dei fattori di crescita presenti nei loro granuli nel microambiente.

Lo sviluppo di modelli animali svolge un ruolo determinante nello studio della patologia e
nell’identificazione di possibili terapie in molte patologie. Nel caso della PMF, ciascuno dei modelli
animali sviluppati fino ad ora ha avuto una sua applicazione specifica.

I modelli generati introducendo nei topi mutazioni presenti nei pazienti, quali JAK2V617F, sono
particolarmente indicati per studi preclinici per I’identificazione di farmaci che possano curare la
PMF attraverso I’inibizione dell’attivita biologica di questo enzima (9). Sfortunatamente, queste
terapie applicabili solo in quei casi che presentano la mutazione JAK2V617F, hanno avuto fino ad
ora risultati modesti (7).

Modelli che generano la malattia rapidamente, quali i mutanti TPO"" (12-14), sono invece utili
per studi di complementazione genica che hanno lo scopo di identificare elementi a monte e a valle
della mutazione che possono contribuire allo sviluppo della malattia. Il contributo pit importante
dato da questo modello ¢ stato I’aver identificato il ruolo fondamentale svolto dal TGF- nella
patogenesi della malattia (16).

Topi portatori della mutazione ipomorfica Gatal® che comporta una ridotta espressione di
questo fattore di trascrizione essenziale per la maturazione megacariocitaria, sviluppano invece la
malattia in fasi sequenziali ben definite nell’arco di due anni (17). Per questo motivo, questi modelli
animali hanno rappresentato un ruolo essenziale nel definire la relazione gerarchica tra i vari eventi
patologici che si manifestano durante la progressione della malattia e nel definire strategie di cura
indirizzate per ciascuna di queste fasi.

Uno dei contributi piti importanti forniti dal modello Gatal®" ¢& stato chiarire la patobiologia
dell’aumento del traffico delle cellule staminali/progenitrici ematopoietiche tra il midollo e i siti
extra-midollari, quali milza ¢ fegato. Dati ottenuti nel modello Gatal"™ e confermati da studi
successivi in pazienti con PMF, indicano che questa complessa caratteristica ¢ probabilmente
determinata sia da difetti intrinseci della cellula staminale (ridotta espressione del recettore di
adesione CXCR4) (18-20) che da difetti del microambiente (alterati livelli quantitativi e qualitativi di
citochine nel microambiente come consequenza delle anomalie megacariocitiche) (18, 21). Questo
concetto, elaborato nel corso di diversi anni nella PMF ¢ simile al recente concetto di “nicchia
promuovente la trasformazione neoplastica” (cancer activating niche) recentemente teorizzato da
Robert Weinberg per i1 tumori solidi (22). Infatti, per spiegare 1’eterogeneita della progressione
metastatica nei tumori solidi, Robert Weinberg ha sviluppato il concetto che le cellule tumorali sono
in grado di alterare il loro microambiente in modo da crearne uno che supporti la progressione
tumorale. Questo modello indica che nel caso della PMF, la progenie megacariocitaria delle
staminali pre-neoplastiche PMF ¢ responsabile, tramite rilascio di TGF-B, di attivare i fibroblasti
midollari che, secernendo fibre di collageno, formano un microambiente fibrotico non-permissivo
alla maturazione delle cellule staminali emopoietiche nel midollo. La ridotta expressione di CXCR4,
dovuta probabilmente a modificazioni epigenetiche del gene conseguenza della lesione genica
primaria della malattia (19), mobilita in circolo le cellule staminali/progenitrici emopoietiche pre-
PMF. Una volta in circolo, queste cellule colonizzano i siti extramidollari dove trovano un mileu che
ne favorisce la proliferazione e la trasformazione in cellule staminali emopoietiche PMF, iniziando
la fase patogenetica vera e propria della malattia. Le condizioni di stress (ridotto pO,) che si
instaurano nel microambiente in seguito all’anemia dovuta all’eritropoiesi inefficace nel midollo,
modificano poi ulteriormente il microambiente dei siti extramidollari selezionando quei cloni PMF
che hanno sviluppato ulteriori mutazioni iniziando il processo leucemogenico. Questo modello
sviluppato con chiarezza per la PMF, ¢ pero applicabile anche ad altre forme di leucemie fornendo
un quadro di lettura unitario tra lo sviluppo dei tumori ematopoietici e di quelli solidi.
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La mielofibrosi nel modello murino Gata1'%

I gene Gatal ¢ stato identificato mediante screening per geni expressi in modo differenziale
tra cellule eritroleucemiche indotte o non indotte alla maturazione eritroide mediante
trattamento con dimetilsulfossido (23). Esso ¢ localizzato sia nei topi che negli uomini sul
cromosoma X e codifica per un fattore di trascrizione necessario per lo sviluppo delle cellule
ematopoietiche di molti stipiti tra cui, oltre ai megacariociti menzionali precedentemente, quelle
eritroidi, mastocitari, eosinofili e dendritici (24-26). La proteina GATA1 esercita le sue funzioni
trascrizionali legandosi, in combinazione con altri fattori di trascrizione/proteine regolatrici, alle
regioni che regolano 1’espressione di molti geni eritroidi specifici, inclusi il recettore per il
fattore di crescita eritropoietina ¢ lo stesso gene GATA1 (27). 1l ruolo fondamentale svolto da
questo fattore di crescita nella maturazione eritroide ¢ dimostrato dall’osservazione che la sua
delezione nei topi ¢ letale allo stato embrionale a causa di una profonda anemia (28).

GATALI appartiene ad una famiglia di fattori trascrizionali caratterizzata da due regioni zinc
finger che presentano un’architettura ben conservata che assicura una parziale ridondanza tra le
funzioni dei vari membri (27). E stato dimostrato che la funzione specifica dei membri di questa
famiglia non ¢ assicurata mediante specificita funzionali struttura-specifica ma da un accurato
meccanismo di regolazione dell’espressione dei vari geni GATA durante la maturazione delle
singole linee emopoietiche (29). Il Gatal locus, per esempio, contiene due primi esoni non
tradotti: I’esone prossimale, usato principalmente dalle cellule eritroidi e megacariocitiche e
I’esone distale identificato per la prima volta perché usato dalle cellule del Sertoli del testicolo
per iniziare la trascrizione (30). Questi due esoni sono preceduti rispettivamente da due
promotori identificati come IE (promotore eritroide) ed IT (promotore del testicolo). Le
mutazioni ipomorfiche Gatal®® ¢ Gatal" (anche definita Gatal™**") sono due delezioni che
sostituiscono regioni 10-8 kb a monte di IE che includono il sito del promotore IT ¢ il primo sito
di ipersensibilita alla DNasel (HS1) con una cassette neomicina-resistente (31, 32). Entrambe
queste mutazioni sono letali a causa di trombocitopenia e di anemia nel genotipo C57BL/6.
Alcuni dei mutanti Gatal™®? sopravvivono alla nascita ma sviluppano leucemia nei primi 3-6
mesi di vita.

Mentre nel ceppo C57BL, i topi Gatal® muoiono alla nascita per le consequenze
dell’anemia, in ceppi capaci di attivare rapidamente 1’ematopoiesi in siti extramidollari (CD1 o
DBA2) i mutanti Gatal®" sono vitali in eta adulta perché recuperano dall’anemia ad un mese di
eta pur rimanendo trombocitopenici per tutta la vita (17). L’anemia ¢ dovuta a un incremento
del processo apoptotico negli eritroblasti, legato alla bassa espressione di GATA1 (~ il 20% di
livelli di espressione wild-type) (31). L’induzione dell’eritropoiesi nella milza ¢ sufficiente a
compensare 1’aumentata eritropoiesi inefficace consequenza della mutazione (33). Anche la
trombocitopenia ¢ causata dai ridotti livelli di proteina GATA1 nei megacariociti (34, 3). Queste
cellule pero rimangono immature, € le poche piastrine rilasciate da queste cellule contengono
una quantita ridotta di granuli (35, 36). Nel ceppo CD1, perd, i mutanti Gatal®" sviluppano nel
tempo tutte le caratteristiche patologiche riportate nei pazienti con PMF. Queste includono: 1)
da uno a sei mesi: ematopoiesi nella milza, osteosclerosi, trombosi in tessuti multipli e
piastrinopenia (stadio pre-PMF); 2) da 6 a 10 mesi: neo-angionesi e fibrosi midollare (stadio
PMF); 3) da 10 mesi alla morte dell’animale: fibrosi nel midollo e nella milza, aumentato
numero di cellule staminali e progenitrici in circolo e sviluppo dell’ematopoiesi nel fegato (11).
Nel ceppo DBA/2 la mutazione induce una leggera mielofibrosi, mentre una simile mutazione in
topi BALB/C induce trombocitopenia e osteoporosi, ma non mielofibrosi e i topi muoino di
leucemia megacariocitica in tarda eta (Donald Metcalf, comunicazione personale). La diversa
penetranza della mielofibrosi indotta dalla mutazione ipomorfica Gatal™ nei diversi ceppi
murini suggerisce 1’esistenza di geni modificatori che cooperano con la mutazione ipomorfica
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nel determinarne il fenotipo. L’osservazione che la severita del fenotipo ¢ inversamente
correlata con la capacita di reclutare la milza come sito eritropoietico durante il recupero
dell’anemia emolitica indotta dalla fenilidrazina (37, 38), suggerisce che almeno uno di questi
geni modificatori ¢ rappresentato da sf-Stk, un gene la cui espressione ¢ regolata da GATAI1 e
che svolge un’azione determinante nel recupero dall’anemia da stress nel topo. Questi risultati
hanno fornito una chiave di lettura all’estrema variabilita nel decorso clinico della PMF
nell’uomo.

| megacariociti Gata1'®" e quelli dei pazienti con PMF

presentano le stesse anomalie di maturazione

La trombocitopenia, con un numero di piastrine al 30% del valore fisiologico, permane per
tutta la durata della vita nei topi Gatal®" (11). Essa & associata con 1’iperproliferazione dei
megacariociti € con una ritardata maturazione sia nel midollo osseo che nella milza. Come nei
pazienti PMF, i megacariociti dei topi GATAI"™ risultano iperplastici ¢ immaturi con una
alterata struttura dei -granuli, bassa o non rilevabile espressione del fattore von Willembrant, e
altre importanti proteine megacariocitarie (36, 39). Fa eccezione la P-selectina che ¢ espressa a
livelli normali ma si localizza principalmente nella zona di demarcazione delle membrane a
contatto con I’esterno della cellula (Figura 1). Questa localizzazione favorisce una emperipolesi
anormale dei megacariociti con i neutrofili (36, 39). L’emperipolesi ¢ il passaggio di una cellula
attraverso un’altra cellula e lascia generalmente le due cellule intatte. I megacariociti, sia per la
loro dimensione, sono 10-50 volte piu grandi delle altre cellule, che per il citoplasma altamente
canalizzato dal sistema di demarcazione delle membrane, si prestano particolarmente ad essere
attraversati da altre cellule in particolare dai neutrofili. A causa dell’alta concentrazione di P-
selectina sul sistema delle membrane, pero, ’emperipolesi tra i neutrofili e i megacariociti
Gatal™" coinvolge la fusione tra le due cellule con conseguente riversamento delle proteasi dei
neutrofili nel citoplasma dei megacariociti. Queste proteasi degradano i megacariociti
inducendone la morte per para-apoptosi e il rilascio delle citochine presenti nel loro
microambiente citoplasmatico (Figura 1). Queste citochine promuovono poi I’osteosclerosi,
I’angiogenesi e la fibrosi portando ad una degenerazione generale del microambiente midollare.
Queste osservazioni hanno portato all’ipotesi che la mielofibrosi possa essere curata mediante
trattamenti con inibitori delle citochine rilasciate dai megacariociti in questo processo di
peripolesi. Questa ipotesi ¢ stata testata dimostrando che trattamenti con una sostanza naturale
(I’Aplidina) che inibisce il pathway del VEGF, uno dei fattori di crescita rilasciati dai
megacariociti, curano la mielofibrosi nei topi Gatal" (40). La valutazione di questo farmaco
nei pazienti ¢ stata pero sospesa in quanto i risultati sono stati modesti. Comunque questo studio
nei topi Gatal" ¢ rimasto una “prova di principio” e sono in corso altri studi che usando questo
modello valuteranno la capacita di inibitori di altre citochine per curare la fibrosi nel modello
animale.

Conclusioni e prospettive future

Lo sviluppo regolare dell’ematopoiesi ¢ rigorosamente controllato mediante appropriate
interazioni tra le cellule staminali/progenitrici emopoietiche e le loro nicchie nel microambiente
midollare (41). Studi recenti che coinvolgono saggi quantitativi delle funzioni delle cellule
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staminali emopoietiche in mutanti difettivi per le interazioni di queste cellule con il
microambiente, stanno chiarendo la natura di queste interazioni in modelli animali (42). Molto
lavoro resta ancora da fare per convalidare queste scoperte nell’'uomo dove i modelli
sperimentali sono ovviamente piu limitati perché motivi etici proibiscono 1’induzione di
mutazioni specifiche. Queste mutazioni perd, possono avvenire nell’'uomo spontancamente
durante I’insorgenza di malattie che divengono quindi modelli di studio per comprendere
determinati meccanismi biologici nell’'uomo. In questo senso, la PMF, una malattia nella quale
le interazioni tra le cellule staminali e le loro nicchie nel midollo sono distrutte, rappresenta un
modello di studio fondamentale per capire le interazioni tra cellule staminali emopoietiche e il
microambiente del midollo nell’uomo.

Nonostante le numerose importanti scoperte fatte negli ultimi anni sulla patologia della PMF,
il difetto molecolare primario che porta allo sviluppo di questa malattia ¢ ancora oscuro in quasi
la meta dei pazienti. Inoltre, il trapianto allogenico delle cellule staminali resta la sola terapia
curativa per questi pazienti. Dal momento che non tutti i pazienti hanno un donatore compatibile
che li rende eleggibili per questo trattamento, lo sviluppo di approcci terapeutici alternativi per
questa malattia rimane una priorita. Per raggiungere 1’obiettivo finale di curare la PMF, sono
stati generati molti modelli animali della malattia. Sebbene mutazioni del gene GATA1 non
siano state ancora scoperte in pazienti con PMF, i megacariociti di questi pazienti sono
caratterizzati da tutte le anomalie indotte nel topo da mutazioni ipomorfiche di GATA1. Queste
analogie rendono i topi Gatal uno strumento inestimabile per la comprensione del
meccanismo che ¢ alla base non solo dello sviluppo della fibrosi ma soprattutto del traffico
anormale delle cellule staminali ematopoietiche e dello sviluppo di ematopoiesi inefficace nel
midollo e di ematopoiesi in siti extramidollari. Riassumendo, il collegamento cruciale tra
anomalie nei megacariociti, alterazioni del microambiente e sviluppo della PMF scoperto grazie
ai modelli murini della malattia, suggerisce che farmaci che ripristino la maturazione dei
megacariociti possano rappresentare una valida alternativa di cura per questi pazienti. [ modelli
animali della malattia, incluso il modello murino Gatal'" svolgeranno un ruolo fondamentale
nella validazione di questa ipotesi.
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