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CAPITOLO 0: ABSTRACT 
 
Le cellule staminali pluripotenti (PSCs) sono una promettente risorsa nel 
campo delle terapie rigenerative per merito delle loro capacità proliferative e 
di mantenimento della stabilità genomica, le quali dipendono direttamente 
dalla capacità di mantenimento dei telomeri. L’elaborato analizza la 
regolazione della lunghezza telomerica nelle cellule staminali pluripotenti 
umane, sia embrionali (hESCs) che indotte (hiPSCs). Vengono inoltre discussi 
i meccanismi molecolari che coordinano il mantenimento della lunghezza dei 
telomeri, con enfasi particolare sulla telomerasi e sul rimodellamento 
epigenetico durante la riprogrammazione cellulare e la coltura in vitro 
prolungata. Gli autori dello studio hanno adottato CRISPR/Cas9 come tecnica 
di editing genomico per generare linee cellulari knock-out per TERT e TERTC, 
seguite dalla riprogrammazione dei fibroblasti. È stata poi monitorata la 
lunghezza dei telomeri per mezzo di TRF e Q-FISH, l’attività telomerasica, 
tramite saggio TRAP, e i cambiamenti epigenetici, tramite analisi ChIP e dei 
trascritti telomerici (TERRAs), osservando nelle hiPSCs una propensione nel 
tendere ad uno stato tipicamente embrionale. Infine, è stata analizzata la 
stabilità genomica e, con un test in vivo, il potenziale differenziativo delle 
hiPSCs. Questo elaborato si propone di discutere l'approccio sperimentale, 
descrivendo le metodologie applicate e analizzando i risultati sulle PSCs 
umane, con un confronto finale per valutare se le evidenze ottenute nei 
modelli murini trovano riscontro anche nelle cellule umane. 
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CAPITOLO 1: STATO DELL’ARTE  
 

1.1 CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI E TELOMERI 
 
Si definiscono cellule staminali le cellule indifferenziate aventi la capacità di 
divenire uno o più tipi cellulari e, contemporaneamente, di autorinnovarsi 
producendo copie a loro identiche. Ciò significa che una cellula staminale può 
dare luogo ad una divisione asimmetrica generando due cellule identiche 
ugualmente indifferenziate, oppure creare una cellula figlia che mantiene le 
caratteristiche di staminalità della cellula madre ed un’altra che intraprende 
un percorso differenziativo specifico in quella che viene definita una divisione 
asimmetrica. 
Le cellule staminali pluripotenti (PSCs), in particolare, comprendono sia le 
cellule staminali embrionali (ESCs) che le cellule staminali pluripotenti 
indotte (iPSCs) e sono definite tali nel momento in cui possono dare origine a 
tutti i tipi cellulari dell’embrione e ciò che poi ne deriva ma non sono in grado 
di formare cellule dei tessuti extraembrionali. Ciò significa che il repertorio di 
tipi cellulari che deriva dalle PSCs è molto vasto e questa caratteristica risulta 
estremamente utile nel campo della medicina rigenerativa dove queste 
cellule possono essere impiegate per sviluppare terapie cellulari 
personalizzate, riducendo il rischio di rigetto immunitario. 
Tuttavia, è di fondamentale importanza per le PSCs mantenere il genoma 
stabile durante le continue divisioni cellulari per la loro capacità di produrre 
cellule differenziate funzionali e, di conseguenza, anche per la loro 
applicazione terapeutica. In questo contesto, i telomeri rivestono un ruolo 
chiave nel preservare la stabilità genomica, rendendo altrettanto cruciali i 
meccanismi che mantengono e regolano queste strutture. [1, 2]  
 

1.2 STRUTTURA E FUNZIONE DEI TELOMERI 
 
I telomeri sono sequenze ripetute di DNA non codificante situate alle 
estremità dei cromosomi lineari delle cellule eucariotiche. Nei mammiferi, in 
particolare, sono presenti molte kilobasi (kb) in doppio filamento con 
ripetizioni in tandem della sequenza TTAGGG che terminano con una 
sporgenza all’estremità 3’ di 50-400 nt a singolo filamento (3’ overhang). La 
lunghezza totale dei telomeri può variare notevolmente a seconda del tipo di 
cellula, dello stato fisiologico e dell'età dell'individuo e mediamente nelle 
cellule umane si possono trovare telomeri di lunghezza compresa tra le 5 e le 
15 kb. [3] 
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Oltre al DNA telomerico, i telomeri includono un complesso proteico noto 
come Shelterin, che protegge l'estremità del cromosoma e ne regola la 
lunghezza. Shelterin è costituito da sei subunità principali: TRF1, TRF2, POT1, 
TIN2, TPP1, e RAP1, che coordinano la struttura tridimensionale dei telomeri 
formando un loop telomerico (T-loop): una configurazione cruciale per 
impedire il riconoscimento delle estremità cromosomiche come danni al 
DNA. La necessità di avere questo complesso sta nel fatto che le terminazioni 
telomeriche di fatto sono strutturalmente molto simili alle rotture a doppio 
filamento (DSB) di conseguenza possono attivare segnali di danno del DNA e 
conseguentemente pathways di riparazione indesiderati. In questo il 
complesso Shelterin gioca un ruolo fondamentale in quando maschera le 
terminazioni in strutture a loop e previene l’attivazione di enzimi di risposta al 
danno (in particolare ATM, ATR e RARP1) oltre a bloccare i pathways di 
riparazione c-NHEJ, (alt)-NHEJ e HDR. Sono molteplici i complessi shelterin 
che interagiscono con il DNA della porzione telomerica per coordinare la 
formazione del T-loop; a svolgere un ruolo particolarmente importante sono i 
domini Myb/SANT di TRF1 e TRF2 che riescono ad interagire specificamente 
con il DNA a doppio filamento (dsDNA) mediando l’interazione tra il 
complesso proteico e l’acido nucleico. Nella formazione di questa struttura il 
filamento 3’ sporgente si ripiega ad ansa, guidato dalla subunità TRF2, per 
insinuarsi nella doppia elica; quest’ultima a sua volta viene avvolta attorno ai 
domini TRFH determinando un conseguente svolgimento locale nella regione 
di invasione del filamento. Qui il 3’ overhang, ricco in G, trova 
complementarità con il filamento ricco il C del ds DNA telomerico che si apre 
di conseguenza formando il cosiddetto displacement loop (D-loop). L’anello 
maggiore generato dal ripiegamento dell’estremità protrudente è invece 
definito T-loop. [4] 
Per quanto riguarda le funzioni dei telomeri si ha principalmente: 
1. Protezione cromosomica: poiché impediscono che le estremità 
cromosomiche vengano erroneamente interpretate come rotture del DNA 
2. Mantenimento della stabilità genomica: la perdita di telomeri porta alla 
fusione e all'instabilità cromosomica, con potenziali conseguenze 
tumorigeniche. 
3. Regolazione del ciclo cellulare: quando i telomeri diventano troppo corti, 
attivano checkpoint cellulari che inibiscono la proliferazione o inducono 
l’apoptosi. È ben noto infatti che i telomeri non protetti o accorciati in modo 
critico inducono una risposta persistente al danno del DNA (contrassegnati 
dall'istone γH2AX fosforilato) che porta alla senescenza cellulare mediata da 
p53 o all'apoptosi. [5] 
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Durante il processo di replicazione alle porzioni telomeriche si assiste ad un 
problema in corrispondenza del “lagging strand” dove l’ultimo primer utile per 
sintetizzare il frammento di Okazaki terminale non riesce ad essere 
incorporato all’esatta estremità del filamento stampo determinando così una 
perdita di informazione per ogni ciclo di divisione cellulare. Si stima che ad 
ogni ciclo di replicazione i telomeri si accorcino di 50-200 nucleotidi arrivando 
al punto in cui sono troppo corti per inibire completamente le risposte al 
danno del DNA (DDR) con conseguente senescenza o morte cellulare. Tale 
accorciamento telomerico può essere considerato un testimone 
dell’invecchiamento cellulare e ha lo scopo di impedire la proliferazione 
cellulare illimitata che può essere causa di sviluppo di cellula cancerose. [6]  
 

1.3 LA TELOMERASI E LA REGOLAZIONE DELLA LUNGHEZZA DEI 
TELOMERI 
 
La telomerasi è un enzima ribonucleoproteico responsabile 
dell’allungamento e mantenimento dei telomeri. È composta da due subunità 
principali: la “telomerase reverse transcriptase” (TERT), che 
complessivamente è la componente proteica con attività di trascrittasi 
inversa a sua volta composta da: 

- TEN (telomerase essential N-terminal), coinvolta nel reclutamento del 
DNA telomerico e nella regolazione della attività enzimatica 

- RBD (RNA binding domain) il quale permette l’interazione con la 
componente ad RNA della telomerasi 

- RT (Reverse Transcriptase domain) che esegue la vera e propria sintesi 
delle ripetizioni telomeriche 

e “telomerase RNA component” (TERC), un RNA che funge da stampo per la 
sintesi delle sequenze telomeriche la cui sequenza AAUCCC è codificata da 
hTERC e viene espressa costitutivamente. [7] 
La telomerasi è attiva principalmente nelle cellule staminali, in particolare ha 
una spiccata attività nel contesto delle PSCs, consentendo loro di sostenere 
divisioni continue senza subire un accorciamento telomerico significativo e 
trasmettere l’informazione inalterata alle cellule differenziate eventualmente 
derivanti.  Anche lievi squilibri nei livelli di telomerasi possono portare a 
malattie debilitanti negli esseri umani e la sua carenza è associata a 
invecchiamento precoce e disturbi del rinnovamento delle cellule staminali, 
tra cui discheratosi congenita, anemia aplastica e fibrosi polmonare. Nelle 
cellule somatiche l’attività telomerasica è invece pressoché nulla sebbene 
possa essere riattivata e sovraregolata in più dell’80% dei tumori umani, 
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rendendo le cellule tumorali immortali e determinando una proliferazione 
cellulare incontrollata. [8] 
La regolazione dell'attività della telomerasi è strettamente controllata a livello 
trascrizionale e post-trascrizionale. Diversi fattori di trascrizione sono noti per 
regolare positivamente l'espressione della telomerasi nelle PSCs e svolgono 
un ruolo chiave nel contesto delle iPSCs dove le cellule somatiche devono 
riattivare il gene hTERT e allungare i propri telomeri affinché sia garantita la 
pluripotenza e la capacità di auto-rinnovamento.  
 

1.4 RUOLO DEI TELOMERI NELLE CELLULE STAMINALI EMBRIONALI 
(ESCs) 
 
Le cellule della massa cellulare interna (ICM) della blastocisti rappresentano 
una delle fonti principali di cellule staminali pluripotenti dalla quale possono 
essere derivate le cellule staminali embrionali (ESCs), caratterizzate 
anch’esse dalla capacità di differenziarsi in tutti i tipi cellulari dell’organismo 
adulto ad eccezione dei tessuti extra-embrionali. Nelle fasi iniziali dello 
sviluppo embrionale, dalle primissime divisioni zigotiche fino al 
raggiungimento dello stadio di blastocisti, i telomeri delle cellule staminali 
subiscono un considerevole allungamento per mezzo di meccanismi 
alternativi basati sulla ricombinazione omologa. Tale meccanismo viene poi 
soppiantato dall’attività della telomerasi che una volta divenuta pienamente 
attiva procede con il mantenimento della lunghezza dei telomeri garantendo 
la stabilità genomica per il resto dello sviluppo embrionale.  
Ulteriori studi hanno confermato l’importanza della telomerasi nel 
mantenimento in quanto la riduzione della sua attività nelle ESCs ha portato 
ad un rapido accorciamento dei telomeri riducendo così la capacità di queste 
cellule di auto-rinnovarsi e differenziarsi. [9, 10] 
Inoltre, le ESCs hanno caratteristiche particolari per quanto riguarda la 
struttura della cromatina, inclusa la regione telomerica, che risulta essere più 
“aperta” rispetto alle cellule somatiche differenziate. Questo lo si può notare 
anche dalla presenza di trascritti telomerici (TERRAs): dei lnRNA coinvolti nel 
mantenimento e nella regolazione della lunghezza dei telomeri. Molti fattori di 
trascrizione che controllano la determinazione del destino cellulare sono 
contrassegnati da segni epigenetici come le metilazioni a carico degli istoni 
H3K4 e H3K27 che rispettivamente attivano e reprimono l’espressione di geni 
legati alla pluripotenza. 
Studi pregressi hanno dimostrato come nel caso delle cellule staminali 
murine la derivazione delle cellule della ICM nella formazione di ESCs è 
accompagnata da un’importante estensione dei telomeri. Dall’espansione in 
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vitro delle mESCs si è potuto osservare infatti che la lunghezza media dei 
telomeri è aumentata fino al passaggio 24 e poi è stata mantenuta fino al 
passaggio 60, suggerendo che pochi passaggi sono sufficienti per raggiungere 
la lunghezza massima dei telomeri nelle cellule ES. In conclusione, nel 
processo di derivazione in vitro di queste cellule i telomeri possono aumentare 
di dimensione fino a raddoppiare la normale lunghezza del telomero dell’ICM 
della blastocisti grazie all’attività della telomerasi e, come precedentemente 
anticipato, questi cambiamenti sono accompagnati dalla diminuzione di 
segni eterocromatici, tra cui H3K9me3 e H4K20me3 e dall’aumento 
dell’espressione di TRF1 (che facilita il capping dei telomeri appena 
sintetizzati). Similmente anche lo studio delle ESC umane ha dimostrato che i 
telomeri sono allungati durante l’espansione precoce in vitro raggiungendo un 
livello relativamente stabile in modo dipendente dalla telomerasi. [11, 12] 
 

1.5 CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI INDOTTE (iPSCs) E LA 
RIPROGRAMMAZIONE TELOMERICA 
 
Le cellule staminali pluripotenti indotte (iPSCs) sono derivate dalla 
riprogrammazione di cellule somatiche adulte mediante l'introduzione di 
quattro fattori di trascrizione (Oct3/4, Sox2, Klf4 e c-Myc), noti con il nome di 
“Yamanaka factors”, che riportano le cellule a uno stato pluripotente simile a 
quello delle ESCs. 
Questo processo di riprogrammazione è accompagnato da una serie di 
cambiamenti. A livello epigenetico e trascrizionale si assiste ad una 
modificazione dello stato di metilazione del DNA in quanto i promotori dei geni 
associati alla pluripotenza (come OCT4, SOX2, NANOG) vengono demetilati 
portando alla riattivazione di quest’ultimi mentre i promotori dei geni associati 
al differenziamento subiscono generalmente un processo di metilazione. In 
questo modo si assiste ovviamente ad un rimodellamento della struttura della 
cromatina che a livello dei promotori riattivati si converte da una forma 
eterocromatica (trascrizionalmente inattiva) ad una eucromatica (più 
“aperta”) mentre nel processo di silenziamento avviene il contrario. In questo 
rimodellamento giocano un ruolo chiave le modificazioni degli istoni come, ad 
esempio, quelle a carico di H3K4 e H3K27 le cui metilazioni sono associate nel 
primo caso all’attivazione genica e nell’altro alla repressione.  
Per quanto riguarda i cambiamenti epigenetici a carico dei telomeri si osserva 
come nelle cellule somatiche siano presenti alte concentrazioni di istoni 
trimetilati H3K9me3 e H4K20me3; tipici marcatori eterocromatici che durante 
la riprogrammazione diminuiscono rendendo i telomeri più accessibili alla 
telomerasi. In questo processo si può dire quindi che le cellule acquisiscano 
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segni tipici delle ESCs con la riattivazione dei geni della telomerasi (TERT e 
TERC) e la riduzione dei segni associati all’eterocromatina.  [13] 
Durante il processo di riprogrammazione si può notare anche un importante 
cambiamento a livello del metabolismo cellulare: le cellule somatiche 
generalmente dipendono in larga misura dalla fosforilazione ossidativa per la 
produzione di energia; le cellule staminali pluripotenti (e similmente alcune 
cellule cancerose) tendono invece ad affidarsi maggiormente alla glicolisi 
anaerobica anche in presenza di ossigeno (fenomeno conosciuto come 
“effetto Warburg”). Questa variazione metabolica, sebbene sia meno 
efficiente, risulta essere più flessibile e ottimale per supportare la rapida 
proliferazione e i cambiamenti dinamici nelle esigenze metaboliche delle 
cellule non differenziate. [14] 
Per quanto riguarda la lunghezza dei telomeri, durante la riprogrammazione, 
questi vengono progressivamente allungati raggiungendo dimensioni simili a 
quelli delle ESCs. Questo fenomeno è stato osservato sia in iPSCs derivate da 
cellule di donatori giovani che anziani, suggerendo che l’allungamento 
telomerico avviene a prescindere dall’età delle cellule somatiche di partenza.  
[2,15]  
 

1.6 ALLUNGAMENTO ALTERNATIVO DEI TELOMERI  
 
L'allungamento alternativo dei telomeri (ALT) basato sulla ricombinazione 
omologa (HR) viene scoperto per la prima volta nelle cellule di Saccaomyces 
cerevisiae con telomerasi mutata e successivamente questo fenomeno è 
stato riscontrato anche in linee cellulari tumorali umane. Per acquisire 
un’immortalità replicativa infatti le cellule tumorali devono superare il 
problema dell'accorciamento dei telomeri e se la maggior parte delle volte 
riescono per attivazione della telomerasi il restante 4-11% dei tumori è in 
grado di allungare e mantenere i telomeri tramite ALT.  
Nonostante ci sia un consenso generale riguardante il fatto che il meccanismo 
ALT dipenda dalla ricombinazione è tuttora incerto il processo attraverso il 
quale avviene l’allungamento del telomero. Le prove ad oggi disponibili 
sembrano supportare un modello secondo cui le estremità dei telomeri a 
singolo filamento invadono una porzione dsDNA contenente una regione di 
omologia (ovvero delle ripetizioni dell’esamero telomerico) e usando il 
filamento complementare come stampo allungano l’estremità lineare del 
cromosoma. In questo modo lo stampo può derivare dallo stesso telomero 
(per mezzo della formazione di un T-loop), dal telomero di un cromatide 
fratello o di un altro cromosoma, oppure da una forma di DNA telomerico 
extra-cromosomico tipicamente presente nelle cellule ALT+. Il DNA telomerico 
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(sia esso cromosomico o extra-cromosomico) si può trovare compreso 
all’interno di particolari corpi nucleari. Comprese in queste strutture si 
trovano numerose proteine che possono essere coinvolte in funzioni come la 
riparazione del DNA, l’apoptosi o la risposta allo stress ma ad essere 
particolarmente importante è la proteina della leucemia promielocitica (PML) 
che caratterizza questi complessi dando loro il nome di “corpi PML”. La 
presenza di questi complessi contenenti cromatina telomerica è altamente 
caratteristica delle cellule ALT-positive pertanto sono indicati in questo caso 
come corpi PML associati ad ALT (o semplicemente APBs). 
Altre caratteristiche tipiche delle cellule ALT+ sono: la lunghezza 
estremamente eterogenea dei telomeri cromosomici, rapidi cambiamenti 
nella lunghezza telomerica e un elevato livello di ricombinazione nei telomeri; 
questo però non significa che possano essere tutte sfruttare per identificare la 
presenza del meccanismo ALT attivo. Differentemente la presenza di DNA 
extra-cromosomico contenente ripetizioni telomeriche è un importante segno 
caratteristico sulla quale si basano sistemi di monitoraggio dell’attività di ALT; 
questo può assumere diverse forme, tra cui cerchi telomerici 
prevalentemente a doppio filamento, cerchi parzialmente a singolo filamento 
(detti C-circles o G-circles in base alla predominanza di C o G all’interno del 
filamento continuo) o DNA lineare a doppio filamento. 
Un’altra caratteristica interessante delle cellule ALT+ riguarda gli scambi di 
DNA tra cromatidi fratelli limitati al telomero (T-SCE). Si è scoperto che questi 
eventi si verificano con una frequenza di diversi ordini di grandezza superiore 
nelle cellule ALT-positive rispetto alle linee cellulari telomerasi-positive o alle 
cellule normali, senza un aumento della frequenza di scambi nel resto del 
genoma; pertanto, la loro presenza può essere sfruttata per verificare la 
presenza del meccanismo ALT attivo in cellule di una determinata linea 
cellulare. [16] 
Il metodo principalmente utilizzato dalle cellule auto-rinnovabili (sia staminali 
che tumorali) per mantenere ed allungare i propri telomeri resta quello che fa 
affidamento sulla trascrittasi inversa della telomerasi ma dagli studi effettuati 
sulle cellule tumorali ALT+ sembra che questo allungamento tramite 
ricombinazione porti ad aumentare più velocemente la lunghezza dei telomeri 
rispetto a quanto ottenuto per mezzo della telomerasi. Un altro contesto in cui 
troviamo l'allungamento dei telomeri mediante ALT è infatti durante lo 
sviluppo embrionale preimpianto (unico contesto fisiologico in cui ALT è 
attivo), quando c'è la necessità che la lunghezza dei telomeri aumenti 
rapidamente entro pochi cicli cellulari. Il motivo di questo necessario 
allungamento dei telomeri sta nel fatto che le specie reattive dell'ossigeno 
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(ROS) nei follicoli primordiali accorciano i telomeri dell'oocita rendendo i 
telomeri materni pericolosamente corti dopo la fecondazione.  
Si suppone inoltre che lo stress di replicazione del DNA nei telomeri possa 
essere un importante fattore scatenante l'attivazione di ALT. Nel caso delle 
hESCs infatti qualora si trovino in condizioni di stress che riducono l'efficacia 
della telomerasi potrebbero vedere un attivazione transitoria del meccanismo 
ALT. [17, 18] 
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CAPITOLO 2: APPROCCIO SPERIMENTALE 
 
Il confronto tra le cellule staminali embrionali umane (hESCs) e le cellule 
staminali pluripotenti indotte (hiPSCs) è importante per comprendere come 
queste mantengono la pluripotenza e la stabilità genomica. Da un lato le 
hESCs rappresentano un modello naturale di pluripotenza, con telomeri già 
stabiliti e mantenuti principalmente dall’attività della telomerasi. Le hiPSCs, 
al contrario, devono riattivare i meccanismi di allungamento telomerico, tra 
cui la telomerasi, per raggiungere una lunghezza dei telomeri simile a quella 
delle hESCs. Gli autori dello studio, pertanto, si sono posti l’obiettivo di 
esaminare queste tipologie cellulari allo scopo di osservare le modalità e i 
meccanismi molecolari coinvolti nello sviluppo e nel mantenimento dei loro 
telomeri per poterne valutare le eventuali somiglianze o differenze. In questo 
articolo verrà discusso l’approccio utilizzato per analizzare tali aspetti.  
 

2.1 CRISPR/Cas9 PER KNOCKOUT DI TERT e TERC 
 
Nella prima parte dell’esperimento si vuole indagare come avviene 
l’allungamento dei telomeri durante la generazione di cellule hiPSCs e dei 
processi molecolari coinvolti nel regolamento dello stesso. Per fare ciò 
vengono prese delle cellule umane differenziate, i fibroblasti BJ (cellule del 
tessuto connettivo derivate dal prepuzio maschile neonatale), nella quale si 
valuta il ruolo della telomerasi durante il processo di riprogrammazione. 
L’obiettivo è dunque quello di creare due linee cellulari, oltre a quella wild type, 
dove grazie al knock-out di TERT in un caso e TERC nell’altro si possa valutare 
come la rimozione delle componenti fondamentali della telomerasi possa 
influenzare la riprogrammazione. Questo processo è stato effettuato per 
mezzo della tecnica CRISPR/Cas9 che consente un’editing mirato del 
genoma. 
Progettazione degli sgRNA. In primo luogo, devono essere disegnati degli 
sgRNA (small guide RNA) in grado di trovare una complementarità precisa in 
punti specifici dei geni da manipolare e la progettazione di questi prevede 
l’utilizzo di strumenti bioinformatici (quali per esempio CHOPCHOP di 
Harvard) al fine di analizzare la sequenza target e minimizzare il rischio di 
generare tagli indesiderati. Nel disegnare l’sgRNA va scelta una sequenza di 
17-24 bp con un contenuto di GC del 40-80% che sia complementare al gene 
target in modo da avere stabilità necessaria ed un adeguata certezza di evitare 
l’appaiamento a sequenze off-target. Lo scopo di questi frammenti di RNA è 
quello di guidare la proteina Cas9, ancorata per mezzo di una sequenza 
scaffold, in un punto preciso del genoma, riconosciuto dalla stessa per mezzo 
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della sequenza Protospacer Adjacent Motif (PAM), dove compie un taglio 
mirato in grado di causare la mutazione desiderata. Nel caso della 
generazione di fibroblasti TERT-/- è stato progettato uno sgRNA avente l’esone 
2 del gene TERT come target in modo da causare una mutazione frameshift la 
quale porta come conseguenza alla disfunzionalità del gene. Per la creazione 
di cellule TERC-/- invece sono stati disegnati due sgRNA in modo tale da 
causare una delezione totale del gene. 
Generazione e verifica delle linee cellulari knock-out. Una volta progettati 
gli sgRNA, i fibroblasti BJ sono stati transfettati con il plasmide pspCas9 (BB)-
2A-GFP (PX458) contenente gli sgRNA specifici per TERT e TERC. Dopo un 
periodo di incubazione che ha permesso l’espressione del gene GFP 
contenuto nel plasmide (che codifica una proteina fluorescente), le cellule 
vengono fatte fluire attraverso in citofluorimetro: qui un laser illumina le 
cellule che passano singolarmente un sistema di microcanali e dei rilevatori 
ottici misurano l’intensità della radiazione emessa. Sulla base dell’intervallo 
di fluorescenza impostato in partenza il citofluorimetro è in grado di rilevare se 
una cellula emette o meno la fluorescenza desiderata e attribuisce di 
conseguenza una carica alla cellula in uscita dall’ugello per poter attrarre o 
respingere le cellule idonee al parametro impostato, selezionando le cellule 
correttamente transfettate mediante il processo che prende il nome di 
Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS). Si procede dunque con 
l’espansione monoclonale delle cellule selezionate. 
Per verificare il successo del knock-out, infine, è stato estratto il DNA 
genomico delle cellule modificate usando un kit commerciale e amplificato 
attraverso una DNA polimerasi ad alta fedeltà. In ultima battuta è stato 
eseguito un sequenziamento Sanger per indentificare i cloni correttamente 
editati.  
 

2.2 RIPROGRAMMAZIONE CELLULARE  
 
I fibroblasti BJ wild-type e knockout per TERT e TERC vengono quindi sottoposti 
a riprogrammazione per generare cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC). 
Innanzitutto, vengono usate delle cellule HEK-293T per la produzione delle 
particelle virali che verranno usate per l’infezione dei fibroblasti BJ (sia di tipo 
selvatico che con knock-out di TERT e TERC). Queste cellule, derivanti da 
cellule embrionali di rene 293 con un plasmide che codifica l'antigene SV40 
large T, vengono transfettate ciascuna con un plasmide contenente i geni 
necessari per la produzione delle componenti virali, l'origine di replicazione 
SV40 e uno dei 4 costrutti retrovirali contenenti ciascuno uno dei geni per i 
fattori di Yamanaka (Klf4, Sox2, Oct4, e c-Myc). Le particelle così ottenute 
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sono state usate per infettare i fibroblasti, preventivamente seminati in piastre 
a 6 pozzetti, aggiungendo 0,5mL di ciascun retrovirus ogni 12 ore per 2 giorni 
allo scopo di garantire che le quantità sufficiente di virus entri nelle cellule per 
attivare la riprogrammazione. Sono stati poi eseguiti diversi cambi del mezzo 
di coltura fino all’apparizione delle colonie delle cellule riprogrammate con 
successo. 
L’ottenimento di cellule correttamente riprogrammate si ha quando queste 
riescono a mantenere la loro pluripotenza in modo autonomo esprimendo i 
propri geni associati alla pluripotenza senza dipendere dall’espressione dei 
geni esogeni contenuti nel vettore. Per verificare che si trattasse di vere e 
proprie hiPSCs è stato necessario ricercare marcatori endogeni di 
pluripotenza, come OCT4, SOX2 e NANOG, verificandone la presenza a livello 
di RNA per mezzo di una PCR quantitativa oltre che a livello proteico grazie ad 
un western blot.  
 

2.3 ANALISI DELL’ESPRESSIONE GENICA 
 
L’analisi dell’espressione genica è un passaggio fondamentale che permette 
di comprendere quali geni sono attivi in una cellula in un determinato 
momento e in che misura. Risulta essere cruciale in questo studio in diversi 
contesti come il monitoraggio della riprogrammazione cellulare e lo studio 
delle cellule staminali pluripotenti. Queste osservazioni infatti consentono di 
determinare se una cellula ha acquisito o mantenuto specifiche 
caratteristiche legate allo stato di pluripotenza o ai meccanismi coinvolti nel 
modellamento dei telomeri. L’analisi dell’espressione genica può essere fatta 
su diversi livelli andando ad indagare per esempio la presenza di trascritti 
specifici che derivano da un gene oppure le proteine prodotte. Vediamo quindi 
le tecniche utilizzate in questo studio e i contesti in cui vengono applicate. 
qRT-PCR: si tratta della PCR quantitativa in tempo reale il cui scopo è quello 
di misurare l’espressione genica a livello dell’RNA messaggero, è una tecnica 
che permette di quantificare l’abbondanza dei trascritti genici ed 
eventualmente confrontarne l’espressione in diversi campioni. La tecnica in 
questo caso specifico prevede l’estrazione dell’RNA totale tramite RNeasy 
Mini kit per poi sintetizzare il filamento complementare grazie ad una 
trascrittasi inversa e la formazione in ultima battuta del cDNA. Si procede poi 
con l’amplificazione monitorata in tempo reale dal momento in cui compare 
un segnale relativo alla rilevazione della fluorescenza: è proprio il ciclo soglia 
alla quale si vede la comparsa della fluorescenza che permette di stimare la 
quantità di trascritto inizialmente presente nel campione. Questo approccio è 
stato usato all’interno dello studio in due diverse occasioni: 
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- Per analizzare l’espressione dei geni associati alla pluripotenza OCT4, 

NANOG e SOX2: questo è stato fatto sia nel caso delle hESCs ottenute 
dalla “National Cellular Biobank of Spain” allo scopo di verificare che 
si trattasse di cellule effettivamente pluripotenti stabilite mentre nel 
contesto delle hiPSCs è stato verificato il successo della 
riprogrammazione dei fibroblasti cercando la conferma di 
un’espressione endogena di tali geni. In entrambi i casi la 
quantificazione dei livelli di trascritti sono stati normalizzati rispetto al 
gene di riferimento GAPDH che codifica un enzima coinvolto nel 
processo di glicolisi 

- Per valutare l’espressione dei geni TERT e TERC mediante 
quantificazione dei trascritti allo scopo di verificare se i fibroblasti 
riprogrammati sono in grado di esprimere le componenti fondamentali 
della telomerasi ai diversi passaggi e verificare se sono presenti dei 
cambiamenti rispetto alle cellule somatiche d’origine. 
 

Western blot: questa tecnica permette di visualizzare l’espressione genica a 
livello proteico dei geni chiave. Il protocollo prevede la disgregazione cellulare 
tramite buffer di lisi seguita dalla bollitura del lisato per 5-10 minuti allo scopo 
di denaturare il contenuto proteico; viene quindi allestita una elettroforesi in 
condizioni denaturati su gel di poliacrilammide al 4-12% (SDS-PAGE). Il tutto 
viene poi trasferito su membrana di nitrocellulosa nella quale viene effettuata 
una prima incubazione con anticorpo primario (preceduta dal bloccaggio per 
impedire il legame aspecifico degli anticorpi sulla membrana) seguita da una 
incubazione con anticorpo secondario associato ad un fluoroforo (IRDye®). In 
questo caso è l’anticorpo primario a determinare il prodotto proteico che si 
vuole analizzare mentre l’anticorpo secondario ha semplicemente il compito 
di amplificare il segnale per essere più facilmente rilevabile. Nello studio 
discusso in questo elaborato la tecnica del western blot viene adottata per un 
ulteriore conferma della riattivazione dei geni della pluripotenza nelle hiPSCs 
ottenute dai fibroblasti BJ normalizzando i livelli di proteine estratte rispetto 
alla β-actina. 
 

2.4 ATTIVITÀ DELLA TELOMERASI 
 
L’attività della telomerasi è un elemento cruciale per il mantenimento della 
lunghezza dei telomeri e la stabilità genomica nelle cellule staminali 
pluripotenti. È risaputo che durante la riprogrammazione delle cellule 
differenziate a staminali pluripotenti si assiste ad un allungamento dei 
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telomeri dipendente dalla telomerasi, pertanto, nello studio analizzato si 
vuole indagare il ruolo nella telomerasi nel successo della riprogrammazione 
e se ne vuole monitorare l’attività durante la coltura prolungata delle cellule 
ottenute. Come detto in precedenza sono state sottoposte a 
riprogrammazione linee di fibroblasti BJ sia wt che TERT-/- e TERC-/-. La 
riprogrammazione delle cellule difettive per i geni di TERT e TERC non è andata 
a buon fine, perciò, non è rimasto che da monitorare l’attività della telomerasi 
nei 6 cloni rimanenti di hiPSCs a diversi passaggi confrontando l’attività 
rilevata con quella delle cellule ES7 (una linea cellulare di hESC) e con quella 
dei fibroblasti BJ parentali  
 
TRAP assay: Il saggio di attività della telomerasi TRAP (telomeric repeat 
amplification protocol) è un metodo basato sull’amplificazione tramite PCR 
dei prodotti della telomerasi. Questa tecnica sfrutta la capacità della 
telomerasi di aggiungere ripetizioni TTAGGG ad un substrato che verrà 
appunto amplificato al fine di quantificare l’attività telomerasica. Questo 
protocollo prevede prima di tutto la disgregazione delle cellule con un buffer 
di lisi. Viene poi determinata la concentrazione proteica dell’estratto, 
all’interno della quale si trova anche la telomerasi, tramite il metodo Bradford 
(un metodo colorimetrico che determina la quantità del prodotto tramite 
spettrofotometro grazie alla correlazione con un campione a quantità nota), 
questo passaggio è fondamentale per normalizzare la quantità di proteine 
estratte permettendo di confrontare l’attività telomerasica tra campioni 
diversi. A questo punto si aggiunge al lisato un primer a singolo filamento 
telomerico (TS primer) progettato per essere il substrato ideale per la 
telomerasi che, se presente, lo estende aggiungendo ripetizioni telomeriche. 
Si effettua l’incubazione con TS primer a 30°C per 60 minuti dove la sua 
estensione genera una serie di prodotti di lunghezza proporzionale all’attività 
enzimatica della telomerasi presente nel campione. Successivamente viene 
allestita una reazione di PCR: in questa fase i prodotti estesi vengono 
amplificati usando dei primer marcati con fosforo 32 per un totale di 25 cicli al 
termine dei quali si ottengono una serie di frammenti di lunghezza progressiva 
che vengono separati tramite elettroforesi su gel di poliacrilammide all’8%. 
All’interno della reazione di amplificazione viene aggiunto anche un controllo 
interno: si tratta di un frammento di DNA sintetico (TSNT) che verrà amplificato 
senza interferire con i prodotti di estensione della telomerasi, questo viene 
aggiunto alla mix di reazione in specifiche concentrazioni in modo da generare 
un prodotto di amplificazione di lunghezza nota con lo scopo di verificare che 
la reazione di PCR sia avvenuta correttamente. Al termine della corsa 
elettroforetica, il gel viene scannerizzato per rilevare la radioattività del P32 
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legato ai prodotti di amplificazione per produrre un’immagine digitale delle 
bande corrispondenti. 
 

2.5 ALLUNGAMENTO DEI TELOMERI BASATO SUL MECCANISMO 
“ALT” 
 
Come anticipato nelle cellule hESCs è noto esserci una fase iniziale di 
allungamento dei telomeri basato sul meccanismo ALT. Gli autori di questo 
articolo hanno cercato di verificare questo comportamento su tre linee 
cellulari di hESCs indipendenti ottenute dalla “National Cellular Biobank of 
Spain” ai minori passaggi disponibili (tra p8 e p10). L’approccio è stato quello 
di ricercare segni identificativi della presenza del meccanismo ALT attivo quali 
APB e T-SCE. Come controllo positivo è stata scelta la linea cellulare U2OS 
che notoriamente presenta un meccanismo ALT attivo e vengono paragonati i 
livelli di APB e T-SCE presenti in essa. Va specificato però che gli APBs sono 
strutture dinamiche che si formano generalmente durante la fase G2 del ciclo 
cellulare oltre al fatto che la loro presenza non è necessaria per l’attivazione 
del meccanismo ALT e possono formarsi anche all’interno di cellule ALT-
negative generando così il rischio di rilevare rispettivamente falsi negativi o 
falsi positivi. Il vantaggio associato all’analisi della presenza di APBs sta nel 
fatto che la rilevazione è semplice e basata sull’immunofluorescenza 
implementata in questo caso utilizzando anticorpi anti-PML e un anticorpo 
secondario marcato con fluoroforo. La scelta condotta dagli autori di questo 
studio pertanto è stata quella di associare questa analisi alla ricerca di scambi 
telomerici tra cromatidi fratelli. 
 
Chromosome orientation-FISH assay (CO-FISH): Si tratta del saggio di 
orientamento cromosomico basato sulla tecnica FISH (Fluorescence in situ 
hybridization) che permette di indentificare, tramite immagini ottenute per 
emissioni di fluorofori, la presenza di scambi di cromatidi fratelli a livello dei 
telomeri (T-SCE). La tecnica prevede l’iniziale incubazione delle hESCs con 5'-
bromo-2'-deossiuridina (BrdU), un analogo della timidina usato per marcare il 
DNA di nuova sintesi, alla concentrazione di 10mM per 12-14 ore. Nelle ultime 
3-4 ore viene aggiunta colcemide alla concentrazione di 0,1 µg/mL al fine di 
arrestare il ciclo cellulare alla metafase, si procede dunque con la digestione 
dell’RNA e la fissazione delle cellule con formaldeide al 4%. Segue la 
colorazione con un intercalante fluorescente, successivamente l’esposizione 
alla luce UV (365nm) per 40 minuti danneggia selettivamente il filamento di 
DNA sostituito con BrdU rendendolo suscettibile alla digestione con 
Esonucleasi III. Dopo la digestione selettiva rimane un solo filamento di DNA 
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per cromatide e se non hanno subito scambi è presente il filamento C-rich su 
un cromatide e il filamento G-rich sull’altro. Si procede quindi con 
l’ibridazione di sonde telomeriche marcate per l’appunto C-rich e G-rich che 
verranno visualizzate per microscopia a fluorescenza. I cromatidi fratelli 
appaiono con colori differenti a seconda del fluoroforo associato alla sonda, 
di conseguenza, gli scambi sono identificati come aree in cui i segnali di colore 
attesi per ciascun cromatide si mescolano. 
 
Come segno distintivo delle cellule ALT+, alternativamente agli APBs, si 
sarebbe potuta prendere in considerazione la ricerca di C-cicles i quali sono 
più specifici per le cellule ALT-positive; di contro i metodi di analisi per 
l’identificazione di queste strutture sono più dispendiosi. 
 
In questo studio non è mai stata rilevata la presenza di segni che possano 
indicare un meccanismo ALT attivo nelle cellule in esame. 
 

2.6 ANALISI DELLA LUNGHEZZA DEI TELOMERI 
 
Uno degli scopi principali di questo studio è quello di studiare la variazione 
della lunghezza e della struttura dei telomeri nelle cellule staminali 
pluripotenti umane indotte ed embrionali, studiarne i cambiamenti nella 
derivazione in vitro in primis e nella coltura prolungata poi monitorando i vari 
passaggi. Sono quindi fondamentali le tecniche utilizzate in questo studio per 
stimare la lunghezza dei telomeri dal momento che si tratta di un parametro 
molto importante essendo un indicatore della stabilità genomica e della 
capacità replicativa della cellula. All’interno di questo studio è stata misurata 
la lunghezza dei telomeri a livello delle linee cellulari BJ wild-type, nelle linee 
cellulari di hiPSCs riprogrammate con successo e a livello di hESCs per poter 
fare un paragone completo e verificare se realmente con la riprogrammazione 
cellulare le hiPSCs acquisiscono tratti tipici delle cellule embrionali. Al fine di 
riuscire a dare una migliore interpretazione ai risultati vengono usate due 
tecniche diverse per misurare la lunghezza dei telomeri. 
 
Telomere restriction fragment (TRF) analysis 
Nonostante si tratti di una delle prime tecniche sviluppate per questo scopo è 
considerata il “gold standard” per le misurazioni della lunghezza assoluta dei 
telomeri. La procedura prevede l’estrazione del DNA da una popolazione 
cellulare seguita dalla digestione per mezzo di un enzima di restrizione, questo 
viene scelto in modo tale da riconosce un sito che sia assente a livello delle 
regioni telomeriche lasciando così integre quest’ultime e frammentando il 



18 
 

resto del genoma. L’enzima utilizzato in questo caso specifico è MboI che 
riconosce e taglia la sequenza GATC, di conseguenza i telomeri rimangono 
intatti ma presentano ad un’estremità una porzione sub-telomerica (detta 
regione X) di lunghezza variabile. Un limite di questo approccio sperimentale 
sta proprio nel fatto che l’endonucleasi usata per la digestione del DNA non è 
standard e la porzione sub-telomerica mantenuta è di dimensione ignota ed 
incostante. Sebbene l’enzima di restrizione abbia una frequenza di taglio 
elevata e presumibilmente la regione X non è eccessivamente lunga la sua 
presenza porta inevitabilmente a sovrastimare la dimensione dei telomeri e ad 
avere risultati non comparabili tra esperimenti diversi.  
I frammenti telomerici così ottenuti vengono sottoposti ad una elettroforesi in 
gel di agarosio performata con l’applicazione di un campo elettrico pulsato per 
12 ore ad un voltaggio costante di 5 V/cm con un tempo di pulsazione costante 
di 5 secondi. Al termine della separazione i frammenti vengono trasferiti su 
una membrana di nylon e ibridati con una sonda, complementare alla 
sequenza telomerica, marcata con P32. La membrana viene poi esposta ad 
una lastra autoradiografica che imprime le bande corrispondenti alle 
sequenze telomeriche marcate. In questo modo si può osservare la 
migrazione dei telomeri presenti nel campione iniziale e ne verrà determinata 
la lunghezza media per confronto con un uno standard di dimensione nota 
oppure un marker di peso molecolare incluso nella migrazione (non 
esplicitamente mostrato nello studio).  
Il vantaggio di questa tecnica è quello di avere come risultato una lunghezza 
assoluta espressa in Kilobasi sebbene si tratti di una media che non 
rappresenta adeguatamente la distribuzione dei telomeri. Inoltre, a vincolare 
l’uso di questa tecnica, ci sono anche la necessità di utilizzare un campione 
di DNA sufficientemente grande (circa 3µg) e l’incapacità di rilevare telomeri 
di dimensione inferiori a circa 2 kb. L’applicazione del saggio TRF è quindi utile 
ad avere un quadro generale delle cellule in esame ma limitata, in quanto può 
presentare delle differenze interindividuali che non rispecchiano la vera 
disuguaglianza in termini delle ripetizioni dell'esamero telomerico. Questa 
può infatti essere riscontrata anche nel caso di esame svolto con lo stesso 
enzima di restrizione ma causata dalla presenza di polimorfismi nel sito di 
restrizione presente a livello sub-telomerico.  [19, 20] 
 
Quantitative fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) analysis 
 La tecnica Q-FISH è un metodo citogenetico che permette di visualizzare e 
determinare in maniera diretta la lunghezza dei telomeri sui singoli cromosomi 
grazie alla quantificazione della fluorescenza emessa. Questa analisi prevede 
l’ibridazione di sonde fluorescenti specifiche per le sequenze telomeriche su 
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nuclei metafasici. Le cellule sono state trattate con 0,1 µg/mL di colcemide 
per 3-4 ore, dopodiché vengono sottoposte ad una soluzione ipotonica di 
citrato di sodio 0,3M per 20-30 minuti a 37°C per causare il rigonfiamento dei 
cromosomi. A questo punto i preparati vengono fissati e poi incubati con la 
sonda telomerica marcata ricca in C, segue il lavaggio per rimuovere le 
interazioni aspecifiche della sonda e la visualizzazione tramite microscopia 
confocale. 
Per mezzo di questa analisi è possibile ottenere la lunghezza relativa dei 
telomeri a livello di singolo cromosoma e di singola cellula ma non sono 
rilevabili i telomeri di dimensione inferiore alla lunghezza della sonda 
(CCCTAA)3. Un altro inconveniente di questa tecnica è la possibilità di 
evidenziare sequenze telomeriche interstiziali, ovvero quelle sequenze di 
origine telomerica che si possono trovare all’interno del cromosoma originate 
per eventi di duplicazione o ricombinazione. 
 
In conclusione, l’analisi TRF offre una rappresentazione globale dei telomeri 
con il limite di non essere in grado di fornire informazioni riguardo la lunghezza 
dei telomeri a livello dei singoli cromosomi o delle singole cellule. Fornisce 
una panoramica complessiva della lunghezza dei telomeri in una popolazione 
di cellule ma ha il vantaggio di presentare dei dati di lunghezza assoluta 
espressa in kb. L’analisi Q-FISH invece permette di rilevare variazioni di 
lunghezza tra cromosomi diversi all’interno di una singola cellula permettendo 
di vedere la variazione della lunghezza dei telomeri all’interno di una 
popolazione eterogenea. Per contro però fornisce informazioni in unità 
arbitrarie di fluorescenza [19] 
Metodi di misurazione alternativi: La determinazione della lunghezza 
telomerica in questo studio riveste un ruolo importante poiché uno degli 
obiettivi principali è proprio quello di studiarne i cambiamenti. Per questo 
motivo ha senso chiedersi se esistono metodi di misurazione alternativi e che 
vantaggi possono eventualmente portare. La PCR quantitativa (Q-PCR) ad 
esempio è una tecnica semplice da attuare che richiede piccole quantità di 
DNA per funzionare (50ng) e permette di determinare la lunghezza media dei 
telomeri di un campione in termini relativi o assoluti a seconda della modalità 
in cui viene implementata. La tecnica si basa sull’amplificazione della 
porzione telomerica per mezzo di primer che si appaiano su entrambi i 
filamenti, G-rich e C-rich, del telomero (presentano dei mismatch all’interno 
della loro sequenza scoraggiando l’appaiamento dei primer). Attraverso 
l’amplificazione in real-time è possibile individuare il numero di cicli di 
amplificazione necessari al rilevamento del prodotto di amplificazione 
telomerico (“T”) e per normalizzare il valore ottenuto, e fare una 



20 
 

quantificazione relativa del DNA telomerico di partenza, viene amplificato 
contemporaneamente un gene presente in copia singola il cui prodotto di 
amplificazione viene indicato con “S”. Con i risultati ottenuti è possibile 
determinare un rapporto T/S il quale è proporzionale alla lunghezza media dei 
telomeri nel campione. Questa tecnica permette in alternativa la possibilità di 
usare un DNA di riferimento la cui lunghezza delle ripetizioni telomeriche è 
nota per determinare una curva di riferimento standard che permette una 
determinazione della lunghezza media dei telomeri del campione 
sperimentale espressa in termini assoluti come kilo-basi. Tale tecnica è 
generalmente utilizzata per determinare la lunghezza relativa poiché il 
processo è semplice da implementare e di facile interpretazione, questo 
metodo di misurazione però è caratterizzato dall’importante svantaggio della 
eccessiva variabilità tra risultati ottenuti da diversi laboratori a causa di diversi 
geni a copia singola presi per la normalizzazione del risultato. Un altro metodo 
di analisi interessante potrebbe essere la tecnica TeSLA (Telomere Shortest 
Length Assay) che permette la determinazione della lunghezza del più corto 
telomero presente all’interno di un pool di cellule. Questa tecnica necessita 
di quantità molto limitate di DNA (<1µg) e offre il grande vantaggio di 
individuare con precisione i telomeri più corti senza rilevare erroneamente le 
sequenze interstiziali telomeriche. L’utilità nell’ottenere questo tipo di risultati 
è data dal fatto che è proprio il telomero più corto ad innescare i processi che 
portano alla senescenza cellulare. Questo metodo sfrutta degli adattatori 
specifici per le regioni telomeriche che ne permettono l’amplificazione 
riducendo al minimo la porzione sub-telomerica, i frammenti così selezionati 
e amplificati vengono separati per mezzo di una corsa elettroforetica in gel e 
vengono marcati con sonde specifiche per le sequenze telomeriche. La 
distribuzione dei frammenti ottenuti è ovviamente correlata alla presenza di 
un marker di peso molecolare e si riescono a misurare telomeri della 
lunghezza compresa tra le 18kb fino a telomeri inferiori a 1kb. Si tratta di una 
tecnica molto sensibile e raggira il problema dell’identificazione indesiderata 
delle sequenze telomeriche interstiziali che avviene invece nel caso 
dell’analisi Q-FISH fornendo inoltre una misura assoluta della lunghezza 
telomerica in kb e non in unità arbitrarie rendendola utile per generare dati 
paragonabili con quelli ottenuti da altri studi. [19] 
 

2.7 ANALISI DELL’EPIGENETICA DEI TELOMERI 
 
Da studi precedenti è noto che nel caso delle iPSCs murine (miPSCs) durante 
la riprogrammazione le cellule acquisiscono caratteristiche tipiche delle 
mESCs come la perdita di modifiche istoniche associate ad uno stato di 



21 
 

cromatina compatta e inattiva. Gli autori di questo studio, di conseguenza, 
vogliono verificare se la situazione nel caso delle cellule umane è 
paragonabile: vengono quindi fatte delle analisi per valutare la presenza di 
modifiche istoniche e fattori in grado di legarsi ai telomeri che siano associati 
alla regolazione della struttura della cromatina telomerica. Lo studio propone 
un’analisi di immunoprecipitazione della cromatina indagando le interazioni 
tra specifiche proteine e il DNA; per rendere l’analisi completa viene fatto un 
confronto dei segni di eterocromatina (H3K9me3, H4K2omw3 e HP1) e 
dell’abbondanza della proteina TRF2 tra fibroblasti BJ, hESCs e hiPSCs (a 
passaggi 4, 15 e 30 in subcoltura) in modo da verificare se anche nel caso delle 
cellule umane le cellule staminali pluripotenti indotte tendono ad acquisire 
tratti caratteristici delle cellule embrionali. 
 
Chromatin immune precipitation (ChIP) assay  
Si tratta di un metodo usato per studiare le interazioni tra acidi nucleici e 
proteine. Questa tecnica permette di indagare le interazioni in vivo facendo 
avvenire dei cross-link tra queste strutture grazie all’utilizzo di formaldeide. In 
questo modo si crea una sorta di ferma immagine di tutte le interazioni (anche 
transienti) che si verificano in un determinato momento. Dopo l’aggiunta di 
formaldeide all’1% per 10 minuti la reazione viene bloccata con l’inserimento 
di glicina 0,125M; le cellule sono state poi lavate con una soluzione salina. 
Viene quindi indotta la lisi cellulare, il blocco delle proteasi e la 
frammentazione della cromatina tramite sonicazione. Si passa poi 
all’incubazione con gli anticorpi specifici (anti-H3K9me3, anti-H4K20me3, 
anti-TRF2, anti-HP-1ɣ) e IgG come controllo negativo per poi procedere con 
l’immunoprecipitazione. I prodotti ottenuti presentano le proteine di interesse 
con una porzione di DNA legata ad esse; viene quindi aggiunta la sonda 
telomerica marcata, usata anche nel caso del TRF assay, per verificare se 
queste proteine stavo effettivamente interagendo con la porzione del DNA 
telomerico. In seguito all’ibridazione della sonda la rilevazione viene fatta 
utilizzando un software e il segnale prodotto dai telomeri immunoprecipitati 
(legati alle proteine target) viene quantificato e confrontato con il segnale del 
DNA telomerico totale presente nel campione. Questo permette di valutare la 
quantità di DNA telomerico associato a specifiche proteine o modifiche 
istoniche. [21] 
 

2.8 ANALISI DELLA STABILITÀ GENOMICA E DELLA RISPOSTA AL 
DANNO AL DNA 
 



22 
 

Il mantenimento della stabilità genomica è essenziale per preservare la 
funzionalità e la vitalità delle cellule, in particolare quelle con un'alta capacità 
proliferativa come le cellule staminali pluripotenti. L'instabilità genomica, 
come le rotture cromosomiche o le fusioni telomeriche, può compromettere 
l'attività cellulare e promuovere l'insorgenza di condizioni patologiche. Inoltre, 
in letteratura sono presenti studi che attestano come nella coltura prolungata 
delle cellule staminali si possono riscontrare anomali cromosomiche. 
Pertanto, ci si pone l’obiettivo di analizzare il cariotipo delle diverse linee 
cellulari di hiPSCs ai passaggi 4 e 30 per verificare eventuali cambiamenti e 
indagare se i telomeri di hiPSCs e hESCs sono protetti dai danni al DNA 
durante la coltura in vitro. 
 
L’analisi del cariotipo di hiPSCs ai passaggi in subcoltura 4 e 30 vengono fatti 
attraverso “Chromosomal G-band analysis” bloccando le cellule allo stadio 
metafasico del ciclo cellulare e i cromosomi vengono colorati con coloranti 
come, per esempio, il Giemsa che crea pattern di bande chiare e bande scure 
sui cromosomi. Questa colorazione permette di osservare i cromosomi al 
microscopio ottico e verificare se avvengono cambiamenti strutturali come la 
perdita di cromosomi, duplicazioni o traslocazioni. 
 
Nello studio si procede poi con la ricerca di marcatori del danno a livello del 
DNA telomerico in hESCs e hiPSCs rispettivamente fino al passaggio 40 e 30 
in subcoltura. L’analisi viene fatta ricercando il marker di danno 53BP1 (p53-
binding protein 1) tramite immunofluorescenza e parallelamente attraverso 
un’analisi Q-FISH. Nel caso di 53BP1 si tratta di una proteina che viene 
velocemente reclutata nel caso di rotture a doppio filamento di DNA grazie 
all’interazione con altri fattori di danno, pertanto, la sua co-localizzazione con 
i telomeri indica la presenza di foci di danno al DNA (TIFs). Con l’analisi Q-FISH 
in vece si vuole verificare la presenza di eventuali segnali multimerici (MTS) a 
livello dei telomeri che riflettono una fragilità telomerica. 
Alla rilevazione di danni effettuata con la ricerca del marker 53BP1 viene 
associato anche un controllo positivo: questo è dato da una linea cellule 
sottoposta ad un trattamento con 6-tio-dG, un analogo nucleotidico che una 
volta incorporato genera danni rilevabili per associazione della proteina 
53BP1. La tecnica dell’immunofluorescenza è stata messa in atto usando un 
anticorpo anti-53BP1 e anticorpi secondari coniugati ad un fluoroforo per 
amplificare il segnale. 
 

2.9 ANALISI DELLA FORMAZIONE DI TERATOMA 
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I teratomi sono tumori benigni derivati da cellule staminali pluripotenti e per 
questo motivo al loro interno si possono trovare cellule differenziate in diversi 
tipi di tessuti di origine potenzialmente sia endodermica che mesodermica o 
ectodermica. 
L’analisi di formazione del teratoma viene effettuata per verificare il potenziale 
differenziativo delle cellule hiPSCs prodotte e se la lunghezza dei loro telomeri 
può avere una correlazione con questa potenzialità. Si decide quindi di 
effettuare un test di differenziamento in vivo su modelli murini analizzando i 
teratomi formati in seguito allo xenotrapianto di hiPSCs a diversi passaggi (p4 
e p30). L’iniezione delle cellule deve essere condotta su topi immunodeficienti 
in modo tale le cellule umane non possano essere rigettate dall’organismo 
ospite e si possano sviluppare i teratomi. I topi vengono poi sacrificati in 
camere a CO2 nel momento in cui si considera possa corrispondere all’end-
point umano. I teratomi sono stati monitorati a giorni alterni dal momento 
della loro formazione e se ne è determinato il volume fino all’end- point, questi 
vengono successivamente estratti, pesati e fissati con PBS contenente il 4% 
di paraformaldeide. Il tessuto incluso in paraffina è stato sezionato al 
microtomo e colorato con ematossilina ed eosina per l’analisi microscopica. 
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CAPITOLO 3: RISULTATI E DISCUSSIONE 
 

3.1 ACQUISIZIONE DELLA PLURIPOTENZA INDOTTA E RUOLO DELLA 
TELOMERASI  
 
Dalla letteratura è noto che la riprogrammazione delle cellule umane 
determina un allungamento dei telomeri. Per capirne meglio le dinamiche e i 
meccanismi coinvolti gli autori di questo studio allestiscono un progetto di 
riprogrammazione di cellule somatiche differenziate umane (fibroblasti BJ) 
per osservare nella generazione e coltura prolungata delle hiPSCs come 
vengono modificati i telomeri e da quali modifiche sono accompagnati. La 
riprogrammazione viene allestita usando 6 linee cellulari di fibroblasti BJ wild-
type e tre linee modificate, due TERT-/- e una TERC-/-, allo scopo di verificare se 
la riattivazione di una o entrambe le componenti della telomerasi fosse 
necessaria per la corretta generazione di cellule pluripotenti indotte.  
Le linee cellulari modificate falliscono nel tentativo di riprogrammazione 
dimostrando che sono necessarie entrambe le componenti per avere una 
telomerasi funzionante e generare delle hiPSCs correttamente 
riprogrammate. I fibroblasti BJ wilde type (wt) invece hanno sicuramente dato 
origine a delle cellule che appaiono simili alle ESCs con colonie compatte, 
alto rapporto di citoplasma nucleare e positive alla fosfatasi alcalina come si 
vede dalla colorazione in figura (figura 1); tutti segni che supportano l’ipotesi 
che possa trattarsi di cellule pluripotenti.  

 
Figura 1. Riprogrammazione dei fibroblasti BJ wt e con le due varianti di knock-out per i geni della 
telomerasi. La colorazione rosa delle colonie è data dal saggio con fosfatasi alcalina (AP), considerato 
un marker di pluripotenza cellulare. 

La conferma della pluripotenza deriva dall’analisi dell’espressione dei geni 
OCT4, NANOG e SOX endogeni confermati come si vede sia a livello di 
trascritti (figura 2) che a livello proteico (figura 3). In particolare, dall’analisi 
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fatta sulle proteine prodotte si può notare come questi geni, oltre a quelli di 
TRF1 e TERT, non solo vengono riattivati ma mostrano livelli di espressione 
costanti tra i diversi passaggi di subcoltura dimostrando una stabilità delle 
linee hiPSCs ottenute. 

 
Figura 2. Livello di espressione dei geni della pluripotenza ottenuti a livello dei trascritti quantificati 
tramite RT-PCR quantitativa e normalizzati rispetto il gene GAPDH. 

 
Figura 3. Verifica dell’espressione genica a livello proteico dei geni NANOG, TERT, OCT4 e TRF1 in cellule 
hiPSCs. Le barre rappresentano la media dell’espressione relativa dei geni normalizzati rispetto al gene 
delle β-actina (non raffigurato) ottenute da analisi di western blot  

 

3.2 ALLUNGAMENTO DEI TELOMERI DURANTE L’ESPANSIONE IN 
VITRO DELLE iPSCs E CONFRONTO CON LE ESCs 
 
Riguardo la dimensione dei telomeri delle hiPSCs questa viene monitorata dal 
passaggio 4 fino al passaggio 30 tramite TRF (figura 4) e Q-FISH (figura 5). Da 
queste analisi risulta che già dal passaggio 4 le hiPSCs presentano dei 
telomeri nettamente più estesi dei fibroblasti BJ d’origine. L’incremento della 
lunghezza telomerica continua ad essere osservato per tutti i passaggi 
analizzati sebbene l’entità dell’allungamento vada progressivamente a calare. 
In particolare, dal grafico della lunghezza media dei telomeri si osserva che tra 
il passaggio 20 e il passaggio 30 (l’intervallo più ampio osservato) la lunghezza 
è conservata e pressoché costante. Da queste analisi risulta che le hiPSCs 
raggiungono una lunghezza telomerica mediamente compresa tra 8-9 kb. 
Analogamente sono state monitorate anche le hESCs con le stesse tipologie 
di analisi dal più basso passaggio possibile (alla quale vengono fornite) fino al 
passaggio 40 (figura 6, mostra i risultati esclusivamente relativi al saggio TRF). 
Da quest’ultima immagine è possibile stabilire che la lunghezza media dei 
telomeri in queste cellule è rimasta piuttosto costante con una dimensione 
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attorno alle 8kb nel caso della linea cellulare ES9, 11kb per la linea ES8 e 9kb 
nella linea ES7.  

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Particolarmente utile in queste analisi, a mio avviso, sono le immagini relative 
al saggio TRF che permettono di fare un confronto tra telomeri hiPSCs ed 
hESCs stabilendo che la lunghezza telomerica raggiunta dalle cellule 
staminali riprogrammate somiglia a quella delle cellule staminali embrionali. 
 

Figura 4. Separazione dei frammenti di restrizione telomerici per cellule hiPSCs a diversi passaggi e 
cellule BJ parentali. Le linee rosse rappresentano il centro della banda che viene preso in considerazione 
per la determinazione della lunghezza media del telomero riportata in basso e rappresentata dalle 
colonne nel grafico a destra. 

Figura 6. Rappresentazione grafica della 
fluorescenza ottenuta dall’esperimento di Q-
FISH in hiPSCs espressa in unità arbitrarie di 
fluorescenza. 

Figura 5. Separazione dei frammenti TRF di cellule 
hESCs. La lunghezza media dei telomeri viene riportata 
in basso espresse in kb. 
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3.3 LA TELOMERASI È RIATTIVATA E MANTENUTA NELL’ESPANSIONE 
IN VITRO DELLE iPSCs 
 
Alla luce del fatto che entrambe le componenti (TERT e TERC) sono necessarie 
per il corretto funzionamento dell’enzima si vuole anche approfondire quali 
sono i livelli di espressione delle due subunità ai diversi passaggi e fare un 
paragone con le cellule differenziate. Nello studio vengono indagati i livelli di 
espressione tramite PCR quantitativa (figura 7) mostrando che nei fibroblasti 
BJ differenziati è mantenuto un certo livello di espressione del gene TERC 
mentre la componente TERT viene riattivata da zero durante la 
riprogrammazione. 

 
Figura 7. Livelli di espressione dei geni TERT e TERC riportati in termini di abbondanza relativa nelle 
cellule dei fibroblasti BJ e nelle hiPSCs ai passaggi 4, 15 e 30. 

 
Questi risultati da un lato confermano le aspettative relative all’incremento di 
espressione dei geni della telomerasi ma dall’altro dimostrano anche come la 
componente limitate che pregiudica il funzionamento dell’enzima sia quella 
contenente il dominio catalitico (TERT), lo si evince dal fatto che l’espressione 
del gene TERC non è nulla nel contesto delle cellule somatiche. 
 
I risultati relativi all’espressione vengono accompagnati dal monitoraggio 
dell’attività della telomerasi ottenuta tramite saggio TRAP. Da queste analisi è 
chiaro come nelle cellule differenziate non ci sia alcun tipo di attività 
telomerasica mentre si ha una riattivazione nelle hiPSCs individuabile fin dal 
passaggio 4 (figura 8). È interessante notare come l’attività sia nettamente 
maggiore rispetto a quella individuata a livello delle cellule embrionali della 
linea ES7 e che questa resti pressoché stabile con il progredire dei passaggi 
nonostante si possa notare un calo nei livelli di espressione di TERT e TERC tra 
il passaggio 15 e 30. 
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Figura 8. Immagine rappresentativa del test TRAP nella quale si possono osservare i frammenti di 
lunghezza variabile proporzianale all’attività della telomerasi. Sulla destra il grafico esplicativo delle 
differenze tra linee cellulari diverse e tra hiPSCs a diversi passaggi. 

 

3.4 RIMODELLAMENTO DELLA CROMATINA TELOMERICA NELLE 
iPSCs 
 
Durante la riprogrammazione le aspettative sono quelle di avere una maggiore 
trascrizione a livello dei telomeri: di conseguenza si ricercano evidenze che 
dimostrino uno stato della cromatina più “aperto” accompagnate dalla 
diminuzione di segni eterocromatici e una maggiore quantità di trascritti 
telomerici (TERRAs) avvicinandosi ad una condizione tipica delle ESCs. Come 
si vede dalla figura 9 anche in questa analisi sono state confrontate le hiPSCs 
a diversi passaggi con le cellule pluripotenti embrionali ES7 e i fibroblasti BJ. 
Dai risultati dell’immunoprecipitazione effettuata si osserva una riduzione 
delle modifiche istoniche H3K9me3 e H4K20me3 (associate ad uno stato di 
cromatina trascrizionalmente inattiva), una riduzione dei livelli di HP1 
(heterochromatin protein 1, che interagendo con la DNA metil-transferasi 
guida le modifiche istoniche) e una riduzione dei livelli della componente TRF2 
di shelterin. Dai grafici riportati (figura 9) si nota come i livelli di TRF2 e degli 
istoni H4K20 trimetilati siano molto simili tra le hiPSCs ai vari passaggi e le 
hESCs, mentre H3K9me3 e HP1 risultano leggermente discostati dai livelli 
rilevati nelle hESCs ma comunque nettamente minori rispetto a quelli delle 
cellule differenziate di origine denotando un generale avvicinamento delle 
cellule pluripotenti riprogrammate alle classiche caratteristiche delle ESCs.  
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Anche i livelli di trascritti telomerici (TERRAs) nei vari passaggi delle hiPSCs si 
avvicinano di molto a quelli della linea cellulare ES7 definendo un aumento 
dell’espressione rispetto ai fibroblasti parentali. 

3.5 I TELOMERI SONO PROTETTI E LA STABILITÀ GENOMICA È 
MANTENUTA 
 
Un altro obiettivo interessante posto da questo studio è quello di valutare la 
stabilità del genoma e la protezione dei telomeri nelle cellule pluripotenti 
umane in condizioni di coltura in vitro prolungata. Da un lato è stato analizzato 
il cariotipo delle 6 linee cellulari hiPSCs ottenute, ai passaggi 4 e 30, 
osservando che il normale cariotipo viene mantenuto nei passaggi a riprova 
del fatto che i loro telomeri sono ben mantenuti. Successivamente ci si 
concentra sull’analisi comparativa di hESCs e hiPSCs cercando il marcatore 
di danno 53BP1 tramite immunofluorescenza accompagnando l’analisi 
telomerica mediante saggio FISH. Nell’immagine (figura 10) si vedono i 
risultati di queste analisi in riferimento al controllo positivo dato dal 
trattamento delle cellule con 6-thio-dG. Nonostante la coltura prolungata si 
osserva un livello di danno generale al DNA molto basso rispetto al controllo, 
costante con il progredire dei passaggi in subcoltura e comparabile tra hESCs 
e hiPSCs. La stessa cosa può essere detta in merito all’insorgenza di danni a 
livello dei telomeri. 

Figura 9. Quantificazione del DNA telomerico immuno precipitato tramite tecnica ChIP 
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Figura 10. Rappresentazioni delle cellule in microscopia confocale con foci di danno al DNA telomerico 
evidenziati dalla presenza della proteina 53BP1. Segue la quantificazione del numero di foci per nucleo 
e un grafico che mostra la percentuale di cellule con TIFs maggiore o uguale a 2. 

 
Analogamente gli autori riportano che non sono state osservate neanche 
aberrazioni cromosomiche negli spread metafasici (i cui risultati si possono 
osservare nella figura 11). Questa conclusione deriva dall’analisi di immagini 
come quella riportata sotto in cui l’osservazione di MTS (multimeric signals) 
nonostante siano indicatori di instabilità telomerica e riflettano una 
disfunzione del telomero non risultano essere statisticamente rilevanti.  
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Figura 11. Rappresentazione dei risultati relativi alla quantificazione dei segnali multimerici presenti nei 
telomeri. È evidenziato un cromosoma che presenta un seganle di questo tipo sebbene si tratti di un 
risultato significativamente irrilevante. 

 

3.6 LUNGHEZZA TELOMERICA E FORMAZIONE DI TERATOMA 
 
Per studiare il potenziale differenziativo delle cellule riprogrammate e come 
questo sia correlato alla lunghezza dei telomeri viene eseguito un test di 
differenziamento in vivo. Le hiPSCs derivanti dai passaggi 4 e 30 con diversa 
lunghezza telomerica vengono iniettate nei topi per valutare la formazione dei 
teratomi derivanti e le tipologie di cellule differenziate in grado di generare. Dai 
risultati mostrati in figura (figura 12) si nota che i teratomi originati dalle cellule 
al passaggio 4 hanno un volume leggermente maggiore a parità dei giorni post-
inoculazione. Nonostante questo, i teratomi originati da iPSC al passaggio 4 e 
da iPSC al passaggio 30 hanno una lunghezza dei telomeri simile dimostrando 
che durante il differenziamento in vivo la lunghezza dei telomeri è mantenuta. 
Inoltre, si sono potuti osservare diversi tipi cellulari originati dalle hiPSCs in 
esame mostrando lo stesso potenziale differenziativo, in più non è stata 
osservata alcuna differenza nella percentuale di cellule positive a ki67, p21 e 
γ-H2AX che indicano rispettivamente una proliferazione cellulare, un arresto 
del ciclo cellulare e un carico di danno al DNA simili tra hiPSCs al passaggio 4 
e 30. 
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Figura 12. Volume dei teratomi sviluppati ai vari giorni post-iniezione da parte di cellule al P4 e P30 e peso 
del teratoma (espresso in grammi) misurato all’end point umano. 

 

3.7 CONFRONTO TRA CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI UMANE E 
MURINE 
 
Dagli studi presenti in letteratura è noto che durante la formazione delle 
miPSCs queste allungano i propri telomeri tramite meccanismi dipendenti 
dalla telomerasi, parallelamente nella formazione di queste cellule si assiste 
alla diminuzione di modifiche istoniche associate allo stato della cromatina 
trascrizionalmente inattiva. In maniera analoga altri studi hanno osservato un 
comportamento simile da parte delle cellule della ICM di topo nel processo di 
derivazione in vitro che porta alla determinazione di mESCs: anche qui infatti 
sono stati osservati allungamenti telomerici e riduzione di segni distintivi 
dell’eterocromatina. Queste evidenze suggeriscono che l’allungamento dei 
telomeri e la riconfigurazione epigenetica a livello della cromatina telomerica 
sono processi necessari per stabilire e mantenere uno stato di pluripotenza a 
prescindere dalla natura delle cellule di partenza. Gli autori di questo studio si 
sono posti quindi l’obiettivo di studiare la dinamica dei telomeri nelle cellule 
staminali pluripotenti umane per confrontarla con quanto già noto nel 
contesto delle cellule murine; questo può essere importante per capire 
quanto ciò che è stato scoperto finora per mezzo delle cellule di topo possa 
essere traslato eventualmente alle cellule umane e cosa necessita di ulteriori 
approfondimenti. 
In questo studio non è stato possibile studiare il processo di derivazione in 
vitro delle ESCs umane a partire dalle cellule della ICM poiché sono disponibili 
in commercio solamente cellule hESCs stabilite a passaggi di subcoltura 
minimi di 8-10. Nonostante questo, è comunque possibile fare un paragone 
con le mESCs dal momento che quest’ultime allungano i propri telomeri fino 
al passaggio 24 per poi mantenerne la lunghezza fino al passaggio 60 mentre 
le hESCs studiate qui mostrano una dimensione dei telomeri che viene 
mantenuta durante tutta la coltura in vitro analizzata.  
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Per quanto riguarda le hiPSCs osservate in questo studio è emerso che queste 
allungano i propri telomeri con un meccanismo dipendente dalla telomerasi, 
subiscono modifiche a carico di proteine istoniche che rendono la cromatina 
telomerica più “aperta” aumentando di conseguenza anche la produzione di 
trascritti telomerici. Tutte caratteristiche riscontrate a livello delle cellule 
hESCs e si conferma la comparsa dei cambiamenti alla quale si assiste anche 
nel contesto delle pluripotenti indotte di topo. La differenza principale tra 
miPSCs e hiPSCs non sta nelle caratteristiche acquisite quanto più sulla 
dinamica con cui queste vengono ottenute. Nelle cellule pluripotenti umane 
infatti l’allungamento dei telomeri dipendente dalla telomerasi avviene 
principalmente durante la riprogrammazione e come si è visto dai risultati al 
passaggio 4 in sub-coltura già si osservano telomeri nettamente più lunghi di 
quelli presenti nelle cellule differenziate di partenza e relativamente vicini alla 
lunghezza massima che raggiungono nella coltura a lungo termine analizzata 
in questo studio. Le miPSCs d’altro canto sono caratterizzate da un 
allungamento dei telomeri che avviene principalmente durante le fasi di post-
riprogrammazione. Questi risultati, di conseguenza, suggeriscono che 
l’allungamento dei telomeri può essere più efficiente nel caso delle cellule 
umane. Oltre a questo, differiscono anche nella correlazione tra lunghezza dei 
telomeri e potenziale differenziativo in quanto le cellule hiPSCs in questo 
studio mostrano efficienza simile nella formazione di teratomi mentre le 
miPSCs con telomeri di diverse dimensioni mostrano una maggiore efficienza 
nella formazione di chimere in corrispondenza di un maggior numero di 
ripetizioni telomeriche. (non è possibile verificare l’efficienza nella formazione 
di chimere nel caso di cellule umane per ovvi motivi etici e per insormontabili 
limiti nella generazione di chimere interspecifiche).  
Una differenza riscontrata invece tra cellule staminali embrionali di uomo e di 
topo riguarda la stabilità del genoma. Il monitoraggio della formazione di foci 
di danno al DNA infatti ha mostrato in questo studio che le hESCs (così come 
le hiPSCs) presentano genomi stabili senza danni al DNA degni di nota fino ai 
passaggi 30/40. Le mESCs, al contrario, hanno dimostrato in altri studi un 
rilevante aumento di TIFs dal passaggio 24 in poi, suggerendo che il genoma 
delle cellule embrionali umane sia più stabile. [11] 
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