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INTRODUZIONE

BIOLOGIA DEL COMPLESSO TELOMERO/TELOMERASI

Durante il processo replicativo di interfase, la sintesi del DNA sul filamento lento avviene in
modo discontinuo attraverso la produzione di corti frammenti. Questo meccanismo va
incontro ad un problema all’'estremita della forchetta replicativa. Il primer di RNA finale
sintetizzato sul filamento lento non pud essere sostituito da DNA perché, in assenza
dell’'estremita 3’—0OH, non vi € un sito di legame per la polimerasi. Senza alcun meccanismo
riparatorio si perderebbe una parte di DNA all’estremita del cromosoma ad ogni divisione
cellulare. (1)

| telomeri rappresentano la soluzione: brevi sequenze di DNA (nelluomo TTAGGG)
specializzate poste all’'estremita dei cromosomi garantiscono la completa replicazione delle
estremita cromosomiche e le proteggono dalla fusione e dalla degradazione, preservando la
stabilita del genoma. (2)

Con l'accorciamento dei telomeri, conseguente alla divisione cellulare, le estremita dei
cromosomi cessano di essere protette con danno del DNA e arresto del ciclo cellulare. La
lunghezza dei telomeri viene pertanto preservata con l'aggiunta di nucleotidi mediata dalla
telomerasi. (3)

La sequenza di DNA telomerico viene riconosciuta da proteine leganti il DNA che richiamano la
telomerasi, che ha il compito di ripristinare queste sequenze ad ogni divisione cellulare.

La maggior parte delle ripetizioni telomeriche sono a doppio filamento, ma l'estremita e
costituita da una sporgenza a singolo filamento 3’. La sporgenza al 3’ agisce come sito di
priming per la telomerasi ed & cruciale per la protezione dell’estremita del cromosoma. Essa
agisce formando una struttura particolare, il t-loop, che sembra evitare il segnale di danno del
DNA, evitando quindi la perdita di telomeri.

Questa regione & costituita da un gruppo di proteine che formano un cappuccio protettivo del
cromosoma, il complesso della “Shelterina”, costituito da sei proteine specializzate come

estesamente illustrato nella tabella seguente.



Tab. 1. Caratterizzazione delle proteine che formano il complesso Shelterina (4; 5)

PROTEINA

TRF1 (o TERF1): telomere repeat binding
factor 1

TRF2 (o TERF2): telomere repeat binding
factor 2

TINF2 (o TIN2): TRF1 interacting nuclear
factor 2

POT1: protection of Telomeres 1

TPP1 (o ACD): telomerase recruitment
factor

RAP1 (o TRF2IP): TRF2 interacting protein

INTERAZIONI

Interazione diretta con le ripetizioni
TTAGGG doppio filamento

Interazione diretta con le ripetizioni
TTAGGG doppio filamento

Si associa direttamente a TRF1, TRF2 e TPP1
e indirettamente a POT1

Interazione diretta con I'estremita
telomerica a singolo filamento

Interazione con TINF2 e POT1

Siassocia a TRF2

FUNZIONE

Regolazione della lunghezza del telomero

Stabilizza la forma T-loop e regola la
lunghezza del telomero

Lega TPP1 e POT1a TRF1 e TRF2 e lega
TRF1 a TRF2, stabilizzando I'associazione di
TRF2 col telomero. Regola la lunghezza del
telomero

Inibisce la risposta di danno del DNA e
regola la lunghezza del telomero

Migliora POT1 legandolo al DNA telomerico
a singolo filamento e regolo la lunghezza
del telomero in combinazione con POT1

Regola la lunghezza del telomero

Uinterazione fra le proteine del complesso Shelterina e la sequenza di DNA del telomero
stabilizza la struttura stessa del telomero e regola I'accesso delle proteine coinvolte nella
riparazione e nell’allungamento del DNA. (4)

La struttura nucleoproteica che si forma crea un cappuccio protettivo all’estremita del
cromosoma, con due funzioni principali: 1) nasconde l|'estremita del cromosoma da
inappropriati meccanismi di riparazione del DNA, che altrimenti potrebbero riconoscere il
filamento libero di DNA come una rottura e determinare eventi di fusione; Il) previene la
degradazione dei geni vicini al telomero, che altrimenti si perderebbero per incompleta
replicazione del DNA. (5)

Il complesso “shelterina” ha una precisa specificita per le ripetizioni telomeriche TTAGGG
grazie alla presenza di diversi siti di riconoscimento nel complesso. (4)

Alcune componenti del complesso, TRF1 e TRF2, hanno un dominio simile ed entrambe
legano i tandem telomerici formando omo-dimeri o -tetrameri. Inoltre, hanno un dominio
(TRFH) al quale legano le altre componenti del complesso ed altre proteine associate.

TRF1 e TRF2 infatti sono connesse a TIN2, che stabilizza il legame di TRF1 e TRF2 col DNA e,
inoltre, & fondamentale per il reclutamento di altre due componenti del complesso: TPP1 e
POT1.

POT1 lega il DNA telomerico a singolo filamento, legando di preferenza I'estremita 3’, ma puo
associarsi alla sequenza TTAGGG in altre zone.

Ultima proteina del complesso € Rap1, che interagisce esclusivamente con TRF2. (6)



TRF2 e POT1 agiscono principalmente sopprimendo il segnale di danno del DNA: TRF2
previene |'attivazione dell’ATM chinasi all’estremita del cromosoma, e POT1 previene
I'attivazione dell’ATR chinasi.

Quando le proteine del complesso sono rimosse dai telomeri, si ha un accorciamento molto
piu rapido, a prova del fatto che le diverse subunita del complesso agiscono evitando l'attacco
nucleolitico dell’'estremita cromosomica. (6)

[l complesso Shelterina & fondamentale poi per il reclutamento della telomerasi e per il
controllo dell'lomeostasi della lunghezza del telomero. (7)

La telomerasi € una trascrittasi inversa a RNA che aggiunge le ripetizioni telomeriche di DNA
all'estremita del cromosoma, usa la sporgenza a singolo filamento 3’ del telomero come
primer ed un RNA interno come stampo per aggiungere delle ripetizioni telomeriche, evitando
la perdita di nucleotidi che si avrebbe altrimenti.

La ribonucleoproteina telomerasi umana & costituita da diverse componenti: RNA
telomerasico (TERC), il dominio catalitico trascrittasi inversa (TERT) e delle proteine accessorie
importanti per la stabilita del complesso e per il legame al telomero, discherina, NOP10, NHP2
e GAR1. (8)

La telomerasi viene reclutata dai telomeri grazie a TPP1, del complesso Shelterin. Inoltre, TPP1
associata a POT1 stimola la telomerasi RAP in vitro. (9) Sembra che TPP1 interagisca col DNA o
potenzialmente con TR per facilitare la traslocazione del sito catalitico della telomerasi. (10)
Inoltre, TTP1 lega la telomerasi attiva, in particolare attraverso la parte superficiale
denominata TEL e si & studiato che cellule prive di questa interazione mostrano un
accorciamento progressivo dei telomeri fino alla completa assenza degli stessi. (11)

Le vie di regolazione della telomerasi e di Shelterina giocano un ruolo fondamentale nella
regolazione della lunghezza del telomero. (6)

Essa & mantenuta costante attraverso un feedback negativo che blocca lattivita della
telomerasi. Se un telomero & troppo lungo si ha un meccanismo di blocco, se troppo corto lo
stesso blocco viene inibito.

Uinibizione della telomerasi € influenzata dalla quantita totale di shelterina sul telomero.
Essendo questa proporzionale alla lunghezza delle ripetizioni TTAGGG, piu lunghi sono i
telomeri, maggiore € la quantita di shelterina che puo inibire la telomerasi. Per il controllo

inoltre & fondamentale l'attivita di POT1, che lega il DNA a singolo filamento. Una forma



mutata di POT1 che non lega ssDNA comporta una completa perdita del controllo della
lunghezza del telomero. (12)

Inoltre, il complesso CST, composto da tre proteine (CTC1, STN1 e TEN1), ha un ruolo inibitorio
sulla telomerasi, determina il limite massimo dell'allungamento del telomero, attraverso il
legame col DNA a singolo filamento e sposta la telomerasi, inattivandola, una volta che la

sporgenza 3’ del telomero ha raggiunto una determinata lunghezza. (13)

(telomerase trafficking)

Telomerase complex
(telomere elongation)
A

Shelterin complex
(telomere end protection)
A

CST complex

(telomere capping) (DNA helicase - unwinds T loop)

Figura 1 (da Townsley, Blood 2014): Strutture i coinvolte nel mantenimento del telomero (in

grigio le proteine non coinvolte in patologie note)

Un altro regolatore negativo della lunghezza del telomero nelle cellule umane € 'RNA TERRA,
la cui trascrizione comincia in regioni subtelomeriche, e che contiene delle ripetizioni
UUAGGG che legano TERC e TERT; sembra che TERRA inibisca lattivita della telomerasi
legandosi ad essa. (14)

Quando i telomeri sono eccessivamente corti, le proteine del complesso Shelterina non
possono piu associarsi alla sequenza telomerica e formare il cappuccio all’'estremita del
cromosoma. L'azione inibitoria del complesso Shelterina sulla segnalazione del danno di DNA

viene persa e la cellula quindi esce da G1 ed entra in GO. (15) A questo punto, si attiva la
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fosforilazione di p53, si rende manifesta I'espressione di p21 e sono inibite le chinasi ciclina
dipendenti, che altrimenti determinerebbero una progressione del ciclo cellulare. (16)

A questo punto la cellula entra in senescenza o va in apoptosi. Llaccumulo delle cellule
senescenti, in seguito all’accorciamento dei telomeri, porta all'invecchiamento tissutale e
dell'organismo. (5)

Con la differenziazione i meccanismi di allungamento del telomero si riducono, diventando poi
insufficienti a recuperare la perdita di telomeri.

Nella maggior parte di cellule somatiche differenziate (esclusi i linfociti) la telomerasi non e
espressa, determinando la perdita di 50-100 paia di basi ad ogni divisione. (5)
accorciamento dei telomeri € quindi la normale conseguenza dell'invecchiamento. Ad
esempio, la lunghezza media dei telomeri dei linfociti si riduce all’incirca da 11 kb alla nascita a
4 kb nei centenari. Per questo i telomeri sono stati definiti “I'orologio biologico” interno alla
cellula, che determina il numero possibile di divisioni cellulari.

La telomerasi € attiva nella cellula staminale emopoietica (CSE), ma & stato dimostrato che
non € in grado di mantenere una lunghezza del telomero costante col progredire dell’eta o in
seguito a numerosissimi processi replicativi (14). Nella CSE normale, I'accorciamento dei
telomeri avviene lentamente, fino ai 50-60 anni, ed & poi piU rapido, segno questo che
I'attivita della telomerasi declina con l'eta (17). Molto probabilmente, la telomerasi & in primo
luogo richiesta per agire direttamente sulle estremita cromosomiche delle CSE e, in secondo
luogo, puo intervenire indirettamente supportando la proliferazione cellulare o la trascrizione
di proteine (18). Il suo & quindi un ruolo fondamentale nella stabilizzazione genomica e, in
caso di mutazioni di geni codificanti per proteine coinvolte in tale processo, si attiva un

meccanismo deleterio di danno al DNA e morte cellulare.



OMEOSTASI DEL TELOMERO LUNGO LA VITA

Il telomero dell’embrione ha una lunghezza variabile ed & piu corto di quello dell'oocita e della
morula rispettivamente (19), per una riduzione dell’attivita della telomerasi (18).

Nelle fasi successive, la blastocisti mostra un vivace aumento dell’attivita della telomerasi con
allungamento dei telomeri. (18; 19) Dalla sesta/settima settimana di gestazione si osserva un
rapido accorciamento della lunghezza del telomero, che va poi rallentando fra l'ottava e
I'undicesima settimana e a seguire rimane costante. Dopo la decima settimana la lunghezza
dei telomeri non differisce da quella dei neonati. (20)

Alla nascita la lunghezza del telomero & altamente variabile (21), cio € congruente con
I'estrema variabilita osservata negli embrioni umani (18) e sembra essere associata alla
lunghezza dei telomeri dei genitori. Essa resta simile nei diversi tessuti e non ci sono differenze
sostanziali fra maschi e femmine (21), a differenza di cio che accade negli adulti, in cui nei vari
tessuti si hanno lunghezze differenti (22) e la lunghezza dei telomeri € maggiore nelle donne
(23).

Dopo la nascita la lunghezza dei telomeri comincia a decrescere dopo le prime settimane,
anche nei nati pretermine, ad indicare come il mantenimento della lunghezza dei telomeri sia
una caratteristica specifica della vita intrauterina. (21)

Laccorciamento dei telomeri € piu pronunciato nei primi anni di vita e successivamente
rallenta nei giovani adulti e ancor di piu nei piu anziani. (24)

Sembra che il tasso di accorciamento negli adulti sia pit importante in coloro che avevano una
maggior lunghezza dei telomeri alla nascita. (25) La lunghezza dei telomeri comunque varia fra
individui della stessa eta, e sembra essere legata ad una serie di fattori genetici ed ambientali
(es.: sesso, etnia, stress, attivita fisica, obesita, fumo, consumo di alcol).

Questi fattori si associano alla produzione di radicali liberi dell'ossigeno (26), sembra che le
ripetizioni ricche in G del telomero siano particolarmente suscettibile al danno ossidativo. (27)
E descritta la associazione tra stress e lunghezza dei telomeri, gia visibile nelle fasi piu precoci
della vita. Di fatto, neonati da madre con elevato stress durante la gravidanza mostrano
telomeri tendenzialmente piu corti. Eventi di violenza subiti ed esposizione allo stress

condizionano la “cortezza” dei telomeri. (28)



PATOGENESI DELLE TELOMEROPATIE

| telomeri si accorciano fisiologicamente di circa 50-100 basi ad ogni divisione cellulare, a
causa della replicazione incompleta del filamento lento; di conseguenza la maggior parte delle
cellule somatiche hanno una capacita replicativa limitata. (29)

accorciamento dei telomeri viene in qualche modo ri-equilibrato dall’attivita dalla telomerasi,
espressa nei tessuti ad alta replicazione, come le cellule staminali, le cellule germinali e i
linfociti attivati. (30)

Varianti genetiche che colpiscono la funzione dei geni coinvolti nel mantenimento dei telomeri
determinano delle patologie conosciute come telomeropatie, caratterizzate da un
accorciamento prematuro dei telomeri e insufficienza proliferativa dei tessuti coinvolti. (29)

| danni delle Cellule Staminali Ematopoietiche (CSE) e dei linfociti sembrerebbero derivare da
un segnale persistente di danno del DNA, che causerebbe una mancata formazione del
cappuccio a livello dei telomeri e, oltre una certa soglia, all’'apoptosi.

[l mancato “cappuccio” dei telomeri nelle cellule con ridotta attivita della telomerasi potrebbe
influenzare la lunghezza del telomero in modo diretto e indiretto. In modo diretto attraverso la
normale replicazione del DNA telomerico (31, 32) con danno da parte delle specie reattive
dell’'ossigeno (33). In modo indiretto, deriverebbe dall'aumento di divisioni cellulari richieste
per compensare I'aumento delle perdite. Divisioni cellulari compensatorie in cellule con deficit
della telomerasi, sarebbero particolarmente dannose perché ad ogni divisione cellulare
aggiuntiva si accorcerebbero ulteriormente i telomeri.

Lesaurimento di cellule staminali nei neonati e bambini spiegherebbe I'insufficienza midollare
tipica dei pazienti pediatrici con deficit nella telomerasi. Quando un numero sufficiente di
cellule staminali viene conservato fino all’eta adulta, lo stesso meccanismo potrebbe portare
un esaurimento delle cellule del sistema immunitario. Questa ipotesi si allinea all’osservazione
che dopo la puberta I'accorciamento dei telomeri nei sottotipi pit maturi di T e nelle NK &
molto pil marcato che nei granulociti, come marcatore affine alle cellule staminali.

La lunghezza dei telomeri nei leucociti diminuisce in maniera molto importante alla nascita.
Questo & spiegato dall'importante proliferazione delle cellule staminali ed immunitarie dopo la
nascita. (32)

Analoghi meccanismi sarebbero alla base della compromissione di altri organi bersaglio quali

polmone e fegato, alla cui patogenesi, oltre ai difetti di riparazione/rigenerazione del danno
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tissutale conseguente alla compromissione del mantenimento del telomero, contribuirebbero
anche fattori ambientali (figura 2, 34).

Altra conseguenza delle anomalie del mantenimento del telomero e I'instabilita genomica, che
puo predisporre allo sviluppo di leucemie/mielodisplasie (35).

Nella figura 2, vengono riassunti i meccanismi patogenetici alla base del fenotipo clinico che si
osserva nei pazienti con telomeropatie (da Calado, Blood 2008).

COSTITUZIONALI:

. IATROGENE:
FISIOLOGICHE: mutazioni TERT, TERC,

invecchiamento stress midollo; DKC1, NOP10, TINF2
chemioterapia; SBDS, DDX11
trapianto HSC

Mutazioni/
Selezione

Fattori ambientali

MANIFESTAZIONI
FIBROSI INSUFFICIENZA T TS

NEOPLASTICA

POLMONARE; MIDOLLARE (AA;
CLINICHE CIRROSI DC)

Figura 2 da Calado, 2008: Meccanismi patogenetici nelle telomeropatie

Le mutazioni di geni che regolano la lunghezza del telomero causano numerose patologie con
caratteristiche cliniche diverse, da molto lievi a piuttosto gravi anche nell’lambito della stessa
variante. (36) Rispetto alla normale velocita di accorciamento dei telomeri di circa 60
basi/anno negli individui sani, nei soggetti con patologia del telomero la perdita di DNA e di
circa 120 paia di basi/anno. (37)

Spesso le famiglie con telomeropatie presentano il fenomeno dell’anticipazione genetica, con
riduzione dell’eta d’esordio e aggravamento della severita dei sintomi nelle generazioni
successive. (38) Alterazioni nel mantenimento della lunghezza dei telomeri nelle linee
germinali determina un progressivo accorciamento nelle generazioni successiva, nei modelli

murini, e sembra sia questa la base del fenomeno dell'anticipazione genetica. (39)

11



E importante l'analisi della lunghezza del telomero quando si studiano nuove varianti
genetiche, perché i telomeri corti sono il risultato evidente della patogenicita della variante in
questione. (30)

Le malattie del telomero sono patologie con fenotipi molto variabili, differenze di penetranza e
eta d’esordio. (40)

Spesso la diagnosi di telomeropatia € subdola ed inaspettata come nel caso del riscontro di
mutazioni di TERT per esempio in soggetti affetti da linfocitosi granulare, aplasia pura dei
globuli rossi e neutropenia idiopatica. Mutazioni di TERT possono essere associate a piccoli
cloni di cellule di emoglobinuria parossistica notturna. (35)

Le telomeropatie possono rendersi manifeste anche come “patologie d’organo” isolate a
carico soprattutto del sistema gastrointestinale, del fegato (cirrosi) e del polmone (fibrosi
polmonare). Si possono manifestare inoltre correlate alla presenza di neoplasie: elevata
incidenza di telomeropatie sono presenti nei soggetti affetti da carcinoma squamoso della
lingua. (41)

Alle volte |a patologia d’organo pud essere il segno isolato di telomeropatia come per la fibrosi
polmonare ad esordio nell’'eta adulta. (42)

La fibrosi polmonare idiopatica si associa nel 65% dei casi ad accorciamento del telomero (42)
ed un sesto delle polmoniti familiari & causata dalle mutazioni di TERT e TERC con diversa
penetranza ed espressivita.

Tale patologia viene diagnosticata di solito in eta adulta (43) ed alla fibrosi polmonare inoltre
si possono associare altri disturbi come la bronchiolite obliterante, I'ipersensibilita e 'enfisema
isolato. (35)

Da un punto di vista patogenetico il telomero corto € la causa e quanto piu il telomero &
accorciato maggiore € la gravita e piu precoce e 'esordio (dai neonati all’eta adulta). (44)
Infatti, mentre la lunghezza dei telomeri dei linfociti & molto inferiore al primo percentile negli
individui con esordio di malattia alla nascita (24), la lunghezza dei telomeri non & cosi ridotta,
anzi, spesso si trova fra primo e decimo percentile rispetto all’eta, nelle fibrosi familiari o
sporadiche con una mutazione genetica conosciuta. (44)

Dati recenti da modelli murini mostrano che, sebbene il polmone sia un tessuto con un
turnover cellulare piuttosto lento, la fibrosi polmonare causata della disfunzione dei telomeri
sia portata dall’insufficienza delle cellule staminali, in particolare da quelle epiteliali di tipo Il

alveolari. (45)
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Anche il fegato puo essere coinvolto mostrando fibrosi fino alla cirrosi; i quadri possono essere
paucisintomatici rivelandosi solo negli stadi piu avanzati come la cirrosi e |'ipertensione
portale. Per fare diagnosi € sempre necessaria biopsia, anche la steatosi all'imaging puo
essere un segno premonitore. (46)

Sono state descritti poi casi di stenosi esofagea, enteropatie, enterocoliti, osteoporosi, necrosi

avascolare ed immunodeficienza associati a accorciamento del telomero. (47)
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MUTAZIONI GENETICHE ED IMPATTO NELLA FISIOPATOLOGIA
DELLE MALATTIE DEL TELOMERO

Le varianti riscontrate nei geni che preservano la lunghezza del telomero nella maggior parte
dei casi portano ad un insufficiente mantenimento della sua lunghezza, anche se in alcuni casi
c’é unicamente disfunzione del telomero senza eccessivo accorciamento (37).

Uinsufficienza midollare ha aperto gli studi alla biologia del telomero: vennero riscontrati
telomeri corti nei leucociti di pazienti con anemia aplastica acquisita (42), il che porto alla
scoperta di geni mutati che causavano un’anemia aplastica ereditaria, la discheratosi
congenita. (43)

Vennero poi riscontrate diverse mutazioni con vari meccanismi di trasmissione, autosomico
dominante e recessivo e X-linked. Per alcuni geni, in particolare DKC1 e TINF2, sono comuni le
mutazioni de novo. (33)

Queste mutazioni possono influire in vario modo sul mantenimento del complesso telomero-
telomerasi.

La riduzione dell’attivita della telomerasi pit comunemente € data dalle mutazioni di TERT e
TERC, legati all’attivita catalitica della telomerasi, e di geni coinvolti nella biogenesi della
telomerasi e nella stabilita di hTR, come DKC1, NHP2 e NOP10. (37)

Le mutazioni di TERC e TERT determinano telomeropatie sia nei bambini che negli adulti. (43)
La perdita di funzione di 1 dei due geni sugli autosomi & sufficiente a ridurre I'attivita della
telomerasi, accelerando l'accorciamento del telomero. (35)

Le manifestazioni patologiche sono piu severe nelle mutazioni di TERC rispetto a quelle di
TERT, forse per un maggiore effetto sulla telomerasi, per lo meno misurato in vitro. (48)

Altre mutazioni riguardano i fattori che determinano il reclutamento della telomerasi al
telomero, come TCAB1, componente essenziale della dinamica di strutture subnucleari,
conosciute come i corpi di Cajal. TCAB1 lega 4 nucleotidi presenti sia su hTR che su corpi di
Cajal. La carenza di TCAB1 porta una relocalizzazione della telomerasi dai corpi di Cajal al
nucleolo, una riduzione del reclutamento della telomerasi ed un accorciamento del telomero.
(49)

Il ripiegamento di TCAB1 e svolto da un complesso, TRiC, che quindi influenza anch’esso il
reclutamento e il posizionamento della telomerasi e compromette I'aggiunta delle ripetizioni

telomeriche. (50)
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A differenza di quanto accade in assenza della discherina, che lega anch’essa direttamente
hTR, alterazioni di TCAB1 e TRiC non determinano instabilita di hTR, ma alterazioni nel
reclutamento della telomerasi.

Mutazioni composte nel gene WRAP53, che codifica per TCAB1, sono state identificate in
pazienti con la discheratosi congenita.

Il reclutamento della telomerasi richiede inoltre I'interazione fra TERT e |'estremita TEL su
TPP1, anche queste strutture possono risultare alterate e causare telomeropatie. (43)

Altre mutazioni sono legate ai processi di sintesi del filamento ricco in C, che seguono
I'allungamento mediato dalla telomerasi del filamento ricco in G.

Il primo di questi geni € CTC1, che promuove il riavvio della sintesi del filamento lento nelle
forcelle di replicazione e la sintesi della porzione ricca in C, funzioni in comune con STN1 e
TEN1, assieme a cui costituisce il complesso CST. (51)

Mutazioni di questo gene sono state identificate inizialmente nella maggioranza dei pazienti
con sindrome di “Coats plus”.

Rispetto alle altre mutazioni con esordio alla nascita, quelle di CTC1 non determinano sempre
un accorciamento dei telomeri. (52)

Vi sono poi le mutazioni che conducono ad un’instabilita del telomero, come quelle di RTEL1,
fattore che agisce sulle strutture D-loops, agendo sia sul telomero che in altri siti. (43)
Mutazioni sono state riscontrate nei pazienti con Hoyeraal Hreidarsson, con telomeri molto
corti, e fibrosi polmonare familiare. (53)

Esistono poi mutazioni i cui meccanismi non sono ancora stati compresi, come le mutazioni di
TINF2, che codifica per TIN2, che determinano un accorciamento severo dei telomeri con
patologia ad esordio precoce, spesso sindrome di Hoyeraal Hreidarsson e di Revesz. (54)

Un altro gene, di recente scoperta, implicato nelle telomeropatie € PARN. Mutazioni
eterozigoti sono state riportate inizialmente associate a bambini con fibrosi polmonare
familiare. (55) Nella maggior parte dei casi la lunghezza dei telomeri dei leucociti era inferiore
al primo percentile.

PARN ¢ legato alla funzione di mRNA. Inoltre, & coinvolto nella maturazione di alcuni RNA non
codificanti. Quindi le cellule dei bambini con mutazioni bialleliche di PARN presentano una
riduzione dei trascritti RNA hTR, DKC1, RTEL1 e TRF1; anche se resta da chiarire se queste

riduzioni siano sufficienti a determinare difetti telomerici. (43)
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Infine, nuovi dati supportano la presenza di nuove telomeropatie che si manifestano con un
aumentata predisposizione ad alcuni specifici tumori, come melanomi e gliomi, per mutazione

di POT1, e che esitano in un allungamento e disfunzione dei telomeri. (56)
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DISCHERATOSI CUTANEA, MODELLO DI “TELOMEROPATIA”

La prima telomeropatia descritta € stata la discheratosi congenita (DC), caratterizzata dalla
triade mucocutanea: leucoplachia, lesione premaligna che coinvolge la mucosa orale,
anomalie della pigmentazione cutanea e distrofia ungueale, segno di senescenza prematura
delle cellule staminali del derma e dell’ectoderma rispettivamente.

Le manifestazioni quindi di tale patologia derivano dalla perdita delle cellule staminali, in
particolare nei tessuti ad alta proliferazione.

E una patologia pediatrica multi-sistemica, che esordisce precocemente, con alta penetranza e
differente severita delle manifestazioni cliniche.

[l fenotipo puod essere pit 0 meno espresso; si va dalle forme paucisintomatiche fino alle piu
gravi o con peculiarita come la sindrome Hoyeraal-Hreidarsson e quella di Revesz. (57)

Dal punto di vista patogenetico la DC come gia detto, presenta un accorciamento eccessivo dei
telomeri che porta ad apoptosi, con conseguente riduzione dell’'emopoiesi e della vita delle
cellule somatiche. Inoltre, si ha instabilita cromosomica che predispone allo sviluppo di
neoplasie. (41)

[l primo gene riscontrato mutato nella discheratosi congenita & DKC1, che codifica per la
discherina, e determina patologia X-linked. Tipicamente i maschi affetti presentano la triade:
distrofia delle unghie, leucoplachia e iperpigmentazione cutanea. A questi sintomi tipici
possono associarsi insufficienza midollare e coinvolgimento di altri organi come polmoni,
fegato, sistema genito urinario e scheletro e maggior predisposizione allo sviluppo di
neoplasie, come si vede nella tabella 2. (58)

La riduzione delle cellule staminale e dei progenitori midollari puo essere la causa di
insufficienza midollare e possibile sviluppo di sindrome mielodisplastica. (59)

Il midollo osseo nei soggetti con discheratosi congenita e negli adulti con mutazioni dei
telomeri puo essere di tipo ipo/acellulare, comunemente segni anticipatori sono macrocitosi
ed anemia.

Soggetti affetti da discheratosi congenita possono presentare una compromissione d’organo
con una diversa frequenza. Le percentuali sono riferite al registro piu grande di discheratosi

congenita curato dai colleghi inglesi:
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Tab. 2 Interessamento multisistemico nella Discheratosi Congenita. (da Dokal 2011)

Interessamento clinico/anomalie % di pazienti*
Caratteristiche maggiori/comuni
-Anomalie pigmentazione cutanea 89
-Distrofia ungueale 88
-Insufficienza midollare 85.5
-Leucoplachia 78
Altre caratteristiche riconosciute

-Epifora 30.5
-Difficolta apprendimento/ ritardo dello sviluppo/ ritardo mentale 25.4
-Patologie polmonari 20.3
-Bassa statura 19.5
-Carie/perdita dentale 16.9
-Prematura perdita/ingrigimento di capelli/ ciglia rade 16.1
-lperidrosi 15.3
-Neoplasie 9.8
-Ritardo di cresscita intrauterino 7.6
-Patologie epatiche/ ulcera peptica/ enteropatia 7.3
-Atassia/ Ipoplasia cerebellare 6.8
-Ipogonadismo / criptorchidismo 5.9
-Microcefalia 5.9
-Stenosi uretra/Fimosi 5.1
-Osteoporosi /Necrosi asettica/Scoliosi 5.1
-Sordita 0.8
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Oltre al gene DKC1 sopradescritto, altri geni causativi di discheratosi congenita con modalita di

trasmissione differenti sono elencati in ordine di frequenza nella seguente tabella.

Tab, 3 Varianti geniche causative di Discheratosi Congenita (modificata da Dokal 2015):

Gene Modalita’ di trasmissione
DKC1 Xlinked
TINF2 AD
TERC AD
TERT AD/AR
RTEL1 AD/AR
CTC1 AR
NOP10 AR
NHP2 AR
WRAPS53 (TCABI) AR
ACD (TPP1) AD/AR
PARN AD/AR
NAF1 AD
POT1 AR
STN 1 AR

Tra questi geni, la perdita di un singolo allele funzionante di TERT o TERC, che codifica per TR,

e

sufficiente

per

determinare telomeri

eccessivamente

corti,

rivelando

come
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I'aploinsufficienza della telomerasi sia un meccanismo sottostante la discheratosi congenita.
(39)

Alcune caratteristiche cliniche sono piu facilmente legate alla mutazione di specifici geni.
Uipoplasia cerebellare per esempio (che puo essere presente alla nascita e manifestarsi come
ritardo di crescita intrauterina e microcefalia) & una caratteristica principale della sindrome di
Hoyeraal-Hreidarsson e I'immunodeficienza puo essere severa. Essa si associa a mutazioni di
DKCl o di RTEL1.

La sindrome Revesz € caratterizzata dalla presenza di retinopatia essudativa bilaterale o
malattia di Coats. Spesso sono presenti calcificazioni intracraniche. Si associa a mutazioni
dominanti di TINF2. (43)

Una terza forma, detta “Coats plus”, sovrappone la sindrome di Revesz con la presenza di
retinopatia essudativa o teleangiectasie. (60)

Inoltre sono presenti calcificazioni intracraniche asimmetriche, diverse rispetto a quelle
osservate nella sindrome di Revesz, associate a leucoencefalopatia e cisti cerebrali;
osteopenia; emorragie gastrointestinali ricorrenti. Le manifestazioni cerebellari ed
ematologiche della sindrome di Revesz sono pero ridotte o assenti. La Coats plus si associa a
mutazioni eterozigoti di CTC1.

In tutte queste varianti possono associarsi le caratteristiche cliniche della discheratosi
congenita, come la triade mucocutanea e il coinvolgimento midollare, normalmente
guest’ultimo & meno severo nella forma Coats plus. (43)

La discheratosi congenita e la sindrome di Hoyeraal Hreidarsson, si associano a mutazioni su
pil geni, mentre la sindrome di Revesz e Coats plus hanno un’unica mutazione, sui geni TINF2
e CTC1 rispettivamente.

Nonostante i progressi della ricerca, il 30-40% dei casi di discheratosi congenita, o di malattie
presunte tali perché caratterizzate da telomeri inferiori al primo percentile, rimane orfana di

gene.
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LUNGHEZZA DEI TELOMERI NELLA DISCHERATOSI CONGENITA

| telomeri di lunghezza inferiore al primo percentile sono considerati patognomonici di
malattia del telomero di cui la discheratosi, come ampiamento discusso sopra, rappresenta il

modello. (61,62, Fig 3)

B Patients with DC and
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Figura 3 (da Mason 2011) Lunghezza del telomero in 25 pazienti con discheratosi congenita

misurata in flow FISH nelle cellule periferiche mononucleate. Sono inoltre rappresentati i

percentili di 243 controlli sani di etad compresa fra 0 e 94 anni.

In uno studio del 2007 Alter e collaboratori (61) hanno analizzato la lunghezza dei telomeri in
diverse sottopopolazioni cellulari utilizzando la tecnica flow-FISH in pazienti con diagnosi gia
nota di DC, comparandole a quelle di altri individui sani e altri pazienti con insufficienze
midollari congenite. Da questo lavoro € emerso che la lunghezza del telomero inferiore al
primo percentile per linfociti totali, T naive, linfociti B aveva una sensibilita e specificita
superiori al 90% per fare diagnosi di discheratosi congenita, mentre tale parametro sui
granulociti e sui leucociti totali risultava meno specifico e sui T memory e sugli NK meno
sensibile.

Lo stesso gruppo in un lavoro del 2012 (44) ha confermato che la lunghezza del telomero

inferiore al primo percentile nei linfociti totali ha il 97% di sensibilita e il 91% di specificita
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nella comparazione con parenti sani di soggetti con DC o con altre forme ereditarie di aplasia
midollare che non siano DC (valore predittivo positivo 85%). Tali livelli di sensibilita e
specificita non venivano raggiunti per nessun’altra sottopopolazione cellulare studiata
singolarmente. La migliore performance diagnostica in termini di sensibilita e specificita
(rispettivamente 94 e 98%) veniva in questo studio raggiunta in caso di lunghezza del
telomero inferiore al primo percentile su almeno 3-4 sottopopolazioni valutate fra linfociti
totali, T memory, T naive, e B.

Gli autori suggerivano dunque che l'analisi della lunghezza del telomero nei linfociti in flow-
FISH e quindi da considerarsi il test di screening piu sensibile e specifico per la diagnosi di DC,
mentre I'analisi delle diverse sottopopolazioni & da riservarsi a casi dubbi, ad esempio qualora
si voglia escludere con certezza che un familiare potenziale donatore di cellule staminali
emopoietiche sia un portatore silente (in tal caso maggiore specificita e sensibilita vengono
raggiunte dalla presenza di lunghezza del telomero inferiore al primo percentile su almeno 3-4
sottopopolazioni valutate fra linfociti T totali, T memory, T naive e B). Sempre nello stesso
lavoro Alter e collaboratori hanno dimostrato che i pazienti affetti avevano un maggior declino
della lunghezza del telomero con l'eta e che la lunghezza del telomero era in correlazione con

la severita delle manifestazioni cliniche.
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TELOMERI NELLE INSUFFICIENZE MIDOLLARI SU BASE GENETICA
NON DISCHERATOSI| CONGENITA

In diversi studi & stata valutata la lunghezza del telomero in pazienti affetti da insufficienze
midollari su base genetica quali anemia di Fanconi (FA), anemia di Diamond Blackfan (DBA) e
sindrome di Schwachman Diamond (SDS) (63). Spesso € stata riportata una lunghezza media
del telomero inferiore rispetto ai controlli sani della stessa eta. Tale dato & stato interpretato
dai diversi autori come legato ad un anomalo turnover dei progenitori midollari, per un
incremento dell'apoptosi a sua volta in relazione ai diversi meccanismi patogenetici alla base
delle diverse condizioni (35). Piu nel dettaglio, € stato visto che nell’'anemia di Fanconi 'attivita
della telomerasi & conservata (64), per cui 'accorciamento dei telomeri & da considerarsi
secondario alla perdita di nucleotidi telomerici dovuta all'aumentata proliferazione cellulare
midollare in risposta alla pancitopenia o in alternativa al danno telomerico diretto/mediato da
specie reattive dell'ossigeno che la cellula FA non € in grado di riparare (34, 65, 66). Studi
recenti (66) attribuirebbero inoltre un ruolo diretto ad alcune proteine FA nel mantenimento
delllomeostasi del telomero.

Anche nella SDS il meccanismo sembra essere simile alla FA; diversi autori attribuiscono la
lunghezza del telomero inferiore a quella dei controlli sani della stessa eta (valutata in tal caso
nella maggior parte dei lavori sui granulociti), al fatto che i progenitori midollari sono
sottoposti ad un maggiore stress replicativo legato ad una maggiore spinta proliferativa
compensatoria (67), mentre anche in tal caso come nella FA lattivita della telomerasi &
normale (68).

Lo stesso meccanismo di incrementato turnover cellulare & stato inoltre ipotizzato per i
pazienti con DBA (68).

Il gruppo della Alter ha pubblicato un lavoro nel 2015 in cui ha descritto lo studio della
lunghezza del telomero nelle stesse sottopopolazioni cellulari precedentemente analizzate nei
pazienti con discheratosi congenita in questi pazienti (63), allo scopo di valutare se in alcuni di
essi vi fosse una lunghezza del telomero inferiore al primo percentile, parametro che, come
gia descritto, & da considerarsi, soprattutto in determinate sottopopolazioni leucocitarie,
altamente sensibile e specifico per la diagnosi di discheratosi congenita. Nella maggior parte
dei pazienti non DC studiati, la lunghezza del telomero era nei range di normalita in tutte le
sottopopolazioni cellulari studiate, ma inferiore ai controlli sani della stessa eta, confermando

quindi un dato gia noto in letteratura. Nei pochi pazienti con lunghezza del telomero inferiore
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al primo percentile, tale dato veniva evidenziato nei granulociti, dato in linea con quanto
descritto in precedenza riguardo tale linea cellulare, considerata quella a pil bassa specificita
per la diagnosi di discheratosi congenita (44,61) e che si spiega con I'aumentato turnover
cellulare della CSE responsabile dell’accorciamento dei telomeri nei pazienti con insufficienze
midollari non DC. Solo un paziente DBA (3%), 2 FA (9%) e un SDS (7%) avevano invece
lunghezza del telomero inferiore al primo percentile in 3-4 sottopopolazioni fra linfociti totali,
T naive, T memory e B, considerato parametro piu sensibile e specifico per la diagnosi di DC.
Non sono state evidenziate inoltre differenze significative di lunghezza del telomero nei 3
gruppi di pazienti studiati (FA, DBA, SDS), mentre la differenza era significativa fra il gruppo DC
e gli altri 3. La lunghezza del telomero nei gruppi studiati non correlava con la severita del
fenotipo e in particolare con la gravita dell'insufficienza midollare, a differenza di quanto

osservato nei pazienti DC (44).
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TELOMERI E ANEMIA APLASTICAACQUISITA

Dal punto di vista patogenetico 'Anemia Aplastica Acquisita (AA) € una malattia multifattoriale
dovuta ad un attacco autoimmune verso le cellule staminali emopoietiche (CSE) in cui
possono avere un ruolo le stesse cellule, la risposta immunitaria e lo stroma (69).

I 30-50% dei leucociti dei pazienti AA ha un accorciamento dei telomeri come dimostrato nel
lavoro di Brimmendorf del 2001 (70), in cui & stata valutata la lunghezza del telomero nei
linfociti e nei granulociti di 56 pazienti AA in flow FISH, confrontandola con controlli sani di
pari eta. In questo lavoro infatti € emerso che la lunghezza dei telomeri nei granulociti dei
pazienti AA era significativamente inferiore a quella dei controlli sani. Altro dato emerso da
guesto studio & che i pazienti responsivi alla terapia immunosoppressiva avevano una
lunghezza del telomero sovrapponibile ai controlli.

La letteratura piu recente suggerisce che i pazienti AA con telomeri di lunghezza inferiore alla
diagnosi hanno un maggior rischio di evoluzione clonale maligna, segno che nella CSE i
telomeri corti e come tali disfunzionali mediano quindi instabilita cromosomica e
predispongono ad aberrazioni citogenetiche deleterie causa di mielodisplasia/leucemia
(71,72)

aumentato accorciamento dei telomeri nell’AA sarebbe imputabile secondo alcuni studi a un
meccanismo di aumentato turnover cellulare e stress replicativo (73), che predisporrebbe a
una maggiore fragilita della CSE. L'accorciamento del telomero puod essere pero anche dovuto
a mutazioni nei geni di riparazione o protezione dei telomeri (soprattutto TERC e TERT),
ritrovate nel 10% circa delle AA (74). | pazienti AA con queste mutazioni non hanno le
anomalie somatiche tipiche della DC, ma hanno una lunghezza inferiore del telomero nei
leucociti rispetto agli altri pazienti AA (in alcuni casi inferiore al primo percentile), una ridotta
attivita della telomerasi e tipicamente non rispondono alla terapia immunosoppressiva
(34,71). Si tratta di forme importanti da identificare sia per i risvolti terapeutici, che per la

scelta del donatore di CSE familiare.
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TELOMERI E AUTOIMMUNITA’

Le malattie autoimmuni sono caratterizzate da una spontanea iperreattivita del sistema
immunitario, che spesso porta alla produzione di autoanticorpi. Nella loro patogenesi hanno
senz’altro un ruolo l'inflammazione e lo stress ossidativo. Questi ultimi, insieme
allincrementato turnover leucocitario spesso presente in queste condizioni, sono fattori che
contribuiscono notoriamente all'accorciamento dei telomeri fino alla soglia critica che, come
gia esposto, porta al danno al DNA, alla senescenza o all'apoptosi.

Negli ultimi anni sono stati eseguiti diversi studi volti a valutare il sistema telomero/telomerasi
nelle malattie autoimmuni, che hanno rivelato il loro coinvolgimento anche nella patogenesi di
queste condizioni (75).

Gli studi hanno analizzato il complesso telomero/telomerasi in patologie quali lupus
eritematoso sistemico, artrite reumatoide, malattie granulomatose (granulomatosi di
Wegener e sarcoidosi), sclerosi sistemica, fibrosi polmonare idiopatica, cirrosi biliare primitiva
e diabete di tipo 1, ritrovando in tutti i casi un accorciamento del telomero nelle cellule
mononucleate del sangue periferico di questi pazienti rispetto ai controlli sani. Oltre alla gia
citata triade infiammazione-stress ossidativo-aumentato turnover leucocitario, in questi casi
potrebbe contribuire all'accorciamento del telomero anche una ridotta attivita della
telomerasi, anche se sulla sua effettiva presenza i dati ancora sono controversi e in alcune
condizioni come LES o artrite reumatoide & stata addirittura osservata un’attivita aumentata
(75).

E stato ipotizzato che 'accorciamento dei telomeri possa accelerare la senescenza a livello del
sistema immunitario, in particolare delle diverse sottopopolazioni linfocitarie (76). Se tale
senescenza prematura riguarda selettivamente alcune sottopopolazioni come i T regolatori e
ne salvaguarda altre come i T autoreattivi, come osservato in alcuni studi riguardanti patologie
autoimmuni come l'artrite reumatoide, si crea un danno tissutale immunomediato (Figura 4).
Nonostante gli avanzamenti della ricerca sull’argomento, non € ancora precisamente noto se
siano i telomeri corti a scatenare uno stato infiammatorio o piuttosto la deregolazione del
sistema immunitario a causare un difetto del complesso telomero/telomerasi. La risposta e
probabilmente che nelle malattie infiammatorie croniche coesistono e si autoalimentano

entrambi i meccanismi (77).
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Attivita della telomerasi Aumentata proliferazione
assente o inadeguata cellulare
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Figura 4 (da Georgin-Lavialle, 2010): modello proposto per spigare il coinvolgimento del

complesso telomero/telomerasi nelle malattie autoimmuni
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TELOMERI E IMMUNODEFICIENZA

Sempre legato all’'associazione fra alterazioni della lunghezza del telomero e funzione dei
linfociti T, e stata riscontrato come laccorciamento dei telomeri, possa mediare
I'invecchiamento dei linfociti T, determinando una grave immunodeficienza nei linfociti T,
qualitativa e quantitativa, in pazienti giovani, che puo portare complicazioni fatali. (78)

Si ipotizza che il potenziale replicativo dei linfociti T sia mantenuto dall’attivita della
telomerasi, siccome le cellule T memoria devono esser mantenute nell’adulto. Uattivazione del
recettore dei linfociti T (TCR) aumenta 'attivita della telomerasi. (79)

Limmunodeficienza, puo presentarsi anche come primo segno di telomeropatia in assenza di
altre manifestazioni. Mutazioni legate a malattie del telomero e alla telomerasi vengono
quindi annoverate tra le cause di immunodeficienza primaria. E importante quindi
diagnosticare questi pazienti valutando la lunghezza del telomero, perché in questi pazienti, a
differenza delle altre immunodeficienze primarie, ¢’e una maggior suscettibilita alla tossicita
delle terapie convenzionali, come ai protocolli mieloablativi per il trapianto di cellule staminali
ematopoietiche. Regimi di condizionamento ad intensita ridotta proteggono di fatto i pazienti
affetti dai danni sul DNA.

Questa immunodeficienza probabilmente si sviluppa per una deplezione persistente di
precursori nel midollo osseo, nel timo e in periferia nei soggetti nati con telomero corto.
Nonostante l'accorciamento dei telomeri sia fisiologico con l'invecchiamento, quando e
precoce sembra esserci una soglia oltre la quale I'accorciamento diventa biologicamente e
clinicamente rilevante e sufficiente a segnalare la disfunzione del telomero.

| portatori di mutazioni dei geni del telomero mostrano invecchiamento cellulare prematuro,
con fenotipo dei linfociti T pari a quelli di adulti 5 decadi piu vecchi e riduzione di cellule T

naive, aumentata apoptosi, e ridotto repertorio di cellule T. (78)
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Figura 5: Lunghezza del telomero nei linfociti, aggiustata per eta, in individui appartenenti ai
gruppi: YC: gruppo controllo giovani; OA: adulti pit anziani; ST: giovani con mutazione geni
telomero (The Journal of Clinical Investigation)
| linfociti T con telomero corto aumentano i meccanismi di danno del DNA attivando le vie

apoptotiche intrinseche, a differenza di cio che accade con I'invecchiamento, dove si attivano

le vie estrinseche e viene espresso PD-1 (programmed cell death). (80)
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TELOMERI E NEOPLASIE

Come gia ampiamente illustrato nei paragrafi precedenti, il progressivo accorciamento dei
telomeri determina la senescenza replicativa e, in presenza di altre alterazioni, i telomeri corti
formano strutture di fusione che portano a instabilita del cromosoma e sviluppo di tumori.
(81) La maggior parte delle cellule cancerogene (85-90%) mostrano una riattivazione della
telomerasi per potersi replicare all’infinito e la maggior parte di queste mantiene dei telomeri
corti stabili. (82)

Diversi studi hanno dimostrato come i telomeri corti contribuiscano ad aumentare il rischio di
tumori come tumori di testa e collo (83), linfoma non Hodgkin e nella leucemia linfatica
cronica (84).

In una meta-analisi si analizza come telomeri pil corti siano significativamente associati al
rischio di cancro rispetto a telomeri piu lunghi. Associazioni piu importanti sono state
osservate per i tumori di vescica, polmone, apparato digerente e sistema urogenitale. (85)
Telomeri corti sono stati anche riscontrati piu frequentemente nei pazienti con mieloma
multiplo. (86)

Le disfunzioni del telomero sono state considerate come fattore prognostico negativo nella
leucemia linfatica cronica, il telomero corto infatti si associa ad alterazioni genomiche ad alto
rischio e peggior prognosi (87).

Uno studio di 215 pazienti, di cui 97 bambini con diagnosi di ALL e 117 bambini come
controllo, ha valutato un significativo accorciamento della lunghezza del telomero nei pazienti
con LAL rispetto al gruppo di controllo. Non si associano pero polimorfismi di hTERT al rischio
di LAL e non ci sono associazioni fra i polimorfismi di hTERT e la lunghezza del telomero o le
caratteristiche cliniche di LAL.

Laccorciamento dei telomeri fino ad una lunghezza critica determina la perdita della
protezione del telomero, portando instabilita cromosomica, che potrebbe risultare in una

tendenza alla leucemogenesi. (88)
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MISURA LUNGHEZZA TELOMERI

La misura della lunghezza dei telomeri & importante per identificare malattie correlate al suo
anomalo accorciamento o a predire 'esordio di alcune patologie eta correlate come per
esempio patologie cardiovascolari e neurodegenerative. (89, 90)

Laccorciamento dei telomeri & di fatto eta dipendente come mostrato in un campione di 100
pazienti di famiglie con mutazioni conosciute. (91)

Per i portatori non c’@ una eta soglia precisa, ma mentre sotto i 20 anni la lunghezza dei
telomeri & significativamente ridotta rispetto al controllo, sopra i 60 anni si sovrappone al
decile inferiore del controllo di sani. La misura della lunghezza del telomero ha un elevato
valore predittivo negativo.

Il grado di deviazione della lunghezza del telomero dalla mediana € inoltre predittivo e da
informazioni prognostiche circa 'eta approssimativa di esordio e il fenotipo probabile. Per
guesto la misura della lunghezza del telomero € critica per consulenza genetica e valutazione

dei sintomi, in pazienti con mutazioni patogenetiche. (91)

Sono stati studiati diversi metodi per valutare la biologia dei telomeri, ognuno con dei pro e

dei contro.

-Tecniche basate sulla Polymerase Chain Reaction (PCR)

La tecnica piu usata, fra quelle basate sulla PCR, € la quantitative PCR (Q-PCR) o real time PCR,
e relativamente semplice e non richiede una grande quantita di DNA.

Misura il segnale del telomero (T) rispetto al segnale di un gene in singola copia (S),
permettendo di calcolare un rapporto T/S. (92)

Questo rapporto e proporzionale alla media lunghezza del telomero, quindi utilizzabile per
determinare la lunghezza relativa.

Dando una valutazione relativa, i dati ottenuti non possono essere presentati in valori assoluti
in paia di kilobasi, a meno che siano a confronto con la lunghezza del telomero di una linea
cellulare studiate con un altro metodo.

Inoltre, ¢’ una certa variabilita fra campioni, quindi possono esserci grandi differenze fra
laboratori diversi, perché il gene controllo usato potrebbe non essere unico nel genoma e

questo influenzerebbe il rapporto T/S. (93)
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Non fornisce informazioni sui telomeri piu corti.
Non & utile quindi nello studio di cellule tumorali, dove il gene controllo potrebbe esser
duplicato o perso; ma si limita a campioni di cellule normali diploidi e cariotipicamente stabili.

(94)

-Frammenti di restrizione terminali (TRF)

| primi studi dei telomeri venivano fatti con sequenziamento del DNA. (95) Sapendo che la
sequenza TTAGGG e altamente conservata, 'analisi TRF e stata sviluppata usando dei campioni
TTAGGG-marcati ed ora e largamente diffusa per la misura dei telomeri. (96)

Non puo visualizzare i telomeri pit corti. Il DNA viene diviso in piccoli frammenti attraverso
una combinazione di enzimi di restrizioni, le sequenze telomeriche restano pero intatte
perché non contengono i siti di legame per questi enzimi. Dopo le ripetizioni telomeriche, sul
cromosoma, ¢’ una regione sub-telomerica, formata da ripetizioni telomeriche non
canoniche, degenerate. In base a dove gli enzimi restrittivi processano la regione
subtelomerica in ogni analisi TRF ci sara una certa quantita di sequenze non telomeriche. (89)
Dopo la frammentazione del DNA si performa 'elettroforesi su gel e i telomeri sono individuati
attraverso Southern blot. (97)

Sivaluta la lunghezza media dei telomeri attraverso la quantificazione del DNA marcato a
confronto con un DNA di cui € conosciuta la lunghezza dei frammenti.

Limite principale di questa tecnica sono la necessita di una grande quantita di DNA di partenza
e il tempo di studio abbastanza lungo.

Inoltre, i telomeri molto corti sono piuttosto difficili da individuare e quantificare.

L'analisi pu0 poi variare molto a seconda del pannello di enzimi di restrizione usati, anche se

guesto e stato migliorato dall’introduzione di kit in commercio. (89)

-Telomere dysfunctional Induced Foci analysis (TIF).

E utile per gli studi sui danni del DNA. Solitamente si attua su cellule in interfase in vitro o in
sezioni di tessuti e solitamente si usano 2 anticorpi, uno diretto verso le proteine Shelterin,
come TRF2 e l'altro verso le rotture sul DNA a doppio filamento.

E utile come biomarker per seguire i trials che studiano I'inibizione della telomerasi.

Non da informazioni sulla lunghezza dei telomeri, solo che alcuni telomeri possono apparire

come DNA danneggiato perché troppo corpi o privi di cappuccio protettivo.
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In combinazione con TRF e Q-FISH potrebbe dare informazioni circa la media lunghezza dei

telomeri quando sono sufficientemente corti da determinare 'inizio di una patologia. (89)

-Single Telomere Length Analysis (STELA)

Sviluppato per misurare i telomeri su singoli cromosomi, (98) utilizza una combinazione di
metodi basati sulla PCR e Southern blot, per misurare I'abbondanza dei telomeri piu corti. (89)
Ha rivelato 'abbondanza di eterogeneita allellica e i telomeri molto corti nelle cellule
senescenti. (12) Inoltre, ha dimostrato la disfunzione e fusione dei telomeri nella progressione
della leucemia linfocitica cronica. (99)

Misura accuratamente la lunghezza del telomero in uno specifico cromosoma, con una
guantita limitata di materiale iniziale.

Come limiti di questa tecnica non tutte le estremita dei cromosomi hanno sequenze uniche
per il primer e quindi lo studio si limita alle estremita che possono essere seguite.

Puo essere usato per contare il numero assoluto di telomeri pil corti, ma richiede una

guantificazione manuale delle centinaia di misure di telomeri rilevate. (89)

-Telomere Shortest Length Assay (TeSLA)

Richiede una piccola quantita di DNA iniziale e utilizza una tecnica di legatura e
frammentazione migliorata. Usa una sonda marcata con digossigenina e un software che
misura automaticamente la distribuzione dei telomeri di diverse lunghezze. (78)

Permette il monitoraggio dei piu sottili cambiamenti della lunghezza del telomero in un breve
periodo di tempo e dona informazione circa le dinamiche del telomero durante le varie fasi
cellulari. Come STELA & pero a basso rendimento e non misura i telomeri piu lunghi.

E comunque utile per determinare i cambiamenti nei telomeri pit corti in diversi intervalli di
tempo o durante esperimenti.

Misurare i telomeri piu corti puo avere utilita per lo studio dello sviluppo di malattie,

valutando le soglie patologiche. (89)

-Quantitative Fluorescence In Situ Hybridization
Ci sono diversi metodi Q-FISH, basati su principi simili ma con modificazioni a seconda
dell’'uso, € prevista l'ibridizzazione dei cromosomi con sonde fluorescenti di sequenze CCCTAA

ripetute 3 volte e la misurazione della quantita di fluorescenza emessa. (100)

33



Q-FISH metafase misura la lunghezza del telomero all’estremita di ogni cromosoma con una
piU alta precisione, permette di evidenziare singolarmente tutti i 92 telomeri ed evidenzi i
telomeri eccessivamente corti attraverso il fenomeno della mancanza di fluorescenza. (89)

[l limite maggiore & che richiede cellule proliferanti, non analizza i telomeri di cellule senza
mitosi attiva. (101)

Ci sono poi delle modifiche, come Q-FISH interfase, che riesce a evidenziare telomeri di vari
tipi cellulari, essendo meno complessa € usata negli studi su larga scala.

La modificazione dell’interfase Q-FISH, chiamata high-throughput Q-FISH (HT Q-FISH), usa
procedure automatiche per studi a larga scala su linfociti. (102)

Un altro adattamento ¢ la flow-FISH, certificato per uso diagnostico, che valuta la fluorescenza
dei telomeri nelle cellule in interfase attraverso la citometria a flusso. Viene usata una sonda
pantelomerica e successivamente le cellule passano singolarmente nel citometro. Si calcola
una media delle lunghezze telomeriche in base alla quantita di fluorescenza emessa.

[l vantaggio & che permette da un singolo campione di sangue di studiare le varie
sottopopolazione cellulari, per questo & molto utile per lo studio della media delle lunghezze
telomeriche nelle cellule del sangue.

Dati i limiti dell’ibridazione, i metodi Q-FISH non captano i segnali di fluorescenza dei telomeri
che hanno un numero di sequenze telomeriche inferiore alla soglia per la sonda PNA. (93)

La sonda potrebbe poi legarsi a delle sequenze telomeriche interstiziali, ovvero localizzate al di
fuori dell’estremita del cromosoma, generando dei falsi positivi.

Anche qui avremo come risultati una media della lunghezza piuttosto che informazioni sul

singolo telomero.

In base ai dati disponibili in letteratura e per tutte le ragioni sopraelencate, la flow-FISH ¢ |a
tecnica di scelta, per lo studio dei telomeri di pazienti con sospetta telomeropatia.
Ad esempio, la lunghezza del telomero inferiore al primo percentile per linfociti totali ha una

sensibilita e specificita superiori al 90% per fare diagnosi di discheratosi congenita. (36)
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Figura 6 (da Montpetit, 2014): Rappresentazione schematica delle regioni cromosomiche
misurate nei diversi metodi di misurazione della lunghezza dei telomeri (d). | telomeri, in nero,
nelle diverse cellule possono avere lunghezza variabile da molto corta (a), intermedia (b) o
lunga (c). Le regioni adiacenti, in grigio, includono telomere associated repeats, degenerate
(TTAGGG) repeats, e subtelomeric repeats e anch’esse possono avere una lunghezza variabile
(a-c). L'uso dei frammenti di restrizione terminali (TRF) implica la misurazione delle regioni
telomeriche e di quelle adiacenti, cosi come anche la STELA, con meno variabilita rispetto alla
metodica precedente perché utilizza un primer con sequenza nota. Le metodiche basate sulla
FISH misurano solo le regioni telomeriche, con una piccola variabilita (linea tratteggiata), la
qgPCR é invece pitu precisa nel misurare esclusivamente le regioni telomeriche, ma non i

telomeri pit lunghi.
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VALUTAZIONE DELLA LUNGHEZZA DEL TELOMERO NEI LEUCOCITI DI
INDIVIDUI SANI

Nel sistema ematopoietico, le cellule piu primitive, le cellule staminali emopoietiche (CSE),
sono quelle con i telomeri piu lunghi. (41, 103)

Gli studi sul ruolo dei telomeri e della telomerasi nella CSE normale di individui sani sono
complicati per il fatto che queste cellule tipicamente risiedono nel midollo osseo. Al contrario
di quanto accade per le varie cellule derivate dalle CSE che sono facilmente accessibili. (33) La
lunghezza media dei telomeri nei granulociti puod essere usata come surrogato di quella nelle
CSE. (104)

Uno studio del 2012 ha valutato con flow FISH la lunghezza mediana del telomero di 5 diverse
sottopopolazioni leucocitarie in 800 individui sani, dai 0 ai 100 anni, comparandola con 60
soggetti con mutazioni nei geni TERT e TERC. Si & visto come la lunghezza dei telomeri nei sani
vari molto in base all’eta e la rapidita dell’accorciamento dei telomeri varia in base all’'eta e al
sottotipo cellulare.

Come atteso, la lunghezza dei telomeri dei soggetti con mutazioni in hTERC o hTERT era molto
ridotta in tutti i tipi cellulari. La maggior differenza rispetto ai sani della stessa eta e stata
riscontrata nei T naive per i pazienti TERC mutati e nei NK/T differenziati per quelli TERT
mutati. Per valutare il tasso di accorciamento nelle varie fasce di eta e stata valutata la
lunghezza dei telomeri nei granulociti e nelle sottopopolazioni linfocitarie. E risultato un
declino della lunghezza maggiore per i linfociti rispetto ai granulociti. | linfociti T memoriae T

maturi/NK mostrano una riduzione piu importante con l'eta, in particolare nell’infanzia.
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Figura 7 (da Aubert, 2012): Declino della lunghezza del telomero con I'eta in 835 individui sani
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Figura 8 (da Aubert, 2012): Declino della lunghezza del telomero per eta nelle diverse
sottopopolazioni leucocitarie

| telomeri piu corti sono stati misurati fra i linfociti T e NK, essendo le sottopopolazioni piu
colpite dai deficit della telomerasi. Inoltre, i familiari di pazienti con mutazioni TERT o TERC,
pur non avendo alterazioni dei geni della telomerasi, mostrano una lunghezza mediana
inferiore in tutti i leucociti rispetto alla popolazione di controll_.

| risultati hanno dimostrato come livelli normali di telomerasi siano essenziali per il
mantenimento di una normale omeostasi del telomero delle CSE e dei linfociti. (33)

Lo studio sembra ipotizzare che una delle prime conseguenze dell’accorciamento dei telomeri
sarebbe la perdita dell'immunita NK, proprio in questa popolazione si osserva il maggior

accorciamento dei telomeri. (33)
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ALGORITMO DIAGNOSTICO TELOMEROPATIE

Nei pazienti con citopenia in sospetta insufficienza midollare, presso il nostro centro viene
seguito I'algoritmo proposto da Townsley e collaboratori nel 2014. E bene sospettare una
telomeropatia in tutti i pazienti con anemia aplastica o sindrome mielodisplasica ipoplastica,
ed e importante valutarne la presenza quando le decisioni terapeutiche potrebbero esserne

influenzate. (35)
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Figura 9 (da Townsley, 2014): algoritmo diagnostico nelle telomeropatie
Una volta esclusa I'anemia di Fanconi si procede a misurare la lunghezza del telomero e in
base a questa si valutano i pazienti da sottoporre a screening delle mutazioni di geni coinvolti

nel mantenimento del telomero (Figura 1).
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OBIETTIVI E RAZIONALE DELLO STUDIO

L' obiettivo principale del nostro studio & stato quello di valutare, in collaborazione con il
laboratorio di Ematologia dell’Universita di Aquisgrana, la lunghezza del telomero nei linfociti
e nei granulociti di una popolazione di pazienti affetti da segni clinici di discheratosi congenita
(con relativi familiari) ed in pazienti con citopenia persistente in fase di inquadramento,
afferenti presso il nostro Centro. Si & voluto inoltre valutare la sensibilita e la specificita del
test e la correlazione fra lunghezza del telomero, il fenotipo clinico e le caratteristiche
ematologiche ed infine si & analizzata la correlazione tra lunghezza del telomero e geni

causativi di malattia del telomero.
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MATERIALI E METODI

| pazienti seguiti presso I'Unita di Ematologia a partire da aprile 2015 fino a marzo 2020 sono

stati inclusi nello studio se rispondenti ai seguenti criteri:

1. soggetti affetti da citopenia persistente di almeno una linea (emoglobina < 2
deviazioni standard per eta, neutrofili <1500/mmc se eta superiore ad un anno,
<1000/mmc se eta inferiore ad un anno, piastrine <150.000/mmc, linfociti <1000/uL
negli adulti o < 2000/uL nei bambini < 2 anni). Tale esame veniva inserito nell’iter
diagnostico di inquadramento iniziale della citopenia, indipendentemente dalla sua

origine (centrale o periferica);

oppure
2. familiari di soggetti affetti da malattia del telomero e potenziali donatori di cellule

staminali emopoietiche;

oppure

3. pazienti con anomalie fenotipiche suggestive di DC, anche in assenza di citopenia.

In tutti i casi € stato acquisito un consenso informato all’esecuzione dell’esame.

Per ciascun paziente abbiamo valutato le seguenti caratteristiche: eta, sesso, presenza di
anomalie fenotipiche, presenza e grado di citopenia, cellularita midollare, cariotipo midollare,
assetto immunologico, diagnosi ed eventuale mutazione trovata, trattamento e outcome.

In particolare, per le anomalie fenotipiche & stato utilizzato uno score di severita mutuato dal
lavoro di Svahn et al del 2016 (105). Ad una malformazione o un’anomalia somatica solo di
natura estetica senza alcun impatto sulla funzione d’organo o non necessitante nessun
intervento correttivo, veniva attribuito 1 punto e classificata come “lieve”. Ad una
malformazione/anomalia somatica con impatto sulla funzione d’organo, ma non necessitante
terapia correttiva o chirurgia venivano attribuiti 3 punti e veniva classificata come “moderata”.
Infine, ad una malformazione/anomalia somatica con impatto sulla funzione d’organo,
necessitante terapia medica o chirurgica, venivano assegnati 5 punti e veniva definita come
“severa”. Dalla somma dei punteggi attribuiti per ogni paziente a ciascuna

malformazione/anomalia fenotipica si € ricavato uno score fenotipico individuale, che ci ha
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permesso di dividere i pazienti studiati in 3 gruppi: fenotipo “lieve” (<6 punti), “moderato”(7-

15 punti), “severo”(=16 punti).

Il grado di citopenia, modificato dal lavoro di Svahn et al (105) € stato definito in base ai
seguenti criteri:

1. Citopenia lieve se presente almeno uno dei seguenti criteri: emoglobina >10 g/dl, ma al

di sotto del limite inferiore per eta, neutrofili compresi fra 1000 e 1500/mmc, piastrine

comprese fra 150.000 e 50.000/mmec.

2. Citopenia moderata se presente almeno uno dei seguenti criteri: emoglobina compresa
fra 8 e 10 g/dl, neutrofili compresi fra 500 e 1000/mmc, piastrine comprese fra 20.000
e 50.000/mmc

3. Citopenia grave se presente almeno uno dei seguenti criteri: emoglobina inferiore a 8

g/dl, neutrofili inferiori a 500/mmc, piastrine inferiori a 20.000/mmc,

Il pit basso valore delle tre linee eventualmente coinvolte definiva il grado di citopenia (ad
esempio in un paziente con emoglobina 9 g/dl, neutrofili 700/mmc e piastrine 10.000/mmc la

citopenia veniva considerata severa).

La cellularita midollare & stata valutata sulla biopsia osteomidollare da un esperto
anatomopatologo. Si e definita, in accordo con la letteratura, indicativa di insufficienza

midollare una cellularita inferiore al 30%.

Il cariotipo midollare € stato valutato con tecniche di bandeggio e in casi selezionati e stata
anche eseguita l'analisi mediante lbridazione in situ fluorescente (FISH), allo scopo di
identificare i riarrangiamenti submicroscopici, non visibili con le normali tecniche di

citogenetica (inferiori a circa 4 Mb).

Lo screening della FA e stato eseguito mediante DEB test.

La citopenia veniva definita immunologica se erano presenti segni o markers di autoimmunita
(anticorpi anti-neutrofilo su periferico e/o midollo, anticorpi anti-piastrine, test di Coombs
diretto/indiretto positivo, presenza di inibizione da parte del siero di colture omogruppo o

presenza di auto anticorpi) con cellularita ematopoietica superiore al 30%.
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Per quanto riguarda l'assetto immunologico nei soli pazienti citopenici abbiamo valutato le
immunoglobuline IgA, 1gG e IgM e le sottopopolazioni linfocitarie, valutando in particolare la
deplezione di linfociti assoluti, CD3+; CD3+CD4+; CD3+CD8+; linfociti B e linfociti NK,

rapportata per eta.

La valutazione genetica € stata in primo luogo eseguita in Sanger tramite sequenziamento dei
seguenti geni: ELA 2, HAX1, G6PC3, WAS, TERC, TERT, TINF2, DKC1, cMPL, WRAP53, NHP2,
NOP10, Cl6orf57, FAS, TCAB1, JAGN1. Per i pazienti negativi al Sanger e stata utilizzata la
metodica Next Generation Sequencing (NGS).

Nel pannello NGS sono stati analizzati geni correlati alle seguenti specifiche patologie:

*DC: 9 geni

*DBA: 10 geni

*CAMT: 1 gene

*SDS: 1 gene

eNeutropenia congenita: 19 geni

*ALPS: 9 geni

*ALPS like/immunodisregolazione/CVID: 44 geni

e|stiocitosi familiari: 13 geni

eImmunodeficienze/ Cromosome breakage disorders: 50 geni

Il dettaglio dei singoli geni studiati € riportato nella Tabella 4 sottostante:
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Tab. 4: geni inclusi nel pannello NGS presso il nostro Centro

AID CD40LG FOXN1 KRAS 0X40 RPS10 TAP2
AIRE cbgl FOXP3 LAMTOR2 PGM3 RPS17 TAPBP
AK2 CD8A G6PC LCK PIK3CD RPS19 TAZ
APB3B1 CECR1 GATA2 LIG4 PIK3R1 RPS24 TBX1
ATM CORO1A GFI1 LRBA PLCG2 RPS26 TERT
BCL10 CSF3R HAX1 LYST PNP RPS7 TINF2
BLM CTC1 HOIP MAGT1 PRF1 RTEL TNFRSF13C
BLOC1S6 CTLA4 ICOS MAIT1 PRKCD RUNX1 TPP2
BTK CTPS1 IKBKB MAP3K14 PTPRC SBDS TWEAK
C160RF57 CXCR4 IL10 MPL RAB27A SH2D1A TYK2
CARD11 CYBA IL10RA NBN RAC2 SLC37A4 UNC119
CASP10 CYBB IL10RB NCF1 RAG1 SLC7A7 UNC13D
CASP8 DCLREI1C IL21 NCF2 RAG2 SMARCAL1 UNG
CD19 DKC1 IL21R NCF4 RBCK1 STAT1 VPS13B
CD20 DOCK2 ILZRA NEMO RFX5 STAT3 VPS45
CD21 DOCK8 IL2RG NFKB2 RFXANK STATSB WAS
CD27 ELA2 IL7R NHEJ1 RFXAP STIM1 WIPF1
CD3D EXTL3 ITCH NOLA2 RPL11 STK4 WRAPS53
CD3E FADD ITK NOLA3 RPL26 STX11 XIAP
CD3G FAS JAGN1 NRAS RPL35A TACI ZAP70
CD40 FASLG JAK3 ORAI1 RPLS5 TAP1

Next Generation Sequencing

Il test viene effettuato mediante un arricchimento degli esoni, fiancheggianti le regioni
introniche e non tradotti (5' e 3') dei geni di cui sopra utilizzando la tecnologia PCR
microdroplet seguita da sequenziamento NGS. La libreria personalizzata contenente tutti i
primer € stata ottenuta da RainDance Technologies (Lexington, Massachusetts). || DNA
genomico e stato frammentato in segmenti di 2-5 kb, e poi sono stati generati i microdroplets,
contenenti il DNA frammentato e i reagenti per la PCR, mediante il RDT1000 (Raindance
Technologies). Dopo I'amplificazione mediante PCR, i prodotti sono stati purificati e sottoposti
alla preparazione della libreria NGS. Poi, i campioni sono stati sequenziati su sequencer
[llumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, California) seguendo i protocolli del produttore. La
sequenza di lettura ad alta qualita & stata mappata in riferimento alla sequenza del genoma
umano (NCBI build 37) cosi come verso sequenze dei geni inclusi nel pannello utilizzando
NextGENe software v2.15 (Softgenetics, LLC, State College, Pennsylvania) per la sequenza
delle varianti. Tutte le varianti patogenetiche e nuove, cosi come le varianti di significato
sconosciuto, cosa determinata per via bioinformatica, sono state confermate da

sequenziamento Sanger.
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Misurazione della lunghezza del telomero

La valutazione della lunghezza media dei telomeri nei granulociti e nei linfociti & stata eseguita
presso il laboratorio di Ematologia di Aquisgrana, in Germania, tramite la metodica flow FISH
modificata descritta brevemente di seguito e riportata in letteratura dal gruppo tedesco (70,
80).

Partendo da campioni di sangue periferico, il primo passaggio € la lisi osmotica dei globuli
rossi usando il cloruro di ammonio, in modo da ottenere solo leucociti. Le cellule sono quindi
lavate con PBS contenente 0.1% BSA (Calbiochem Corp.). Dopo aver separato le cellule diploidi
in base alla colorazione con propidio di iodio (PI) (R1 in figura 9A), i linfociti (R2 in figura 9B) e
granulociti (R3 in figura 9B) sono stati separati in base alle dimensioni e alla presenza di
granuli. Uanalisi & stata eseguita con e senza marcatura dei telomeri con un probe specifico
(PNA, Peptide Nucleic Acid) marcato con fluoresceina isotiocianato (FITC) (picchi grigio scuro e
chiaro rispettivamente in figura 9C per i linfociti e 9D per i granulociti) per permettere la
sottrazione dell’autofluorescenza delle cellule nella stessa finestra di dispersione della luce
(Figura 9B) dalla fluorescenza dei telomeri (barre orizzontali nella figura 9C-D).La fluorescenza
media del telomero e stata dunque calcolata sottraendo alla fluorescenza media del
background quella ottenuta usando il probe specifico per il DNA telomerico ed espressa in
MESF (molecules of equivalent soluble fluorochrome) units. La lunghezza dei telomeri in bp
estata poi ottenuta utilizzando la seguente equazione: bp = MESF units X 0.02604 X 0.019 X
103

R1 only

alaasnd

1 |

Side Scatter

Forward Scatter
C R1 x R2 D R1x R3

8.1kKMESF

Fluorescence Intensity FL1
Figura 10 (da Brimmendorf TH, 2001): analisi in flow FISH della lunghezza del telomero nei

granulociti e nei linfociti (vedi testo per i dettagli)
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Lanalisi & stata eseguita 3 volte per ogni campione e la lunghezza dei telomeri nelle due
sottopopolazioni studiate (linfociti e granulociti) € stata espressa come lunghezza media e
messa in relazione alla lunghezza normale per eta ricavata da curve di normalita create nello

stesso laboratorio analizzando campioni di individui sani.

| pazienti, per I‘analisi, sono stati suddivisi in 3 gruppi in base alla lunghezza del telomero dove
possibile le comparazioni veniva fatte sui tre gruppi, ma spesso il gruppo 2 essendo costituito
da soli 3 pazienti veniva analizzato insieme al gruppo 3 in comparazione con il gruppo 1:

1. Gruppo 1: nessuna anomalia di lunghezza del telomero in nessuna delle due popolazioni
cellulari

2.Gruppo 2: lunghezza del telomero fra il primo e il quinto percentile in almeno una delle
popolazioni cellulari studiate.

3.Gruppo 3: lunghezza del telomero inferiore al primo percentile in almeno una delle

popolazioni cellulati studiate

Per cid che concerne l'analisi, ove possibile, le comparazioni veniva fatte sui tre gruppi, ma
spesso il gruppo 2 essendo costituito da soli 3 pazienti & stato analizzato insieme al gruppo 3
rendendo possibile il confronto di fatto tra pazienti con il telomero inferiore al 5° percentile e
telomero normale.

Rispetto alla letteratura, abbiamo abbassato il cut off del gruppo “intermedio” dal decimo al
quinto percentile per testare l'ipotesi di una maggior di sensibilita e specificita per la diagnosi

di DC rispetto a quanto riportato.

La statistica descrittiva € stata riportata come frequenze assolute o percentuali per i dati
qualitativi, e in mediana e range per dati quantitativi. Poiché nel nostro caso almeno una delle
frequenze attese era minore di 5, per la comparazione nella distribuzione delle frequenze
abbiamo utilizzato il test esatto di Fisher. E stato considerato statisticamente significativo un p
value <0.05. E stato utilizzato per I'analisi statistica dei dati il software STATA (release 7.0,

StataCorp 2001, College Station, TX).
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Allo scopo di verificare se la combinazione di 2 delle variabili esaminate potesse essere utile a

dare un’indicazione chiara allo studio della lunghezza del telomero abbiamo utilizzato un test

di concordanza (indice “Kappa” di Cohen), metodo statistico che fornisce indicazioni circa una

reale associazione non dovuta al caso. Il grado di concordanza viene definito in base alla

seguente tabella.

Tab. 5: grado di concordanza fra due variabili

KAPPA

<0,01

0,01-0,2

0,21-0,40

0,41-0,60

0.61-0,80

0,81-1,00

CONCORDANZA

Nulla

Scarsa

Modesta

Moderata

Buona

Eccellente
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RISULTATI

CARATTERISTICHE GENERALI

Nel periodo di tempo compreso fra Aprile 2015 e febbraio 2020 abbiamo valutato presso
I"Unita di Ematologia dell’lstituto Giannina Gaslini, in collaborazione con il laboratorio di
Ematologia dell’Universita di Acquisgrana, la lunghezza dei telomeri nei granulociti e nei
linfociti in 55 pazienti che rispettavano i criteri di inclusione sopra illustrati.

47/55 (85%) soggetti presentavano citopenia in base ai criteri definiti nella sezione metodi, 7
pazienti erano familiari tra cui alcuni potenziali donatori di cellule staminali emopoietiche (di
cui 2 citopenici), mentre in 3 casi l'analisi e stata eseguita per escludere una discheratosi

congenita/anemia di Fanconi in pazienti con stimmate malformative in assenza di citopenia.

Dei 55 pazienti analizzati, 25 (24%) erano femmine. LUeta mediana al momento della nostra
valutazione e risultata essere di 11 anni (range 1-51 anni).

In base alla valutazione della lunghezza del telomero | ‘intera coorte € stata divisa in 3 gruppi:

1.Gruppo 1: soggetti con nessuna anomalia di lunghezza del telomero (sia su linfociti che su
granulociti) che era costituito da 37/55 (67%) pazienti

2.Gruppo 2: soggetti la cui lunghezza del telomero era fra il primo e il quinto percentile in
almeno una delle popolazioni cellulari studiate: 3/55 (6%) pazienti: (due sui linfociti ed uno
solo sui granulociti).

3.Gruppo 3: soggetti in cui la lunghezza del telomero era inferiore al primo percentile in
almeno una delle popolazioni cellulari studiate: 15/55 (27%) pazienti. In 9/15 soggetti i
telomeri erano contemporaneamente corti su entrambe le popolazioni, 2/15 mostravano
accorciamento del telomero solo nei linfociti ed in 3/15 I'accorciamento era evidente solo nei

granulociti (1 con N fra1° e 5°).
La distribuzione dei maschi/femmine era comparabile tra le tre popolazioni (p=ns)

Per ogni paziente abbiamo valutato la presenza e il grado delle anomalie fenotipiche e della
citopenia. Per i pazienti per i quali € stata eseguita una valutazione midollare, abbiamo inoltre
riportato la cellularita e il cariotipo midollare.

La tabella 6 riassume le caratteristiche fenotipiche ed ematologiche dei pazienti studiati.
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Tab. 6: Caratteristiche fenotipiche ed ematologiche dei pazienti studiati. (DC=fenotipo

suggestivo di discheratosi congenita).

midollare (totale 4)

N° pazienti totali Gruppo 1 Gruppo 2 Gruppo 3
Fenotipo Normale 25 0 10
Fenotipo Lieve 6 3 (3DC) 4 (3DC)
° Fenotipo Moderato 3 0 1(1DC)
S Fenotipo Grave 3(1DCQ) 0 0
o
L Totale 37 3 15
Assenza di citopenia 5 0 3
Citopenia lieve 7 1 1
© Citopenia moderata 3 1 3
. Citopenia grave 22 1 8
g
O Totale 37 3 15
© Cellularita Bio ossea >30% 18 3 6
N
3 @
é = | Cellularita bio ossea <30% 10 0 5
23
£ E
Totale 28 3 11
Anomalie cariotipo 2 0 2
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ANOMALIE FENOTIPICHE

| pazienti con anomalie fenotipiche in generale erano 20/55 (36%) nell’intero gruppo studiato.
Tali anomalie erano manifeste in 12/37(32%) pazienti con normale lunghezza del telomero,
(gruppo 1), in 3/3 (100%) pazienti del gruppo 2 ed in 5/15 (33%) pazienti del gruppo 3. (p=ns).
Il confronto non risultava significativo né confrontando i tre gruppi separatamente, né se il

gruppo 2 veniva associato al gr 3 ed insieme confrontati al gruppo 1

Da sottolineare che i pazienti con una o piu anomalia fenotipica suggestiva di discheratosi
congenita erano in totale 8, di cui 4 pts/15 (27%) appartenenti al gruppo 3, 3pts/3(100%) al
gruppo 2, mentre riguardavano un solo pz/37 (3%) nel gruppo 1 (p= 0.01). La significativita era
confermata sia che il confronto fosse sui tre gruppi separatamente, che se il confronto fosse

effettuato sul gruppo 2 + 3 rispetto al gruppo 1 (p=0.04).

Per cio che concerne la tipologia del fenotipo, risultava grave (>15) in 3/20 (15%) pazienti tutti
appartenenti a gruppo 1, con telomeri normali. | restanti soggetti del gruppo 1 avevano
alterazioni lievi (6/37; 16 %) e moderate (3/37; 5%).

Nel gruppo 2 fenotipo nessun paziente aveva fenotipo grave ed era lieve in tutti i restanti
soggetti (3/3;100%).

Nei pazienti del gruppo 3, ovvero coloro con telomeri inferiori al 1° percentile, nessuno

presentava fenotipo grave, mentre era lieve in 4/15 (27%) casi e moderato solo in 1/15 (7%).

La gravita del fenotipo di fatto non correlava con la “cortezza” del telomero sia comparando

singolarmente i tre gruppi sia associando i gruppi 2+3 comparati al gruppo 1. (P=ns)

Considerando le mediane degli scores fenotipici fra i vari gruppi (gruppo 1: 7,5 (2-25), gruppo
2: 5 (3-6) e gruppo 3: 6 (1-6)), veniva nuovamente sottolineata la mancanza di correlazione

statistica (p=ns)

Calcolando anche la percentuale di soggetti senza anomalie fenotipiche (score 0) non

emergeva alcuna differenza tra i 25/37 (67%) del gruppo 1 ed i 10/18(55%) del gruppo 2+3

(p=ns)
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QUADRO EMATOLOGICO

Riguardo le caratteristiche ematologiche dei pazienti studiati, abbiamo rilevato che nel gruppo
per intero, 47/55 (85%) pazienti studiati presentavano citopenia, di cui 32/37 (86%), nel
gruppo 1, 3/3 (100%) e 12/15 (80%) rispettivamente nei gruppi 2 e 3. La distribuzione non era

significativa se comparata nei tre gruppi. (p=ns)

Tra gli 8 pazienti non citopenici, 5 avevano telomeri normali, 3 presentavano telomero
inferiore al primo percentile. Di questi ultimi 3 pazienti, 2 (fratello e sorella di paziente del
gruppo 3 deceduto con DC) presentavano mutazione TERT, mentre la terza, sorella di un
paziente portatore di una mutazione di TERC (quest’ultimo appartenente al gruppo 3),
studiata in quanto potenziale donatrice di cellule staminali emopoietiche del fratello affetto- e
non portatrice della mutazione del familiare- presentava una lunghezza del telomero valutata

sui linfociti inferiore al primo percentile

Nel gruppo in toto, la citopenia era definibile come grave 31/47 (66%), moderata 7/47 (15%) e
lieve in 9/47 (19%).

| pazienti con citopenia grave erano cosi distribuiti nei vari gruppi: 22/32 (69%) nel gruppo 1,
1/3 nel gruppo 2 (33%) e 8/15 nel gruppo 3 (53%). (p=ns). Il confronto non era significativo né
per confronto tra i tre gruppi, né analizzando i gruppi 2+ 3 e confrontandoli al gruppo 1.

Non significativo risultava altresi il confronto sulla citopenia lieve e sulla lieve moderata nei tre

gruppi (p=ns)

Citopenia “Centrale”

Approfondendo il tipo della citopenia, emergeva che in circa un terzo della popolazione
studiata il difetto era centrale ovvero causato da difetto di maturazione e crescita dei
progenitori ematopoietici (definito come cellularita ematopoietica < al 30%) alla biopsia ossea,
peraltro effettuata in 42/47 pazienti (82%) della nostra coorte.

esame del midollo e stato eseguito in 45/55 pazienti (82%), anche in due pazienti non
citopenici (donatore e paziente seguito per sospetta anemia di Fanconi), mentre la biopsia
ossea era disponibile in 42/47 (89%) pazienti

| pazienti con cellularita emopoietica <30% (definiti affetti da insufficienza midollare=IM) alla

biopsia ossea, erano 15/42 (36%), cosi distribuiti: 10/15 (67%) pazienti appartenenti al gruppo
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1, 5/15 (33%) nel gruppo 3, mentre nel gruppo 2 non vi erano pazienti con insufficienza

midollare (p=ns) Tab 6.

Viceversa i pazienti con una cellularita ematopoietica > 30% alla biopsia ossea erano 27/42
(64%) cosi distribuiti: 18/27 (67%) pazienti nel gruppo 1, 3/27 (11%) soggetti nel gruppo 2 e
6/27 (22%) nel gruppo 3 (p=ns).

La trasformazione a mielodisplasia e occorsa in 4/47 pazienti, 2/32 (6%) appartenenti al

gruppo 1 e 2/12 (17%) al gruppo 3 (p=ns).

Tra le anomalie cariotipiche (cariotipo disponibile per 38/47 valutazioni midollari) in 3 soggetti
& stata evidenziata monosomia del cromosoma 7 (1 nel gruppo 1 e 2 nel gruppo 3) tutti
trasformati in mielodisplasia (MDS) e in un soggetto identificato con Anemia di Fanconi con

un‘anomalia complessa (46 XX, der(15)t(1;15)(g21;p12)[4]/46XX, [16]) ed apparteneva al

gruppo 1.

Citopenia “Periferica”

Da segnalare che tra i 47 soggetti con citopenia, 17 (36%) avevano una citopenia periferica
ovvero associata ad una cellularita ematopoietica superiore al 30%, ma con stimmate
immunologiche. Il fenomeno era cosi distribuito: 11/37 (30%) nel gruppo 1, 3/3 (100%) nel
gruppo 2 e 3 /15 (20%) nel gruppo 3 (p=ns).

Rispetto alla correlazione con la genetica, parte che verra approfondita nei successivi
paragrafi ed in dettaglio nella tabella 7 € emersa una maggiore percentuale, seppur non
statisticamente significativa, di soggetti affetti da citopenia immunologica e varianti
patogeniche in geni di immunodeficienza ed immunodisregolazione (5/11; 45%) nel gruppo 1
mentre nei gruppi 2 e 3 nessuno dei pazienti affetti da citopenia immunologica era correlato a

mutazioni di geni delle immunodeficienza/immunodisregolazione ( p=ns).
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CONCORDANZA TRA | GRUPPI 2 e 3, SENSIBILITA E SPECIFICITA
DELLA LUNGHEZZA DEI TELOMERI

Per riassumere brevemente quanto emerso fino a questo punto, i pazienti con lunghezza del
telomero inferiore al quinto percentile avevano maggiore frequenza di fenotipo anomalo,
fenotipo DC e citopenia rispetto ai pazienti con lunghezza del telomero normale. Tali
differenze, pero, non risultavano essere significative fra i due gruppi eccetto che per il fenotipo
discheratosi.

Se le succitate variabili (anomalie fenotipiche, fenotipo DC, citopenia e presenza di
insufficienza midollare) venivano appaiate e confrontate tra i gruppi 2 e 3 per valutare se i
soggetti del gruppo 2  potessero di fatto essere assimilati al gruppo 3 emergeva che
I'associazione di anomalie fenotipiche + insufficienza midollare era presente in soli 2/15
pz (di cui 0/3 del gruppo 2 e 2 del gruppo 3), ed aveva una concordanza moderata. (kappa di
Cohen=0.491)

Viceversa I'associazione di citopenia pit anomalie fenotipiche era presente in 7 pazienti (3/3
nel gr 2 e 4/12 nel gruppo 3) con un valore di kappa di Cohen pari a 0.675 e quindi una
concordanza definita buona.

Anche per cio che concerneva la combinazione citopenia con fenotipo DC era presente in 6
pazienti (3 nel gruppo 2 e 3 nel gruppo 3) ed il valore della kappa di Cohen 0.658 mostrava
buona concordanza.

Queste ultime due combinazioni se confermate su piu larga scala potrebbero rappresentare

una indicazione chiara allo studio della lunghezza del telomero.

In accordo con i dati della letteratura, tutti i pazienti con mutazioni DC hanno lunghezza dei
telomeri inferiore al primo percentile sia nei granulociti che nei linfociti. Nella nostra casistica,
pur se con un numero di pazienti limitato, la lunghezza del telomero nei linfociti, sotto il
primo percentile ha dimostrato sensibilita del 100% e specificita del 82% e si conferma un
test affidabile per la diagnosi di telomeropatia. Il valore predittivo positivo era del 43% ed il

valore predittivo negativo del 100%.
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ASSETTO IMMUNITARIO

Approfondendo | ‘analisi immunologica, nei pazienti citopenici abbiamo valutato i valori di

immunoglobuline sieriche e delle sottopopolazioni linfocitarie nelle tre coorti.

Sottopopolazioni linfocitarie

In totale i dati erano disponibili in 46/47 pazienti. 37/46 pazienti avevano alterazioni dei
globuli bianchi e tra questi 15/37 (40%) erano francamente linfocitopenici ed i restanti 22/37
(60%) avevano valori di linfociti sopra alla soglia per eta.

La distribuzione dei soggetti linfocitopenici non era diversa nei tre gruppi (p=ns)

In ordine di frequenza, nell’ intera coorte, la deplezione dei linfociti B, CD19+ era la piu
frequente (27/47; 57%) indipendentemente dalla conta linfocitaria, a seguire risultavano sotto
la soglia per eta le cellule NK, CD3+CD26+CD56+ (20/47; 42%), le cellule CD3+CD8 + (13/47;
28%) ed infine le cellule CD3+ CD4+ (11/47;23%)

La deplezione di almeno una delle sottopopolazioni era piu frequente nel gruppo con
telomero inferiore al 5° (13/15; 87%), rispetto al gruppo con telomero normale (22/31; 71%)

ma non statisticamente significativa. (p=ns)

Assetto immunoglobulinico

Il dosaggio immunoglobuline era disponibile in 38/47 (81%) dei soggetti citopenici. In una
piccola porzione 4/38 (10%) vi era una riduzione in tutte le classi di immunoglobuline ed in
tutti associato a deplezione dei valori di linfociti B.

La deplezione di almeno una delle classi di immunoglobuline era presente in 10/23 (43%) nel
gruppo 1, 1/3 (33%) nel gruppo 2 e tendenzialmente piu elevata nel gruppo 3 ovvero in 8/12

(66%) ma non statisticamente significativa (p=ns).
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VARIANTI GENETICHE

L' analisi genetica dei pazienti attraverso PCR con tecnica Sanger o NGS allargato ¢ stata
effettuata su 49/55 pazienti (89%) ed ha dato i seguenti risultati: nel gruppo 1 sono stati
studiati 32 soggetti, di cui 17 (53%) sono risultati negativi, mentre i restanti 15 soggetti
hanno mostrato le seguenti varianti TACI(2) , TERT (3), LIG4 (2), BLNK +TCF3 (1), sindrome di
Ohdo (1), RAG 2(1), SAMD9 (1), GATA2 (1), CASP10 (1), CASP10+PI3KCD(1) e CARD11(1).

Nel gruppo 2, nessuno dei tre pazienti era portatore di varianti patogeniche.

Nel gruppo 3, lo studio genetico e stato eseguito in 14 soggetti: 4/14 (28%) soggetti sono
risultati negativi per varianti patogeniche, dei restanti 10 (72%) pazienti, 8 avevano mutazioni
su geni DC (4TERT, 2 TINF2, 1TERC e 1DKC mutato), mentre i restanti due soggetti erano
portatori di mutazioni di LIG 4 e CTLA 4. La probabilita di avere mutazioni di geni DC era piu
alta naturalmente nei gruppi (2+3) con telomero inferiore al 5° percentile, rispetto al gruppo

di pazienti con telomero normale (gruppo 1). (b= 0.0009)

54



Tab. 7: Varianti genetiche identificate nei pazienti e/o familiari

1 Sospetta A. di Fanconi ND .

2 Citopenia* NEG _

3 Sospetta A. di Fanconi ND o

4 Aplasia Midollare/Malattia | NEG o

mitocondriale
5 Citopenia* NEG o
6 Citopenia* CASP10 p.Val410lle Polimorfismo
predisponenete

PIK3CD p.His273Tyr Probabile Benigna

7 Aplasia Midollare NEG o

8 Familiare (pz43) LIG4 p.Arg278His Propabile Patogenica

9 Aplasia Midollare Sindrome di Ohdo o

10 Aplasia Midollare ND o

11 Citopenia* ND o

12 Citopenia* TACI p.Arg202His Probabile benigna

13 Sospetta A. di Fanconi LIG 4 (non dispobile) Patogenica

14 Aplasia Midollare ND —

15 Aplasia Midollare NEG —

16 Citopenia* RAG2 p.Gly509Val Variante di significato

incerto

17 Aplasia Midollare NEG o

18 Citopenia* TACI p.Glul17fs Probabile Patogenica

19 Aplasia Midollare NEG _

20 Aplasia Midollare GATA2 Benigna predisponente
p.Alal64Thr Variante di significato
p.Ser277Gly incerto
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21 Aplasia midollare BLNK p.Gly30Arg Varianti di significato incerto
TCF3 p.Arg158GIn

22 Citopenia/MDS SAMDS9 p.1le983Thr Variante di significato

incerto

23 Citopenia /MDS NEG .

24 Sospetta A. di Fanconi NEG e

25 Citopenia* NEG o

26 Citopenia NEG —

27 Citopenia NEG —

28 Citopenia* NEG —

29 Citopenia e storia familiare | NEG —

MDS/ leucemia

30 Citopenia NEG -

31 Citopenia* CASP10 Polimorfismo predisponente
p.Val410lle Variante di significato
p.Tyrd46Cys incerto

32 Sospetta A. di Fanconi TERT p.Pro431Ser Variante di significato

incerto

33 Aplasia Midollare CARD11 ¢.3145-3C>T | Variante di significato

incerto

34 Familiare (pz 50) NEG o

35 Citopenia* NEG —

36 Familiare (pz 53) TERT p.Asp 807Asn Variante di significato

incerto

37 Familiare (pz 53) TERT p.Glu429Ter Probabile Patogenica

38 Citopenia* NEG o

39 Citopenia* NEG L

40 Citopenia* NEG o
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41 Discheratosi DKC1 p.Ala353Val Patogenica
42 Citopenia* TERC ¢.300G>C ND
43 Citopenia LIG4 p.Gly833Ala Patogenica
p.Arg278His Propabile Patogenica
44 Citopenia* NEG —
45 Aplasia serie rossa NEG —
46 Discheratosi TERT p.558 Arg>Trp Variante di significato
p.1018 GIn>X incerto
Patogenica
47 Familiare (pz 42) NEG —
48 Citopenia/MDS ND —
49 Ipoplasia midollare/ MDS CTLA4 p.Met90Val Variante di significato
incerto
50 Aplasia midollare TINF2 p. Pro283His Patogenica
51 Citopenia NEG —
52 Familiare (pz 53) TERT
p.Glu429Ter Probabile patogenica
p.Asp807Asn Variante di significato
incerto
53 Discheratosi TERT
p.Glu429Ter Probabile patogenica
p.Asp807Asn Variante di significato
incerto
54 Citopenia* TINF2 p.Ser245Tyr Probabile
Benigna
55 Familiare (pz.53) TERT p.Glu429Ter Probabile Patogenica

* citopenia di verosimile natura autoimmune
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TERAPIA

Riguardo al trattamento, & stata posta indicazione al trapianto di cellule staminali
emopoietiche per 20/55 pazienti, di cui 13 nel gruppo 1 e 7 nel gruppo 3 con le seguenti
diagnosi: 1 Anemia di Fanconi, 3 discheratosi congenita, 1 paziente con sospetta mutazione
geni DNA nucleare che regolano espressione DNA mitocondriale (genetica in corso),
immunodeficienze/disimmunita (mutazioni PI3K/CASP10, LIG4, TACI, CARD11, BLNK+TCF3,
SAMD9, GATA2, CTLA4) e 7 affetti da anemia aplastica.

Il resto dei pazienti ha eseguito terapia con immunosoppressori o terapie target o in un caso
per un paziente probabilmente affetto da discheratosi congenita, ma senza mutazioni
patogenetiche identificate, con androgeni, con scarsa efficacia. In alcuni pazienti & stato
sufficiente il controllo longitudinale.

All" ultimo controllo, nel gennaio 2020, 51 pazienti sono vivi e 4 (2 affetti da anemia aplastica,
1 affetto da DC ed 1 con telomero inferiori al 1° percentile, ma senza diagnosi genetica) sono

deceduti tutti in seguito a complicanze legate al trapianto di cellule staminali emopoietiche.
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DISCUSSIONE

L’obiettivo principale del nostro studio & stato quello di valutare, la lunghezza del telomero
nei linfociti e nei granulociti di una popolazione di pazienti affetti da segni clinici di
discheratosi congenita e relativi familiari oin pazienti con citopenia persistente in fase di
inquadramento, afferenti presso il nostro Centro.

Cio che & emerso & che i gruppi divisi per lunghezza del telomero non erano differenziati sulla
base del fenotipo, anzi lo score fenotipo era tendenzialmente piu frequentemente alterato e
grave nel gruppo 1 (telomero normale) anche se il dato non trovava conferma statistica. Di
fatto si annoveravano sindromi genetiche e sospetti di anemie di Fanconi in maggior numero
nel primo gruppo rispetto al gruppo 2 e 3. Cio che invece differenziava i gruppi e caratterizza il
gruppo con il telomero inferiore al primo percentile era la tipologia del fenotipo, ovvero le
stimmate di discheratosi congenita erano significativamente piu frequenti nel gruppo 3
rispetto al gr 2 ed 1. (p=0.04)

La presenza quindi di un fenotipo DC € un parametro che correla con un grave accorciamento
del telomero e pu0 pertanto essere considerato un indicatore per I'esecuzione dell’esame.

La citopenia era piu frequentemente grave (66%) ed “ugualmente grave” nei tre gruppi con
percentuali comparabili nel gruppo 1 e 3, d’altronde essendo criterio di inclusione difficile che
potesse creare un elemento differenziativo. Anche [incidenza di insufficienza
midollare rispettivamente in 10/28 (36%) nel gruppo 1 ed in 5/14 (36%) nel gruppo 2+3 non
differenziava di fatto i due gruppi.

Nella nostra analisi abbiamo raggruppato frequentemente i pazienti del gruppo 2 e 3
(lunghezza telomero fra 1°e 5°percentile e inferioreal 1°percentile rispettivamente)
primariamente per la scarsa numerosita del gruppo 2, ma ritenendo che la lunghezza del
telomero inferiore al 5° percentile potesse essere comunque “sospetta” per telomeropatie e
comunqgue meritevole di ulteriori indagini. E stata studiata in questa ottica la concordanza
degli elementi riguardanti i vari aspetti sopra illustrati

Dall’analisi della combinazione dei diversi parametri per i 18 pazienti dei gruppi 2 e 3 eseguita
nell’ottica di considerare & emerso che le combinazioni anomalie fenotipiche + citopenia, e
citopenia + fenotipo DC hanno rispettivamente una concordanza buona con |'accorciamento
del telomero e possono essere quindi, insieme al fenotipo DC possono essere consideri come

parametri per indirizzare I'esecuzione dell’esame. Anche se con minor forza, concordanza
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modesta la combinazione anomalie fenotipiche-insufficienza midollare puo essere presa in
considerazione.

Si e voluto inoltre valutare la sensibilita e la specificita del test, ed & stata anche analizzata la
correlazione tra lunghezza del telomero e geni causativi di malattia del telomero o altri geni di
insufficienza midollare/immunodeficienza.

Riguardo la sensibilita e la specificita diagnostica per DC, in linea con la letteratura i nostri dati
confermano che la lunghezza del telomero inferiore al primo percentile nei linfociti & un
parametro altamente sensibile e abbastanza specifico per la diagnosi di DC con una sensibilita
rispettivamente del 100% e specificita del 82%.

In linea di nuovo con quanto descritto in letteratura, 1 familiare di un paziente DC presenta
lunghezza del telomero nei linfociti inferiore al primo percentile in assenza di mutazione,
citopenia e con una valutazione midollare risultata nella norma.

Nella nostra casistica, i due fratelli del paziente DC deceduto con la mutazione TERT
presentano a loro volta la mutazione e lunghezza dei telomeri < al 1°percentile, senza
presentare citopenia o alterazioni fenotipiche.

In letteratura viene sostenuto che in familiari senza insufficienza midollare la lunghezza del
telomero non puo essere considerata predittiva della presenza della mutazione. Vengono
infatti descritti familiari di pazienti DC che presentano telomero inferiore al primo percentile
pur non avendo la mutazione, cosa che suggerisce che questi avrebbero ereditato i telomeri
corti, ma non la mutazione patogenetica (106). Al contrario, sono descritti pazienti con una
normale lunghezza del telomero e normale fenotipo, ma portatori della mutazione, segno
guesto che la mutazione da sola in una determinata generazione puod non essere sufficiente a
generare telomeri corti e/o la patologia manifesta, o che vi siano geni modificatori
che compensino |‘accorciamento del telomero in questi pazienti.

Un’indagine preliminare sull’assetto immunologico nei tre gruppi ha fatto emergere che il
40% dei soggetti, ugualmente distribuiti nei tre gruppi, erano linfocitopenici e la classe di
sottopopolazioni piu facilmente depleta era costituta dai linfociti B con consensuale riduzione
delle immunoglobuline, seguita da deplezione delle cellule NK. Non si delineavano differenze
nei tre gruppi. Riguardo alla citopenia immunologica, cosi definita dalla presenza
concomitante di marcatori autoimmuni, era ugualmente rappresentata nel gruppo 1 rispetto
al gruppo 2 e 3 ( 30%) Ladifferenza era invece rilevante per cido che concerne la

associazione della citopenia immunologica con geni di immunodeficienza ed
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immunoregolazione ovvero nel gruppo 1, 5/11 (45%) soggetti erano portatori di mutazioni
su geni di immunodeficienza/immunodisregolazione; (CASP10+PI13K, CASP 10 isolata RAG2,
TACI 2 ) mentre nessuno nei gruppi 2 e 3 mostrava la suddetta associazione (0/6 ; 0%). La
citopenia immunologica nel gruppo 3 era viceversa associata (in due pazienti) a varianti di
geni discheratosi (TINF2 e TERC). Tale dato & in linea con la letteratura che associa
I'immunodeficit primariamente dei linfociti B e delle cellule NK alla discheratosi congenita
(61).

Sempre riguardo alla analisi del NGS con telomero inferiore al primo percentile, 9 soggetti su
13 studiati erano portatori di varianti di geni di malattie del telomero cosi distribuiti: 7
soggetti con diagnosi di DC, 2 familiari precedentemente descritti ed 1 paziente con
mutazione di LIG4 (condizione correlata ad un difetto del DNA repair, e gia descritta come
associata ad una lunghezza del telomero patologica, spesso inferiore al 1°percentile). La
frequenza di mutazione di geni DC era significativamente pil rappresentata in questo gruppo
rispetto al gruppo 1 dove solamente 5/31 presentavano varianti di DC (3 TERT e 2LIG4 di cui
un familiare) (p=0.0009).

Nel gruppo 2 invece |'analisi NGS ha evidenziato un’immunodeficienza e un’anemia di
Fanconi. In quest’ultimo caso, in linea con la letteratura, vi era una lunghezza del telomero
patologica nei granulociti. Il terzo paziente, per cui non sono state identificate mutazioni
patogenetiche, presenta caratteristiche fenotipiche suggestive di DC (fibrosi polmonare,
anomalie di cute e annessi).

Probabilmente, nei casi border line come quello descritto, potrebbe essere utile valutare
I'attivita della telomerasi nei fibroblasti per evidenziarne anomalie funzionali a supporto della
diagnosi di telomeropatia. Lo studio dell’esoma (WES) e del genoma (WGS) possono

contribuire a identificare lesioni in nuovi geni.

In sintesi mentre le stimmate ed i geni DC erano chiaramente piu frequenti nel gruppo 2 e 3,
nel gruppo 1 si rileva una prevalenza di citopenia da geni di immunodisregolazione ad indicare
che nelle citopenie immunologiche potrebbe non essere necessariamente utile sul piano
diagnostico valutare la lunghezza del telomero.

| nostri 11 pazienti affetti da anemia aplastica appartengono tutti al gruppo 1, dato questo

che non conferma quanto descritto in letteratura almeno per un subset di pazienti AA, che
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hanno lunghezza del telomero inferiore a quella dei controlli sani di pari eta. C'é comunque
da aggiungere che in nessuno dei nostri pazienti AA € stata identificata una mutazione dei
geni DC, per cui questa, oltre alla limitata dimensione del campione in

studio, potrebbe essere la spiegazione del nostro dato.

[l limite principale del nostro studio € il numero di pazienti relativamente limitato, ma
nonostante questo i nostri dati sono in linea con quanto precedentemente descritto in
letteratura.

Punto di forza del nostro lavoro & quello di aver studiato la lunghezza del telomero in una
popolazione eterogenea di pazienti, sia per quanto riguarda le eta sia per il quadro clinico e |a
patogenesi della citopenia, cosa che raramente & stata fatta in letteratura e che ci ha
permesso ad esempio di valutare la lunghezza del telomero in pazienti con citopenie
autoimmuni e/o immunodeficienze, aspetto a nostra conoscenza fino ad oggi non esplorato.
In conclusione, la lunghezza del telomero inferiore al primo percentile si conferma parametro
sensibile e specifico per la diagnosi di DC.

L’esecuzione della valutazione della lunghezza del telomero andrebbe riservata a casi
selezionati, soprattutto in coloro che presentano stimmate anche lievi di DC in cui ci puo
essere variamente associazione di citopenia ed insufficienza midollare.

Studi piu estensivi saranno utili per confermare i dati ottenuti e per ampliare la conoscenza

sul tema a tutt'oggi ancora caratterizzato da molti “grigi”.
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