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	DESCRIZIONE DEL PROGETTO 

	Stato dell’Arte e Razionale

La leucemia megacarioblastica acuta (AMKL) è una forma eterogenea di leucemia mieloide acuta (AML), caratterizzata dalla presenza di cellule megacarioblastiche, ed è significativamente più frequente in età pediatrica rispetto all’età adulta (rispettivamente 10% e 1% dei casi di AML). La AMKL può insorgere sia de novo che in bambini affetti da sindrome di Down (DS-AMKL). Tuttavia, rispetto alle DS-AMKL, in cui il tasso di sopravvivenza è dell’80% circa, le AMKL de novo sono associate a una prognosi sfavorevole e alla ricorrente presenza di oncogeni di fusione, tra cui CBFA2T3-GLIS2 (altrimenti detto ETO2-GLIS2).  ETO2-GLIS2 è un gene di fusione che è stato descritto di recente e che si riscontra esclusivamente in casi pediatrici. La presenza di ETO2-GLIS2 ha un’importante rilevanza clinica, poiché le forme di leucemia ETO2-GLIS2-positive sono associate a prognosi infausta.

Recentemente è stato dimostrato che il fenotipo clinico delle AML pediatriche è determinato dalla suscettibilità ontogenetica alla trasformazione determinata dall’oncogene di fusione. Infatti è stato dimostrato che l’espressione di ETO2-GLIS2 nelle cellule staminali ematopoietiche fetali induce un rapido esordio della leucemia AMKL, mentre la sua espressione in cellule staminali ematopoietiche di midollo osseo adulto porta ad una transizione verso una trasformazione mieloide, con un tardivo sviluppo del potenziale leucemogeno in vivo. Queste osservazioni suggeriscono che le cellule che danno origine alle AMKL possono avere caratteristiche peculiari. Ciò nonostante, la natura delle cellule staminali progenitrici ematopoietiche, che determina la loro predisposizione alla trasformazione leucemica indotta da ETO2-GLIS2, non è ancora stata chiarita.

Durante l’embriogenesi, diversi processi ematopoietici danno origine ai progenitori ematopoietici: un primo programma definito “primitivo”, seguito da quello dei “progenitori eritro-mieloidi” (EMP), genera le linee embrionali eritro-mieloidi, inclusi i megacariociti. Successivamente il programma ematopoietico “definitivo” dà origine alle cellule staminali ematopoietiche (HSCs) e a tutte le linee presenti nell’adulto (mieloide, eritroide e linfoide). L’ipotesi di questo studio è che le AMKL pediatriche ETO2-GLIS2-positive possano avere origine da un tipo specifico di progenitore ematopoietico.
Obiettivi

L’obiettivo principale di questa ricerca è quello di determinare l’origine cellulare della AMKL de novo indotta da ETO2-GLIS2.

Metodologia (descrizione del campione, principali tecniche utilizzate, aspetti biostatistici, fattibilità…)

Poiché è stato osservato che il differenziamento dei megacariociti umani è fortemente influenzano dall’ontogenesi. Verranno utilizzate cellule umane staminali pluripotenti indotte (iPSC) come modello di differenziamento ematopoietico. Le iPSC saranno ingegnerizzate con il gene di fusione ETO2-GLIS2 attraverso il sistema di manipolazione genetica CRISPr-Cas9 e verrà impiegato un protocollo di differenziamento 3D per mimare in vitro la patologia leucemica. Mediante modulazione di specifiche vie di segnale (es. vie WNT/ β-catenina e NOTCH) sarà possibile discriminare e separare i progenitori ematopoietici delle diverse popolazioni ematopoietiche (primitiva, EMP e definitiva). Il differenziamento megacariocitario e il potenziale neoplastico di questi progenitori sarà testato mediante analisi citofluorimetriche e saggi clonogenici, Inoltre verranno condotte analisi di espressione genica e RNA sequencing per valutare gli effetti dell’espressione di ETO2-GLIS2 nei diversi progenitori ematopoietici.
Risultati attesi

Il modello di ETO2-GLIS2 iPSC sarà utile per indagare il ruolo del gene di fusione e stabilire quale programma ematopoietico (primitivo, EMP o definitivo) sia alla base delle AMKL de novo. Questo studio fornirà dettagli fondamentali sulla regolazione genetica di questa patologia. Questi risultati rappresenteranno uno step fondamentale per l’identificazione di nuovi potenziali target terapeutici e potranno fornire informazioni importanti per l’identificazione di nuove e più efficaci strategie terapeutiche.

	DESCRIZIONE DELLE ATTIVITÀ DELL’ASSEGNISTA

	Il candidato si occuperà delle seguenti mansioni:

si occuperà della generazione delle linee iPSC, della loro caratterizzazione dal punto di vista genetico, biochimico e del profilo di espressione. Sono richieste nello specifico competenze nell’ambito di:

· modulazione del programma ematopoietico di iPSC ETO2-GLIS2-positive e isolamento dei progenitori primitivi, EMP e definitivi;

· caratterizzazione mediate analisi citofluorimetriche delle popolazioni (progenitori primitivi, EMP e definitivi) isolate;
· caratterizzazione del potenziale neoplastico mediante saggi clonogenici;
· analisi di biologia molecolare, in particolare espressione genica e RNA sequencing;
· analisi statistiche dei dati raccolti;
· divulgazione dei risultati del progetto di ricerca tramite stesura di articoli scientifici e presentazione a congressi nazionali e internazionali.
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