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Introduzione 

La ricerca sui telomeri degli ultimi decenni ha portato allo sviluppo di basi 

teoriche e sperimentali che hanno permesso di comprenderne la biologia, 

le patologie correlate e il loro coinvolgimento nei processi di 

invecchiamento e di oncogenesi.  

Nell’articolo “Metabolic Constraint of Human Telomere Length by 

Nucleotide Salvage Efficiency” di Mannherz et al. (2025) oggetto di analisi 

in questo elaborato vengono analizzate le dinamiche con cui il 

metabolismo dei deossinucleotidi influenza il mantenimento dei telomeri 

nelle cellule umane. In particolare, lo studio approfondisce gli effetti delle 

alterazioni dell’efficienza della via metabolica di recupero delle nucleobasi 

e dei deossinucleosidi sull’attività della telomerasi. Gli autori hanno 

adottato un approccio basato sull’uso di tecnologie di editing genomico 

accoppiate a una metodica di studio dei telomeri da loro appositamente 

sviluppata, denominata Telomerase Rapid Assessment in the Cellular 

Environment (TRACE). Tale impostazione differisce da quella adottata 

dalla maggior parte degli studi sui telomeri degli ultimi anni, concentrati 

principalmente sulla regolazione dell’espressione dei componenti della 

telomerasi e sui complessi proteici associati ai telomeri. Il lavoro di 

Mannherz et al. (2025) e altri studi che verranno qui citati segnano una 

svolta in questo senso, sviluppando un modello di regolazione dell’attività 

telomerasica strettamente legato al metabolismo dei deossinucleotidi. 
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1. Stato dell’arte: basi teoriche  

1.1 Struttura e funzione dei telomeri e della telomerasi  

I telomeri sono regioni di DNA non codificante poste alle estremità dei 

cromosomi di quasi tutte le specie eucariotiche; nel caso dell’uomo e del 

topo sono caratterizzati da una lunga sequenza a doppio filamento 

composta da ripetizioni 5’-TTAGGG-3’ e da una corta regione 3’-terminale 

a singolo filamento (3’ overhang). Queste sequenze svolgono un ruolo 

fondamentale proteggendo le estremità dei cromosomi e preservando 

l’integrità del genoma.  Durante la replicazione del DNA, le estremità dei 

cromosomi vanno incontro ad un progressivo accorciamento causato 

dall’impossibilità della DNA polimerasi di replicare interamente le porzioni 

terminali del DNA. I telomeri consentono di limitare le conseguenze di 

questo fenomeno, preservando le sequenze genomiche funzionali e 

prevenendo la perdita di informazione genetica essenziale per la cellula. I 

telomeri non si trovano mai sotto forma di DNA libero, ma sono associati a 

una serie di proteine che formano uno specifico complesso proteico, 

chiamato shelterin, la cui funzione è quella di regolarne l'accessibilità alla 

telomerasi e preservarne l'integrità mascherandoli dalla risposta al danno al 

DNA (DNA Damage Response, DDR). 

La telomerasi è un enzima ribonucleoproteico deputato all’allungamento dei 

telomeri tramite la sintesi di nuove ripetizioni 5’-TTAGGG-3’. Nell’uomo, 

così come nella maggior parte degli altri metazoi, la telomerasi è espressa 

prevalentemente nelle cellule della linea germinale e nelle cellule 

progenitrici, mentre la sua espressione nelle cellule somatiche differenziate 

è molto limitata o nulla. Questo enzima è costituito da due componenti 

principali: la trascrittasi inversa TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) 

e la componente a RNA TERC (Telomerase RNA Component). TERC funge 

da stampo per l’allungamento e nell’uomo prende il nome di hTR (human 

Telomerase RNA). La regolazione dell’attività della telomerasi è un 

processo complesso e ancora non del tutto chiarito: i modelli attuali 

prevedono il controllo dell’espressione di TERT, il processamento dell’RNA 

TERC all'estremità 3', l’assemblaggio delle subunità in diversi 

compartimenti cellulari e il reclutamento ai telomeri attraverso numerose 

interazioni con le componenti del telosoma [1].  

L’accorciamento dei telomeri fino al raggiungimento di una lunghezza critica 

causa l’attivazione di una risposta al danno al DNA che può portare alla 

senescenza cellulare. La perdita della funzione della telomerasi accelera 

questo processo ed è pertanto associata a una ridotta aspettativa di vita e 

a malattie genetiche degenerative fatali, denominate disturbi della biologia 

dei telomeri (Telomere Biology Disorders, TBDs) o telomeropatie [2].  

https://www.google.com/search?q=Telomerase+Reverse+Transcriptase&sca_esv=313a88341a74657f&sxsrf=ANbL-n6980FrMiJOJcXjorh5q133daMhXQ%3A1776521494167&ei=FpHjabT0CcXq7_UPs4GNuQE&biw=1920&bih=919&ved=2ahUKEwiujdiqy_eTAxVjhf0HHTW1ACoQgK4QegYIAQgBEAI&uact=5&oq=telomerasi&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiCnRlbG9tZXJhc2kyBRAAGIAEMgUQABiABDIFEAAYgAQyBRAAGIAEMgUQABiABDIFEAAYgAQyBRAAGIAEMgUQABiABDIFEAAYgAQyBRAAGIAESIwPUOwFWJ8OcAN4AZABAJgBe6AB1QaqAQM5LjG4AQPIAQD4AQGYAg2gAoQHwgIKEAAYsAMY1gQYR8ICEBAjGPAFGIAEGCcYigUYngbCAgQQIxgnwgIKECMYgAQYJxiKBcICChAAGIAEGEMYigXCAgsQABiABBixAxiDAcICDhAuGIAEGLEDGNEDGMcBwgIIEAAYgAQYsQPCAgUQLhiABJgDAIgGAZAGCJIHBDExLjKgB6lxsgcDOC4yuAf7BsIHBjAuMTEuMsgHI4AIAA&sclient=gws-wiz-serp
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1.2 Il metabolismo deossinucleotidico 

Il metabolismo dei deossinucleotidi (dNTP) comprende un complesso 

insieme di vie metaboliche finemente regolate volte alla sintesi, al recupero 

e alla degradazione dei nucleotidi e dei deossinucleotidi purinici e 

pirimidinici. Queste molecole sono essenziali per la sopravvivenza cellulare 

in quanto precursori degli acidi nucleici, mentre i nucleotidi trifosfato (NTP) 

partecipano ai processi di trasferimento e conservazione dell’energia 

cellulare. La sintesi dei dNTP può avvenire attraverso due vie anaboliche 

distinte: la via de novo o la via di recupero. La loro degradazione è invece 

mediata da vie metaboliche più semplici che coinvolgono un numero più 

limitato di enzimi. Il pool dei dNTP è determinato dall’equilibrio tra le vie di 

sintesi e le vie cataboliche e raggiunge la massima concentrazione durante 

la fase S del ciclo cellulare. Durante questa fase la produzione di dNTP 

raggiunge il suo massimo grazie alla sovraregolazione dell’espressione di 

diversi geni codificanti per enzimi di sintesi. Al contrario, l’espressione degli 

enzimi catabolici è indipendente dal ciclo cellulare, sebbene vi siano 

differenze quantitative tra diversi tipi cellulari. La stabilità genomica delle 

cellule dei mammiferi è influenzata dal pool di dNTP, affinché venga 

mantenuta la fedeltà replicativa è infatti richiesta la presenza di quantità 

adeguate e bilanciate di deossinucleosidi trifosfato [3]. 

1.2.1 La via de novo 

La via de novo consiste in una serie di reazioni anaboliche che portano alla 

sintesi dei nucleotidi a partire da precursori metabolici semplici, quali 

amminoacidi (aspartato e glutammina), anidride carbonica e ribosio-5-

fosfato, con un importante consumo di ATP.  

La biosintesi delle purine avviene interamente nel citosol e porta 

inizialmente alla produzione di inosina monofosfato (IMP) tramite la 

costruzione dell’anello purinico dell’ipoxantina sullo scheletro del 

fosforibosil pirofosfato (PRPP), ovvero una forma attivata del ribosio che 

funge da precursore. IMP viene in seguito convertito negli altri nucleotidi 

purinici: la guanosina monofosfato (GMP) e l’adenosina monofosfato 

(AMP).  La biosintesi delle pirimidine prevede invece la produzione di 

orotato, un precursore dell’uracile, attraverso un processo mediato sia da 

enzimi citoplasmatici, sia da enzimi associati alla membrana mitocondriale 

interna e affacciati nello spazio intermembrana. Una volta prodotto, l’orotato 

viene trasportato nel citosol e convertito in uridina monofosfato (UMP) 

tramite reazioni dipendenti dal PRPP. Dall’UMP derivano successivamente 

gli altri nucleotidi pirimidinici.  

La formazione dei nucleosidi monofosfato (NMP) è seguita dalla loro 

fosforilazione in nucleosidi difosfato (NDP) da parte delle nucleoside 

monofosfato chinasi (NMPK), che vengono successivamente ridotti a 
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deossinucleosidi difosfato (dNDP) grazie ad una reazione catalizzata dalla 

ribonucleotide reduttasi. Segue poi un’ulteriore reazione di fosforilazione 

mediata dalle nucleoside difosfato chinasi (NDPK), portando alla 

produzione finale dei dNTP (figura 1.1). 

La via de novo viene impiegata durante tutte le fasi del ciclo cellulare ma è 

attiva maggiormente durante la fase S, garantendo così la produzione dei 

dNTP necessari alla replicazione del DNA. La regolazione della disponibilità 

dei dNTP è strettamente associata all’attività della RNR (vedi paragrafo 1.3) 

[3, 4]. 

1.2.2 La via di recupero 

La via di recupero si basa sul riciclo delle nucleobasi e dei nucleosidi derivati 

dal turnover endogeno degli acidi nucleici e provenienti da fonti 

extracellulari. Il recupero di queste molecole rende la via molto meno 

dispendiosa rispetto alla via de novo, sia dal punto di vista energetico, sia 

dal punto di vista del consumo di precursori carboniosi. La fase iniziale della 

via di recupero prevede che le nucleobasi e i deossinucleosidi vadano 

incontro, rispettivamente, a singole reazioni fosforibosiltransferasiche o 

fosforilative, portando alla formazione di NMP e dNMP. Seguono poi 

processi di fosforilazione e di riduzione dei NDP analoghi a quelli che 

avvengono a valle della via de novo (figura 1.1) [3, 5].  

Le fosforibosiltransferasi APRT e HGPRT utilizzano il fosforibosilpirofosfato 

(PRPP) come donatore del fosforibosio, mentre le chinasi consumano ATP. 

Nelle cellule di mammifero, i ribonucleosidi purinici guanosina e inosina non 

vengono convertiti direttamente nei corrispondenti NMP attraverso una 

singola reazione fosforilativa ATP-dipendente, ma necessitano di essere 

prima catabolizzati nelle loro rispettive nucleobasi (guanina, ipoxantina) 

attraverso una reazione mediata dalla purina nucleoside fosforilasi (PNP).  

Le nucleobasi pirimidiniche libere (uracile, citosina, timina), inoltre, non 

possono essere recuperate mediante reazioni catalizzate da 

fosforibosiltransferasi, rendendo il loro recupero molto meno efficiente 

rispetto a quello delle nucleobasi puriniche [4].  

Nella via di recupero citosolica, la velocità di produzione dei 

deossinucleotidi è regolata a livello delle reazioni catalizzate dagli enzimi 

timidina chinasi (TK) e deossicitidina chinasi (dCK).  Questi due enzimi sono 

infatti in grado di fosforilare complessivamente tutti e quattro i 

deossinucleosidi (dA, dT, dC, dG) a dNMP. La TK1 è quella sottoposta a 

maggiore controllo: la sua espressione è bassa in fase G1 mentre aumenta 

significativamente in fase S. Le altre chinasi sono espresse in modo 

costitutivo, sebbene vi siano prove che la loro attività sia in qualche modo 

influenzata dallo stato della proliferazione cellulare; esse sono inoltre 



   
 

4 
 

sottoposte a un controllo a feedback negativo mediato dai dNTP [3]. La via 

di recupero mitocondriale è molto simile a quella citosolica ed è mediata da 

enzimi chinasici differenti ma con funzione analoga a quelli coinvolti nel 

recupero citosolico: la timidina chinasi 2 (TK2) fosforila i nucleosidi 

pirimidinici mentre la deossiguanosina chinasi (DGUOK o dGK) recupera i 

nucleosidi purinici [5]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3 Le vie di degradazione 

La sintesi dei dNMP mediata dalle chinasi viene continuamente bilanciata 

dalla loro riconversione in deossinucleosidi (dN) da parte di una classe di 

enzimi catabolici appartenenti alla famiglia delle 5’-deossinucleosidasi 

(5’dN o 5’NT) (figura 1.2). L’equilibrio dinamico tra le vie anaboliche e 

cataboliche contribuisce al mantenimento dell’omeostasi del pool dei dNTP.  

Un aumento delle attività delle vie cataboliche favorisce la conversione dei 

dNMP a deossinucleosidi che possono essere esportati dalla cellula, con 

Fig. 1.1 La via di recupero del metabolismo deossinucleotidico (Wang, Pengcheng, et al., 2026). Il 
recupero citosolico delle purine avviene tramite la reazione di fosforibosilazione delle nucleobasi nei loro 
corrispettivi NMP mediata dagli enzimi ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (HGPRT) e adenina 
fosforibosiltransferasi (APRT), mentre nei mitocondri avviene per fosforilazione dei deossinucleosidi purinici 
grazie alla deossiguanosina chinasi (DGUOK). Il recupero citosolico delle pirimidine viene eseguito tramite 
fosforilazione dei nucleosidi e dei deossinucleosidi pirimidinici da parte dei seguenti enzimi chinasici: 
deossicitidina chinasi (dCK), uridina-citidina chinasi (UCK), timidina chinasi 1 (TK1). Nei mitocondri è presente 
una forma mitocondriale della timidina chinasi 1 con funzione analoga, denominata TK2. La dCK è 
particolarmente importante data la sua capacità di fosforilare, oltre alla deossicitidina, anche i deossinucleosidi 
purinici deossiguanosina (dG) e deossiadenosina (dA), producendo dGMP e dAMP; l’efficienza della reazione di 
fosforilazione di dG è però notevolmente inferiore nell’uomo. A valle della via vi sono le reazioni di fosforilazione 
mediate dalle NMPK e dalle NDPK; il recupero dei ribonucleosidi e delle basi necessita inoltre dello step di 
riduzione mediato dalla RNR. 
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conseguente diminuzione del pool di dNTP intracellulare; al contrario la 

prevalenza dei processi anabolici porta a un incremento della loro 

concentrazione. L’attività delle 5’-deossinucleosidasi è determinata dalla 

disponibilità dei loro substrati e contribuisce al controllo dei dNTP. A questo 

sistema di regolazione si aggiunge l’azione di SAMHD1. 

Sterile Alpha Motif and HD domain-containing protein 1 (SAMHD1) viene 

considerato il principale enzima degradativo nel metabolismo dei 

deossinucleotidi. Si tratta di una dNTP trifosfoidrolasi che degrada i dNTP 

a deossinucleosidi (dN) e trifosfato inorganico, limitandone così la 

concentrazione e controllandone le proporzioni (figura 1.2). SAMHD1 è 

espresso sia in cellule differenziate che in cellule proliferanti, è localizzato 

nel nucleo ed è sottoposto a regolazione allosterica. In particolare, il legame 

di specifici dNTP o NTP promuove l’attivazione di SAMHD1, aumentando 

la capacità dell’enzima di idrolizzare i dNTP [6]. 

 

Un’ulteriore classe di enzimi coinvolti nel catabolismo dei nucleotidi che 

competono con le vie di sintesi sono le nucleoside fosforilasi. Questi enzimi 

catalizzano la degradazione dei nucleosidi e dei deossinucleosidi nelle 

nucleobasi corrispondenti. Due importanti enzimi appartenenti a questa 

classe sono la purina nucleoside fosforilasi (PNP) e la timidina fosforilasi 

(TP) [3]. La PNP facilita il turnover dei nucleosidi purinici grazie alla 

liberazione delle nucleobasi puriniche, le quali possono poi essere 

 

Fig. 1.3 Schema del recupero e del catabolismo dei 
nucleosidi della guanina (Mannherz, William, et al., 
2025): la guanosina e la deossiguanosina vengono 
degradate dalla PNP, portando alla produzione di guanina, 
la quale può poi andare incontro a due differenti destini. Il 
primo consiste nel recupero a GMP tramite l’attività della 
HGPRT. Il secondo prevede la conversione in xantina 
mediata dalla guanina deaminasi (GDA), che viene 
successivamente degradata ad acido urico dalla xantina 
ossidasi. L’ulodesina e il febuxostat sono due molecole che 
sono state utilizzate negli esperimenti di Mannherz et al. 
(2025): la prima è un inibitore della PNP, la seconda 
inibisce la xantina ossidasi. 

 

 

Fig. 1.2 Sintesi e degradazione dei dNTP 
mediate dagli enzimi RNR e SAMHD1 (Franzolin, 
Elisa, et al., 2020): i dNTP vengono prodotti nella 
via de novo grazie alla riduzione mediata da RNR e 
tramite diverse chinasi della via di recupero. RNR è 
sottoposta ad un doppio controllo allosterico: 
controllo della specificità e controllo dell’attività. 
dTTP favorisce la produzione di dGTP, che a sua 
volta favorisce la produzione di dATP. Il dATP 
inattiva la RNR in modo generalizzato, rallentando 
la produzione di ulteriori dNTP. SAMHD1 e le 5’-
deossinucleosidasi (5’NT) invece ne contrastano la 
sintesi, limitando il pool intracellulare. 

 



   
 

6 
 

recuperate dagli enzimi della via di recupero o degradate ulteriormente, 

come nel caso della guanina (figura 1.3) [2]. 

1.3 Ruolo di RNR e SAMHD1 nella regolazione del pool di dNTP 

intracellulare 

Il pool intracellulare dei dNTP è sottoposto a un complesso sistema di 

regolazione che agisce a diversi livelli delle vie metaboliche di sintesi, 

recupero e degradazione. Tra gli enzimi che svolgono un ruolo centrale nel 

mantenimento dell’omeostasi dei dNTP troviamo la ribonucleotide reduttasi 

RNR e SAMHD1 (figura 1.2). 

RNR catalizza la riduzione dei NDP nei corrispondenti dNDP, che vengono 

poi ulteriormente fosforilati a dNTP. La forma attiva della RNR umana è un 

eterotetramero costituito da una coppia di grandi subunità identiche R1 e 

da una seconda coppia di subunità più piccole che possono essere di due 

tipi: R2 o p53R2. L’isoforma R1/R2 viene espressa esclusivamente in fase 

S per garantire la produzione dei dNTP necessari alla replicazione del DNA, 

mentre viene inattivata alla fine della mitosi tramite la degradazione di R2. 

L’isoforma R1/p53R2 ha invece espressione costitutiva ed è attiva in tutte 

le fasi del ciclo cellulare, mantenendo un livello di dNTP basale sufficiente 

per la riparazione del DNA e per la sintesi del DNA mitocondriale [3]. RNR 

è un enzima essenziale per la sintesi de novo ed è sottoposto a un 

complesso controllo allosterico da parte dei dNTP grazie alla presenza di 

due siti distinti: un sito allosterico di specificità e un sito allosterico di attività. 

Il sito di specificità determina quale substrato viene preferenzialmente 

ridotto dall’enzima ed è fondamentale per garantire l’equilibrio tra i diversi 

dNTP: 

• L'ATP (e il dATP a basse concentrazioni) favorisce la riduzione dei 

nucleotidi pirimidinici (CDP e UDP); 

• Il dTTP (prodotto a valle del recupero o della sintesi di UDP) stimola 

la riduzione del GDP, inibendo al contempo quella di CDP e UDP; 

• Il dGTP promuove la riduzione dell'ADP, riducendo 

contemporaneamente la disponibilità dell’enzima per gli altri 

substrati. 

Il sito di attività, invece, regola l’attività complessiva della RNR. Il legame 

con l’ATP favorisce l’attivazione, mentre il legame con il dATP ne determina 

l’inibizione. 

Nelle cellule di mammifero SAMHD1 ha numerose funzioni biologiche: 

mantiene l’equilibrio del pool di dNTP durante il ciclo cellulare, agisce come 

fattore di restrizione nei confronti di HIV1 e di altri lentivirus, è coinvolto nella 

riparazione del DNA e partecipa alla risoluzione delle forcelle replicative.  La 
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perdita di funzione di SAMHD1 determina l’espansione di tutti e quattro i 

dNTP, ma in particolare del dATP e del dGTP. L’incremento di dGTP può 

stimolare ulteriormente la riduzione dell’ADP in dADP da parte di RNR, 

favorendo di conseguenza l’aumento dei livelli di dATP. L’accumulo di dATP 

causa l’inibizione della RNR, portando alla deplezione degli altri dNTP e 

all’arresto della proliferazione cellulare. Lo sbilanciamento del pool di dNTP 

può inoltre compromettere la fedeltà della replicazione del DNA 

aumentando la probabilità di incorporazione errata dei nucleotidi, favorendo 

così l’instabilità genomica. Alterazioni del gene SAMHD1 sono associate ad 

alcuni tipi di tumori e alla sindrome di Aicardi-Goutières (AGS): una rara 

malattia genetica autoinfiammatoria caratterizzata dalla produzione cronica 

di interferoni di tipo I e da un coinvolgimento prevalentemente neurologico. 

La perdita di funzione di SAMHD1 altera l’omeostasi dei dNTP causandone 

un’espansione sbilanciata. Il conseguente stress replicativo favorisce 

l’accumulo di ssDNA (single-stranded DNA) che attiva la via di segnalazione 

cGAS-STING inducendo la produzione massiccia di interferoni di tipo I [6]. 

1.4 Influenza delle alterazioni del pool deossinucleotidico sui 

telomeri  

SAMHD1 può influenzare indirettamente la processività della telomerasi 

attraverso la regolazione del pool intracellulare dei dNTP. In condizioni 

fisiologiche, la processività è limitata dall’incorporazione del primo 

deossinucleotide dGTP di ogni ripetizione 5’-GGTTAG-3’. Un aumento della 

concentrazione intracellulare di dGTP causato dalla perdita di funzione di 

SAMHD1 favorisce questo step, provocando uno spiccato aumento della 

processività della telomerasi e il conseguente aumento dell’allungamento 

dei telomeri; basse concentrazioni di dGTP hanno invece l’effetto opposto. 

L’assenza di SAMHD1 causa però, oltre a un aumento della lunghezza dei 

telomeri, anche un aumento della loro fragilità, favorendo la formazione di 

strutture aberranti R-loop (Figura 1.4) [7]. 

L’allungamento dei telomeri umani è 

sensibile anche alle variazioni del 

metabolismo della timidina. La 

perdita di funzione dei geni implicati 

nella sintesi di dTTP, come TK1 e 

TYMS (che catalizza la conversione 

del dUMP in dTMP), può determinare 

una riduzione della lunghezza dei 

telomeri, mentre la 

supplementazione esogena di 

deossitimidina (dT) ai terreni di 

coltura delle cellule può favorirne 

l’allungamento. Il meccanismo alla 

Fig. 1.4 Effetto del deficit e del surplus di SAMHD1 
sul pool di dNTP, sulla processività della 

telomerasi e sulla fragilità dei telomeri (D’Aronco, 
Giulia, et al., 2023): le frecce blu indicano i telomeri 

allungati, quelle nere indicano i telomeri fragili. 
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base di questo fenomeno è fondamentalmente diverso da quello osservato 

per il dGTP. Il dTTP non sembra aumentare direttamente la processività 

della telomerasi, ma legandosi al sito di specificità della RNR favorisce la 

riduzione del GDP e quindi l’aumento del dGTP. È stato inoltre ipotizzato 

che il dTTP possa modulare direttamente l’attività della telomerasi, anche 

se questo meccanismo non è ancora stato dimostrato in modo conclusivo 

[8]. 

2. Materiali e metodi 

La misurazione della lunghezza dei telomeri permette di ricavare una serie 

di informazioni relative a molti fenomeni biologici, come l’invecchiamento, 

lo stress ossidativo, la mutagenesi e la suscettibilità a malattie. Le tecniche 

che possono essere impiegate in tale ambito sono molteplici: dalla PCR 

quantitativa alla Terminal Restriction Fragment length analysis (TRF), fino 

a quelle più recentemente sviluppate che sfruttano il sequenziamento di 

nuova generazione (ad esempio PacBio HiFi e Nanopore), l’utilizzo di sonde 

fluorescenti e la citometria a flusso (come nella Flow-FISH) [9].   

Nei paragrafi seguenti di questo capitolo verranno descritte in dettaglio le 

metodologie utilizzate da Mannherz et al. (2025) per manipolare il 

metabolismo dei dNTP e per misurare la lunghezza dei telomeri. 

2.1 Telomerase Rapid Assessment in the Cellular Environment 

(TRACE) 

Uno dei principali fattori che hanno finora costituito un ostacolo per lo studio 

degli effetti delle perturbazioni metaboliche sull’attività della telomerasi è 

stata l’assenza di tecniche di analisi rapide e ad alto rendimento applicabili 

mantenendo l’ambiente cellulare nativo. I metodi utilizzati fino ad oggi si 

basano infatti sulla misurazione dei cambiamenti della lunghezza dei 

telomeri in linee cellulari mantenute in coltura per settimane, oppure 

sull’analisi in vitro di lisati cellulari utilizzando dNTP esogeni e primer, con il 

conseguente rischio di trascurare importanti meccanismi fisiologici di 

regolazione della telomerasi. Uno dei punti fondamentali dello studio di 

Mannherz et al. (2025) risiede nello sviluppo e nell’impiego di un nuovo 

saggio in grado di superare queste barriere, chiamato Telomerase Rapid 

Assessment in the Cellular Environment (TRACE) (figura 2.1).  

La tecnica TRACE permette di studiare la biologia dei telomeri in cellule vive 

e in tempi rapidi, combinando le tecnologie di editing genomico con la 

trasfezione di vettori plasmidici di espressione. Per il saggio è stata 

utilizzata una linea cellulare continua umana HEK-293T knockout per il 

gene TERC (vedi paragrafo 2.3), caratterizzata da un'alta efficienza di 

trasfezione, telomeri corti e assenza dell'attività telomerasica endogena. 

Nella metodica TRACE queste cellule vengono trasfettate con vettori di 
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espressione contenenti i geni TERC e TERT, portando a sovraespressione 

della telomerasi. Si esegue poi un trattamento con precursori dei 

deossinucleotidi o con inibitori enzimatici specifici, con lo scopo di 

determinare l’effetto fisiologico delle perturbazioni del metabolismo dei 

dNTP sulla sintesi telomerica. Uno dei principali vantaggi della TRACE è la 

velocità con cui può essere eseguita, dopo sole 48 ore dalla trasfezione è 

infatti possibile proseguire con l’analisi TRF Southern blot.  

Il giorno prima della trasfezione le cellule sono state piastrate in una piastra 

a sei pozzetti a una concentrazione di 0,75×106 cellule per mL di terreno di 

coltura. Una prima soluzione è stata preparata diluendo 8 μl di 

Lipofectamine 2000 in 150 μl di terreno Opti-MEM privo di siero (Gibco), 

incubandola poi per 5 minuti. La soluzione plasmidica è stata preparata 

miscelando 416 ng di vettore pcDNA-3xHA-TERT e 2083 ng di vettore pBS-

U3-TERC in 150 μl di Opti-MEM. La soluzione contenente i plasmidi è stata 

combinata con quella contenente la lipofectamina, incubata per 5 minuti e 

aggiunta infine alle cellule molto delicatamente. Per il controllo negativo si 

è sostituito il vettore pBS-U3-TERC con pMAX-eGFP, che permette 

l’espressione della proteina fluorescente verde eGFP. Le cellule sono state 

successivamente mantenute in coltura per 18 ore, poi sono stati eseguiti i 

trattamenti chimici, aggiungendo al terreno i precursori dei deossinucleotidi 

o inibitori di specifici enzimi. Dopo un tempo medio di 30 ore, le cellule sono 

state raccolte in un pellet e conservate a -80 °C fino all’isolamento del DNA 

e all’analisi TRF. 

Per valutare la sensibilità della TRACE alle piccole molecole, gli autori 

hanno eseguito il saggio dopo aver incubato le cellule con l’inibitore della 

telomerasi BIBR1532, osservando una diminuzione dose-dipendente della 

sintesi telomerica. La capacità del saggio di rilevare alterazioni genetiche a 

carico dei componenti della telomerasi è stata invece confermata mediante 

trasfezione con vettori di espressione contenenti versioni mutate dei geni 

Fig. 2.1. Diagramma del saggio TRACE. Le cellule HEK-293T TERC−/− vengono trasfettate con i vettori 
contenenti i geni TERC e TERT, portando a sovraespressione della telomerasi, poi vengono coltivate per 18 
ore, al termine delle quali vengono suddivise in gruppi sperimentali. Ogni gruppo di cellule viene trattato con 
molecole specifiche e coltivato per un tempo compreso tra le 18 e le 72 ore (mediamente 30 ore). Si procede 

infine con l’estrazione del DNA e l’analisi TRF Southern blot.   
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TERT e TERC. In questo caso, l’introduzione delle varianti mutate ha 

determinato una riduzione della sintesi telomerica, confermando la capacità 

della TRACE di rilevare alterazioni della funzionalità della telomerasi. 

2.2 Terminal Restriction Fragment (TRF) length analysis  

La Terminal Restriction Fragment length analysis (TRF) è la tecnica 

considerata il gold standard method per la misurazione della lunghezza 

assoluta dei telomeri, per la quale sono disponibili diversi kit commerciali 

[9].  

Il DNA è stato estratto dal pellet cellulare utilizzando il “PureLink Genomic 

DNA Mini Kit” di Invitrogen, poi una quantità compresa tra 0,5 μg e 3 μg è 

stata digerita con gli enzimi di restrizione RsaI e HinfI per due ore a 37 °C. 

I frammenti sono stati separati mediante elettroforesi in gel di agarosio allo 

0,6% con successivo Southern blotting su membrana di nylon Hybond-N+ 

(Amersham). Per la rilevazione sono state utilizzate le sonde 

oligonucleotidiche complementari alle ripetizioni telomeriche e marcate con 

digossigenina (DIG) fornite dal “TeloTAGGG Telomere Length assay Kit” 

(Roche/Sigma-Aldrich). Il saggio di rilevazione impiegato è basato sulla 

chemioluminescenza: si utilizza un anticorpo per la digossigenina coniugato 

all’enzima fosfatasi alcalina che, una volta applicato sulla membrana, 

defosforila il substrato CDP-Star. La reazione emette luce con un’intensità 

proporzionale alla quantità totale di DNA telomerico e misurabile attraverso 

la piattaforma ChemiDoc Imaging system (Bio-Rad). 

L’analisi dei dati TRF è stata eseguita combinando l’uso dei software 

WALTER e ImageJ. Il primo consente di stimare la lunghezza mediana 

assoluta dei telomeri in chilobasi (kb) a partire dall’entità della migrazione 

delle bande sul gel elettroforetico, mediante confronto con il marcatore di 

peso molecolare. Il secondo è stato utilizzato per quantificare la sintesi 

telomerica relativa di ogni campione misurando l’intensità della 

chemioluminescenza. La quantificazione inizia con il calcolo del rapporto 

(R) tra il segnale luminoso ottenuto dal DNA con dimensione superiore a 5 

Kb (attribuito prevalentemente ai telomeri di nuova sintesi) e quello del DNA 

di dimensione minore (attribuito al corto DNA telomerico preesistente).  

R =
Segnale > 5Kb

Segnale < 5Kb
 

Si procede poi all'eliminazione del segnale aspecifico sottraendo dal valore 

R di ogni campione il valore R ottenuto dalle cellule che esprimono eGFP 

analizzate sullo stesso blot, ottenendo il valore normalizzato Rb:               

  Rb = Rcampione − ReGFP 
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La sintesi telomerica relativa di ogni campione trattato è stata infine ottenuta 

dal rapporto tra il suo valore Rb e il valore Rb del campione di controllo non 

trattato presente sullo stesso blot: 

Sintesi Relativa =
Rb (trattato)

Rb (non trattato)
 

2.3 Knockout di TERC e di geni metabolici attraverso CRISPR/Cas9  

Le procedure di editing genomico sono state svolte con l'impiego del kit 

Neon Electroporation (Thermo Fisher Scientific): 37 pmol di nucleasi Alt-R 

S. pyogenes Cas9 V3 sono stati complessati con 50 pmol di sgRNA specifici 

per il gene bersaglio, incubandoli a temperatura ambiente per 20 minuti. 

Alla soluzione sono state aggiunte 200.000 cellule sospese in 20 μl di buffer 

R (Thermo Fisher Scientific) contenente un potenziatore 

dell’elettroporazione. L’elettroporazione è stata eseguita tramite il sistema 

Neon Transfection impostando tensione e numero di impulsi differenti per 

ogni linea cellulare: 1 impulso di 30 ms a 1200 V per HEK-293T, 3 impulsi 

di 10 ms a 1150 V per K562. L'efficienza dell'editing è stata valutata isolando 

il DNA genomico dalle cellule almeno 3 giorni dopo l'elettroporazione, 

amplificando poi il locus target tramite PCR. I prodotti della PCR sono stati 

visualizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio al 2%. Un’ulteriore 

verifica è stata effettuata tramite l’analisi dell’espressione genica con RT-

qPCR e Western blot (vedi paragrafo 2.6). Il locus AAVS1 è stato scelto 

come sito bersaglio per il controllo negativo. 

2.4 Sovraespressione genica mediata da trasduzione lentivirale 

Alcuni degli esperimenti hanno previsto il mantenimento in coltura delle 

cellule geneticamente modificate per diverse settimane, al fine di valutare 

nel tempo gli effetti della sovraespressione di specifici geni e della 

somministrazione di alcune sostanze sulla lunghezza dei telomeri.  A tal 

scopo è stata impiegata la trasduzione mediata da agenti lentivirali.  

La produzione dei lentivirus è stata ottenuta mediante trasfezione delle 

cellule HEK-293T con i vettori psPAX2, pMD2.G e l’appropriato vettore di 

trasferimento, utilizzando il reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

secondo le istruzioni del produttore. Il terreno di coltura contenente i 

lentivirus è stato raccolto a due intervalli di tempo differenti: a 48 ore e a 72 

ore dalla trasfezione. È stato poi filtrato mediante filtri 0.45 μM della VWR 

International e conservato a −80 °C fino all’utilizzo. 

Le cellule geneticamente modificate appartengono a tre linee cellulari 

diverse: HEK-293T, K562 e fibroblasti derivanti sia da donatori sani che da 

pazienti affetti da differenti telomeropatie. I fibroblasti derivanti da pazienti 

presentano delezioni TERC+/− o altre mutazioni patogeniche a carico dei 

geni DKC1 e TINF2. La trasduzione è stata eseguita per spinfezione a 931 
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g per 2 ore in un terreno addizionato con solfato di protamina alla 

concentrazione di 10 µg/mL. Dopo 24 ore dalla rimozione del surnatante 

contenente i virus, le cellule sono state sottoposte a selezione antibiotica. 

La selezione è stata eseguita utilizzando blasticidina alla concentrazione di 

10 μg/mL per 5-10 giorni o 1 μg/mL di puromicina per 4-7 giorni a seconda 

del costrutto utilizzato, sfruttando i geni della resistenza integrati nei vettori. 

Le cellule HEK-293T e i fibroblasti sono stati trasdotti con il vettore pLX304 

per ottenere una sovraespressione costitutiva della deossinucleotide 

chinasi di Drosophila melanogaster (Dm-dNK) sotto il controllo del 

promotore CMV. Nelle cellule K562, a causa della scarsa tolleranza verso 

l'espressione costitutiva dell'enzima, è stato integrato un costrutto pCW57.1 

modificato e accoppiato a un promotore inducibile dal sistema della 

doxiciclina. I fibroblasti sono inoltre stati trasdotti con un vettore contenente 

il gene TERT, sempre regolato da un promotore inducibile dalla doxiciclina. 

L’espressione genica dei sistemi inducibili è stata mantenuta coltivando le 

cellule in un mezzo contenente doxiciclina alla concentrazione di 1 µg/mL. 

2.5 Clonaggio dei vettori di espressione 

I costrutti plasmidici destinati all’espressione di varianti di TERT mutate e 

associate a telomeropatie sono stati generati a partire dal vettore pcDNA-

3xHA-hTERT; le mutazioni sono state introdotte utilizzando il kit “Q5 Site-

Directed Mutagenesis" (New England Biolabs, NEB). 

Il costrutto destinato alla sovraespressione della dCK è stato prodotto 

tramite il clonaggio del cDNA codificante proveniente dalle cellule HEK-

293T nel backbone pLX304 mediante la metodica di ricombinazione 

“Gibson assembly”, impiegando la miscela enzimatica "NEB HiFi DNA 

Assembly Mix". L’RNA è stato estratto utilizzando il reagente TRIzol e 

trattato poi con il “TURBO DNA-free Kit” di Invitrogen; il cDNA è stato 

sintetizzato utilizzando la trascrittasi inversa SuperScript III (Invitrogen) con 

inneschi oligo-dT. Il costrutto finale permette l'espressione costitutiva 

dell’enzima dCK, al quale è fuso al C-terminale un epitopo tag V5 codificato 

nativamente dal backbone pLX304. 

La costruzione del vettore per l’espressione costitutiva della 

deossinucleoside chinasi di Drosophila melanogaster (Dm-dNK) guidata dal 

promotore CMV è stata ottenuta mediante “Gibson assembly”, integrando 

la sequenza codificante dell'enzima isolata a partire dal plasmide stampo 

pOpen-dromedNK all'interno del backbone pLX304. Anche in questo caso, 

la proteina viene espressa con un tag V5 all'estremità C-terminale.  

Il costrutto per la sovraespressione inducibile dalla doxiciclina di Dm-dNK è 

stato costruito tramite l’escissione dell’inserto comprendente la sequenza 

Dm-dNK-V5 presente nel costrutto pLX304-Dm-dNK-V5 mediante 
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digestione con gli enzimi di restrizione SacI (NEB) e SalI (NEB). Il 

frammento purificato è stato successivamente inserito in un vettore 

lentivirale inducibile dalla doxiciclina pCW57.1 precedentemente digerito 

con le endonucleasi NheI (NEB) e SalI, sfruttando l'enzima "Quick Ligase" 

(NEB). La versione di questo vettore resistente alla blasticidina è stata 

costruita digerendo pCW57.1-Dm-dNK-V5 con le endonucleasi NotI e SpeI, 

eseguendo poi la ligazione tra il frammento contenente la cassetta 

d'espressione di Dm-dNK e il backbone pCW57-MCS1-P2A-MCS2 (Blast), 

anch’esso precedentemente digerito con i due enzimi; la reazione è stata 

condotta impiegando la medesima ligasi.  

I costrutti pLX304-eGFP (utilizzati come controlli negativi di trasfezione e 

trasduzione) sono stati generati amplificando la sequenza eGFP a partire 

dal vettore pXPR_011 utilizzando primer attB-flanked, sfruttando poi la 

tecnologia di ricombinazione sito-specifica del Gateway cloning (Invitrogen) 

secondo il manuale del produttore. Il costrutto finale permette l'espressione 

costitutiva della proteina eGFP con un epitopo tag V5 fuso al C-terminale. 

La corrispettiva variante resistente alla blasticidina è stata prodotta 

mediante digestione di pLX304-eGFP con NotI e SpeI e successivo 

inserimento del frammento codificante nel backbone pCW57-MCS1-P2A-

MCS2.  

La costruzione del vettore di espressione per eGFP inducibile dalla 

doxiciclina ha visto l’inserimento della sequenza codificante la proteina nel 

vettore pCW57.1, sempre tramite Gateway cloning. Infine, la versione 

resistente alla blasticidina è stata creata digerendo il plasmide pCW57.1-

eGFP con gli enzimi NotI e SpeI, isolando il frammento codificante così 

ottenuto ed eseguendo la ligazione all'interno del backbone pCW57-MCS1-

P2A-MCS2, anch'esso preventivamente digerito con le medesime 

endonucleasi. 

Tutte le reazioni di amplificazione tramite PCR necessarie ai processi di 

clonaggio sono state condotte impiegando la DNA polimerasi Q5 (NEB). La 

correttezza delle sequenze nucleotidiche inserite è stata verificata mediante 

sequenziamento Sanger. 

2.6 RT-qPCR e Western blot per il controllo dell’espressione genica  

L’efficacia delle procedure di knockout, trasfezione e trasduzione dei geni 

di interesse è stata verificata tramite RT-qPCR e Western blot.  

L’RNA totale è stato estratto dalle cellule HEK-293T wild-type e da quelle 

TERC−/− utilizzando il reagente TRIzol della Thermo Fisher Scientific ed è 

stato poi trattato con il Turbo DNase Kit, così da eliminare eventuali residui 

di DNA. La sintesi del cDNA è stata eseguita impiegando l’enzima 

Superscript III Reverse Transcriptase con la tecnica del random hexamer 
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priming (Thermo Fisher). La PCR quantitativa è stata condotta con il kit 

“SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix” su piattaforma Bio-Rad 

CFX96 e l’espressione genica relativa è stata calcolata con il metodo 

standard del ΔΔCt. 

L’estrazione delle proteine è stata eseguita lisando le cellule in buffer RIPA 
(Thermo Fisher) addizionato con una soluzione di diversi inibitori delle 

proteasi (Roche). Il contenuto proteico dei campioni è stato quantificato 

utilizzando il saggio DC (detergent compatible) della Bio-Rad. Gli 

immunoblot volti alla valutazione dei marcatori di danno al DNA sono stati 

effettuati miscelando 15 μg di proteina con il buffer 2X Laemmli (Bio-Rad), 

facendola poi migrare su gel SDS tris-glicina al 4-20% (Bio-Rad) e 

trasferendola infine su una membrana di PVDF (polivinilidene difluoruro). In 

tutti gli altri casi sono stati utilizzati 20 μg di lisato proteico. Le proteine sono 

state incubate con anticorpi primari di coniglio (a eccezione della Dm-dNK, 

per cui è stato utilizzato un anticorpo primario di topo), diluiti di un fattore 

compreso tra 1:500 e 1:1000. Gli anticorpi primari di coniglio sono stati 

rilevati utilizzando l’anticorpo secondario di capra coniugato con la 

perossidasi di rafano prodotto da Abcam (ab6721) a una diluizione di 

1:5000. Gli anticorpi primari di topo sono stati rilevati utilizzando l’anticorpo 

secondario di capra coniugato con perossidasi di rafano prodotto da 

Invitrogen (31430) a una diluizione di 1:5000. Le membrane sono state 

visualizzate mediante chemioluminescenza sul sistema di imaging 

ChemiDoc (Bio-Rad). 

2.7 Analisi del ciclo cellulare tramite citofluorimetria 

La citofluorimetria (o citometria a flusso) è stata utilizzata per accertare che 

non vi fossero alterazioni del ciclo cellulare delle cellule HEK-293T 

TERC−/− e dei fibroblasti a seguito dei trattamenti chimici. Per ogni 

condizione di trattamento circa 1×106 cellule sono state fissate in etanolo al 

70% e colorate con DAPI per quantificare il contenuto di DNA nucleare. Si 

è poi proseguito con l’analisi citofluorometrica utilizzando l’analizzatore LSR 

II (BD Biosciences), con l’impiego del software FACSDiva. Sono state 

analizzate 20.000 cellule HEK-293T TERC−/− e 10.000 fibroblasti per ogni 

campione. La popolazione cellulare è stata selezionata mediante gating 

morfologico impostando il forward scatter (FSC) rispetto al side scatter 

(SSC). Le regioni di analisi (gate) relative alle diverse fasi del ciclo cellulare 

sono state inizialmente definite su un campione di controllo per ciascun set 

di dati e successivamente applicate a tutti i campioni utilizzando il software 

FlowJo. 
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3. Risultati 

3.1 Effetto inibitorio dei nucleosidi purinici sulla sintesi telomerica 

Le cellule HEK-293T TERC−/− sono state suddivise in diversi gruppi 

sperimentali e trattate per 30 ore con differenti nucleosidi e 

deossinucleosidi. Nel caso di dG, la concentrazione utilizzata è stata 100 

μM, mentre gli altri composti sono stati aggiunti a una dose di 500 μM. 

L’analisi dei dati ottenuti mediante TRF ha evidenziato importanti differenze 

nella sintesi telomerica indotta dai vari trattamenti. I nucleosidi pirimidinici, 

in particolare la timidina (dT), hanno incrementato la sintesi telomerica in 

modo dose-dipendente; al contrario, la supplementazione di nucleosidi 

purinici ne ha provocato una riduzione, con l’effetto più marcato nelle cellule 

trattate con riboguanosina (rG) e dG (figura 3.1). Quest’ultimo risultato è 

stato inaspettato considerato l’effetto attivante del dGTP nei confronti della 

telomerasi osservato in studi precedenti (vedi paragrafo 1.4). È interessante 

notare come la dG mostri un effetto inibitorio crescente fino a una dose pari 

a 100 μM e come alla dose di 500 μM questo effetto sia meno marcato 

(figura 3.2), indicando la presenza di una relazione dose-dipendente e non 

lineare tra la sintesi telomerica e la supplementazione di dG 

Le cellule sono state poi sottoposte a un trattamento con 2,5-

dideossiguanosina (2,5ddG), un analogo della dG non fosforilabile dalla 

deossicitidina chinasi (dCK), allo scopo di verificare se l’inibizione fosse 

dovuta alla produzione di dGMP. Analogamente a quanto riscontrato a 

basse dosi di guanosina, è stato osservato un chiaro effetto inibitorio dose-

dipendente da parte del 2,5ddG. Gli stessi esiti sono stati ottenuti 

esponendo le linee cellulari HEK-293T e K562 a guanosina e 2,5ddG per 

Fig. 3.1 Sintesi telomerica relativa media nelle cellule 
trattate con differenti nucleosidi e deossinucleosidi. I 
numeri posizionati sopra le singole barre dell’istogramma 
rappresentano il p-value calcolato rispetto alle cellule non 

trattate di controllo (Untreated). Le barre di errore indicano la 
deviazione standard. 

 

Fig. 3.2 Sintesi telomerica 
relativa a seguito dei trattamenti 
a diverse concentrazioni di dG 

esogena. 

 

        A                                               B 
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21 giorni in presenza di espressione endogena della telomerasi. Questi 

risultati suggeriscono che la fosforilazione della dG mediata dalla dCK non 

è responsabile dell'inibizione osservata in seguito al trattamento con dG.  

3.2 Il recupero della guanosina e della deossiguanosina mediato da 

PNP e HGPRT guida l’accorciamento dei telomeri 

Dopo aver osservato l'inatteso effetto inibitorio della dG sulla sintesi 

telomerica, gli autori hanno ripetuto i trattamenti con la dG, con la guanosina 

e con la guanina in presenza di ulodesina, un inibitore della PNP. Lo scopo 

era verificare se tale effetto potesse essere abolito inibendo la 

degradazione della guanosina e della dG ad opera della PNP. La co-

somministrazione con ulodesina 1 μM ha ripristinato con successo la sintesi 

telomerica nei trattamenti con guanosina e dG, mentre la guanina ha 

mantenuto il suo effetto inibitorio. Il trattamento di controllo con la sola 

ulodesina non ha provocato alcun effetto (figura 3.3A). Questi esperimenti 

suggeriscono che la guanina sia la molecola responsabile dell’inibizione 

della sintesi telomerica e che tale effetto sia dipendente dalla sua 

concentrazione.  

Gli autori si sono successivamente chiesti se l’effetto inibitorio della guanina 

fosse dovuto all’accumulo di xantina e acido urico, due composti che 

vengono prodotti dal suo catabolismo (figura 1.3). A tal fine, sono stati 

confrontati gli effetti del trattamento diretto con queste tre molecole. La 

guanina è risultata l’unico composto in grado di inibire fortemente la sintesi 

telomerica, mentre xantina e acido urico hanno esercitato effetti trascurabili 

anche a concentrazioni elevate (figura 3.3B). Lo stesso esito è stato 

raggiunto testando il febuxostat, un inibitore della xantina ossidasi, alla 

concentrazione 100 μM. Il trattamento non è infatti risultato in grado di 

Fig. 3.3 Misurazioni della sintesi telomerica relativa dopo saggio TRACE con i relativi trattamenti. (A) 
Rimozione dell’effetto inibitorio della dG, della guanosina e della guanina mediante l’applicazione di ulodesina 1 
μM. (B) Quantificazione del TRF a seguito dei trattamenti con guanina, xantina e acido urico alle dosi indicate. 
(C) Effetto dell’applicazione del febuxostat a una dose pari a 100 μM in presenza di dG, guanosina e guanina. 

Nelle figure 3.3A e 3.3C i composti sono stati aggiunti alle seguenti dosi: dG 100 μM, guanosina 500 μM, 
guanina 500 μM. 
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ripristinare la sintesi telomerica nelle cellule trattate con dG, guanosina o 

guanina (figura 3.3C).  

L’esperimento successivo è servito a verificare se la guanina dovesse 

essere recuperata dall’enzima HGPRT per esercitare il suo effetto inibitorio 

sulla sintesi telomerica. A tal scopo sono state generate cellule HEK-293T 

TERC−/− con il gene HPRT1 (codificante per HGPRT) inattivato, 

eseguendo il knockout tramite la tecnologia CRISPR/Cas9; come controllo 

è stato eseguito il knockout del locus AAVS1 e dei geni GDA (codificante la 

guanina deaminasi) e APRT (codificante l’adenina fosforibosiltransferasi). Il 

saggio TRACE ha permesso di verificare che l’inattivazione di HPRT1 

abolisce l’inibizione della sintesi telomerica causata dalla guanina, 

ripristinando così i normali livelli di attività dei controlli (figura 3.4A), mentre 

il knockout di GDA e APRT non ha provocato alcun cambiamento rilevante 

(figura 3.4B). Un analogo recupero della sintesi telomerica è stato osservato 

aumentando i livelli intracellulari di dTTP tramite la supplementazione di 

timidina (dT) durante il saggio (figura 3.4C), 

suggerendo che anche il dTTP è in grado di 

contrastare l’inibizione mediata dalla guanina. 

Complessivamente, questi risultati 

supportano un modello secondo cui la 

supplementazione di guanina, guanosina o 

dG porta a un accumulo di GMP intracellulare 

attraverso l’attività dell’enzima HGPRT. 

Questo riesce a provocare uno 

sbilanciamento degli altri dNTP necessari per 

la sintesi telomerica, con conseguente 

riduzione dell’allungamento dei telomeri. Il fatto 

Fig. 3.4 Ripristino dell’attività telomerasica a seguito del rallentamento causato dalla guanina. (A) Effetti 
del silenziamento di HPRT1 in presenza di dG 100 μM, guanosina 500 μM e guanina 500 μM. (B) Confronto 

degli effetti dei knockout di HPRT1, AAVS1, GDA e APRT. (C) Ripristino telomerico in presenza di guanina 500 
μM tramite somministrazione di dT 100 μM.              

 

 

Fig. 3.5 Effetti del trattamento con 
guanina 100 μM per 21 giorni su 

cellule esprimenti la telomerasi al 
normale livello fisiologico  
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che la guanina eserciti il medesimo effetto in un contesto di espressione 

endogena della telomerasi (figura 3.5) suggerisce che, nelle cellule umane, 

l’attività telomerasica sia strettamente dipendente dalla disponibilità e 

dall’equilibrio dei dNTP. 

3.3 L'efficienza del recupero della dG mediato dalla dCK e l'attività di 

SAMHD1 regolano la sintesi telomerica 

I dati riportati in figura 3.2 mostrano come la deossiguanosina eserciti il suo 

massimo effetto inibitorio quando applicata a una dose di 100 μM e come 

tale effetto si attenua a concentrazioni più elevate. Eseguendo il saggio 

TRACE su un intervallo di concentrazioni superiori gli autori hanno 

osservato la medesima dinamica; sorprendentemente, è stato rilevato che 

dosi superiori a 500 μM possono addirittura potenziare la sintesi dei telomeri 

rispetto al controllo (figura 3.6A). Ci si è quindi chiesti se questo 

meccanismo fosse dovuto all’attività di recupero della dG in eccesso a 

dGTP da parte della dCK, una via che andrebbe a competere con la 

degradazione svolta dalla PNP. Per rispondere a questa domanda sono 

stati eseguiti degli esperimenti adottando due diversi approcci volti alla 

repressione della dCK: inattivazione del gene DCK tramite CRISPR/Cas9 e 

trattamento con l’inibitore enzimatico DI-87 (figura 3.6B). In entrambi i casi 

l'inattivazione della dCK ha abolito l'effetto stimolante esercitato dalle alte 

concentrazioni di dG sulla sintesi telomerica. Lo stesso effetto è stato 

osservato co-trattando le cellule con dC esogena (figura 3.6C). Poiché la 

dCK presenta un’affinità maggiore per la dC rispetto al dG, la presenza di 

alte concentrazioni di dC compete con la fosforilazione della dG, riducendo 

quindi la produzione di dGTP. Il trattamento con solo dC ha causato effetti 

minimi sulla lunghezza dei telomeri. Complessivamente questi risultati 

suggeriscono che alte concentrazioni di dG portano alla saturazione della 

PNP e a una maggiore produzione di dGTP da parte della dCK, portando 

ad un incremento della sintesi telomerica. Al contrario, a basse 

concentrazioni la dG viene catabolizzata in guanina dalla PNP e 

successivamente convertita in GMP dall’HGPRT, provocando la deplezione 

degli altri dNTP e l’inibizione della sintesi telomerica. Nell’esperimento 

successivo è stato adottato l’approccio opposto, ovvero sono state generate 

cellule HEK-293T TERC−/− che sovraesprimono il gene DCK per verificare 

se l’incremento dell’attività della dCK potesse essere in grado di potenziare 

l’attivazione dG-dipendente della telomerasi anche a basse concentrazioni 

di deossiguanosina. Il saggio TRACE ha mostrato che la sovraespressione 

di DCK determina un incremento della sintesi telomerica dipendente dalla 

concentrazione di dG aggiunta, permettendo di evidenziare un effetto 

marcato anche a basse concentrazioni (figura 3.6D). 
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Al contrario, le cellule di controllo sovraesprimenti la proteina eGFP hanno 

mostrato lo stesso effetto inibitorio osservato negli esperimenti precedenti. 

Nell’insieme, questi risultati suggeriscono che l’efficienza e la modalità di 

recupero della dG possono essere dei fattori determinanti per la regolazione 

della sintesi telomerica. 

SAMHD1 limita la disponibilità di deossinucleotidi trifosfato, tra cui il dGTP, 

attraverso la sua attività degradativa, influenzando indirettamente la 

lunghezza dei telomeri. Gli autori si sono quindi chiesti quali potessero 

essere gli effetti dell’inattivazione di questo enzima sull’attività telomerasica. 

Utilizzando la tecnologia CRISPR/Cas9, sono state generate cellule HEK-

293T TERC−/− prive di SAMHD1 che sono state sottoposte al saggio 

TRACE. Il trattamento con dG ha causato uno spiccato aumento della 

sintesi telomerica, in contrasto con l’effetto inibitorio nelle cellule che 

esprimono SAMHD1 (figura 3.7A), mentre guanina e guanosina hanno 

indotto un’inibizione simile a quella osservata negli esperimenti precedenti. 

Fig. 3.6 TRF Southern blot dei saggi TRACE nelle condizioni indicate. (A) Trattamento con 
deossiguanosina a concentrazioni elevate. (B) Inibizione della dCK mediante l’applicazione di DI-87 e tramite il 

knockout di DCK (a destra) e successivo trattamento con dG. (C) Supplementazione di dC e dG. (D) 
Sovraespressione di DCK e somministrazione di dG 
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Questi risultati supportano l’ipotesi che SAMHD1 limiti l’allungamento 

telomerico attraverso il controllo dell’accumulo netto di dGTP derivante dal 

recupero della dG, supportando ancora una volta il ruolo dei dNTP nella 

regolazione della sintesi telomerica. Anche la linea cellulare HEK-293T 

TERC−/− è stata trattata con DI-87 e dC (figura 3.7B), confermando che 

l'attivazione della telomerasi dG-dipendente in assenza di SAMHD1 

richiede specificamente il recupero di dG mediato dalla dCK. 

3.4 Incrementare l’efficienza del recupero dei deossinucleosidi 

favorisce l’allungamento dei telomeri  

La dCK umana recupera la dG in modo inefficiente rispetto a dC, dT e dA; 

gli autori si sono allora chiesti se una riprogrammazione del metabolismo 

cellulare volta a potenziare questo processo potesse favorire 

l’allungamento dei telomeri. Per verificare tale ipotesi sono state generate 

cellule HEK-293T TERC−/− esprimenti la deossinucleoside chinasi di 

Drosophila melanogaster (Dm-dNK): un enzima caratterizzato da un’ampia 

specificità di substrato che è in grado di fosforilare dG a una velocità circa 

otto volte superiore a quella della dCK umana. Quando sottoposte al saggio 

TRACE in assenza di nucleotidi esogeni, queste cellule hanno mostrato 

un’attività telomerasica basale superiore rispetto alle cellule di controllo 

esprimenti eGFP. La supplementazione con dG ha provocato un notevole 

incremento della sintesi telomerica fino alla concentrazione di 500 μM, 

mentre i trattamenti con guanosina e guanina hanno continuato a esercitare 

un effetto inibitorio, coerentemente con la specificità dell’enzima (figura 

3.8A). Lo stesso esito è stato ottenuto con cellule HEK-293T e K562 normali 

(con telomerasi endogena) trasdotte con costrutti contenenti il gene della 

Dm-dNK e coltivate per 25 giorni (figura 3.8B). Complessivamente, questi 

risultati suggeriscono che, nelle cellule umane, l’efficienza della via di 

recupero dei nucleotidi, e in particolare la disponibilità della dG, contribuisca 

Fig. 3.7 Effetti dell’inattivazione di SAMHD1 sui telomeri di cellule HEK-293T TERC−/−. (A) Trattamento 
con dG (B) Trattamento con dC, dG e con l’inibitore della dCK DI-87 
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a regolare la sintesi telomerica e possa essere modulata per favorire 

l’allungamento dei telomeri.  

Gli autori hanno allora deciso di indagare se la riprogrammazione 

metabolica fosse in grado di favorire il recupero della lunghezza dei telomeri 

in pazienti affetti da telomeropatie. Sono stati impiegati fibroblasti portatori 

di mutazioni patogeniche a carico dei geni TERC, DKC1 e TINF2. Dopo 

aver confermato la capacità della Dm-dNK di aumentare la lunghezza dei 

telomeri in colture a lungo termine di fibroblasti umani sani esprimenti 

stabilmente TERT (figura 3.9A), il gene Dm-dNK è stato sovraespresso 

nelle cellule dei pazienti. Dopo tre settimane in coltura, queste cellule hanno 

mostrato un aumento della lunghezza dei telomeri nell’ordine delle migliaia 

di paia di basi rispetto al controllo (figura 3.9B). La PNP converte la dG in 

Fig. 3.8 Effetti dell’espressione di Dm-dNK sulla lunghezza telomerica. (A) Confronto tra le cellule HEK-
293T TERC−/− di controllo esprimenti eGFP e quelle esprimenti la deossinucleoside chinasi di D. melanogaster 

(Dm-dNK). (B) Quantificazione della sintesi telomerica nelle cellule HEK-293T e K562 trasdotte con costrutti 
contenenti il gene della Dm-dNK e coltivate per 25 giorni.  

 

Fig. 3.9 Effetti a lungo termine della sovraespressione di Dm-dNK sui telomeri di fibroblasti sani 
esprimenti TERT in modo stabile (A) e sui telomeri di fibroblasti derivanti da pazienti affetti da 

telomeropatie con quattro diversi genotipi patogenici (indicati in figura) (B).  
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guanina, competendo quindi con il recupero mediato dalla dCK, per cui 

nell’esperimento successivo i fibroblasti umani sani sono stati mantenuti in 

coltura per 21 giorni in presenza di ulodesina, così da inibire il catabolismo 

della dG e favorirne il recupero. Il trattamento con dG e ulodesina ha 

determinato un marcato allungamento dei telomeri, mentre il trattamento 

con sola ulodesina non ha provocato alcuna alterazione rilevabile (figura 

3.10A). Un effetto analogo è stato rilevato nei fibroblasti derivanti da pazienti 

affetti da TBD (figura 3.10B): in due dei quattro genotipi analizzati il 

trattamento ha causato un prolungamento della fase S e una riduzione della 

loro proliferazione. Nessuna delle colture ha mostrato aumenti dei livelli di 
pCHK1-S345, suggerendo che l’allungamento dei telomeri osservato 

nell’esperimento non sia riconducibile all’attivazione di una risposta al 

danno al DNA. Complessivamente, questi risultati supportano l’ipotesi 

secondo cui il potenziamento dell’efficienza della via di recupero dei dNTP 

possa compensare, in parte, gli effetti delle mutazioni a carico di geni 

coinvolti nel mantenimento dei telomeri, favorendo il recupero della 

lunghezza telomerica nelle cellule derivate da pazienti affetti da 

telomeropatie. 

4. Discussione finale 

L’articolo preso in esame in questo elaborato analizza il rapporto che 

intercorre tra il metabolismo dei dNTP e la lunghezza dei telomeri nelle 

cellule umane, rivelando come la sintesi telomerica sia particolarmente 

dipendente dai livelli di dGTP, dTTP e dATP. Gli autori si sono concentrati 

principalmente sullo studio della dipendenza dell’allungamento dei telomeri 

dall’efficienza del recupero dei dNTP, adottando un approccio basato 

sull’impiego del saggio TRACE da loro sviluppato affiancato all’analisi TRF 

Fig. 3.10 TRF Southern blot dei fibroblasti mantenuti in coltura per 21 giorni in presenza di ulodesina 1 
μM e deossiguanosina alle concentrazioni indicate. (A) Fibroblasti derivati da pazienti sani. (B) Fibroblasti 

derivanti dai pazienti affetti da telomeropatie. 

 A                            B                        



   
 

23 
 

Southern blot. Gli esperimenti hanno evidenziato come l’accumulo dei 

dNTP svolga un ruolo critico nell'omeostasi della lunghezza dei telomeri, 

svelando inoltre come le loro concentrazioni siano limitate dall’efficienza del 

recupero della deossiguanosina (dG) da parte della deossicitidina chinasi 

(dCK) e dall’efficienza del recupero della timidina (dT) in dTTP catalizzata 

dalla timidina chinasi 1 (TK1). La sintesi di GMP catalizzata dall’HGPRT 

sembra invece contribuire allo sbilanciamento del pool intracellulare dei 

dNTP, con conseguente riduzione della sintesi telomerica. Infine, l’articolo 

rivela come la dNTP trifosfoidrolasi SAMHD1 limiti l’accumulo dei dNTP e, 

conseguentemente, l’allungamento dei telomeri. Queste osservazioni 

hanno portato gli autori a proporre un nuovo modello secondo il quale la 

lunghezza dei telomeri umani è regolata a tre livelli (figura 4.1):  

• Abbondanza della telomerasi: controllata al livello trascrizionale, 

traduzionale e dell’assemblaggio dell’oloenzima; 

• Accessibilità della telomerasi ai telomeri: determinata dalle sue 

interazioni con le proteine del telosoma; 

• Disponibilità e abbondanza relativa dei dNTP: determinata dalla loro 

sintesi e dall’efficienza del loro recupero. 

L’articolo ha messo poi in luce come l’efficienza del recupero mediato dalla 

dCK possa essere incrementata artificialmente nelle cellule umane tramite 

la supplementazione di dG o di molecole ad azione farmacologica, come 

l’ulodesina, oppure tramite la sovraespressione della deossinucleotide 

chinasi di Drosophila melanogaster (Dm-dNK), portando a un robusto 

aumento nella lunghezza dei telomeri anche in cellule di pazienti affetti da 

telomeropatie. Questi risultati suggeriscono come le tecniche volte a 

favorire l’accumulo di dNTP possano potenzialmente rappresentare una 

strategia terapeutica efficace per aumentare la sintesi telomerica negli 

individui colpiti da TBD.  

Nonostante gli esperimenti evidenzino variazioni significative della sintesi 

telomerica in risposta ai vari trattamenti, la validità e la rilevanza dei dati 

ottenuti in questo studio per la caratterizzazione del metabolismo telomerico 

nelle cellule umane in condizioni fisiologiche devono essere considerate alla 

luce di alcuni aspetti critici dell’approccio sperimentale. Le concentrazioni di 

composti impiegate nei trattamenti sono elevate rispetto ai normali livelli 

intracellulari e altri studi suggeriscono che l’esposizione a livelli 

eccessivamente alti di deossinucleosidi possa causare uno sbilanciamento 

del pool di dNTP. Tale alterazione può favorire la misincorporazione dei 

nucleotidi e compromettere la progressione delle forcelle replicative, fino a 
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determinarne il rallentamento o il blocco durante la replicazione del DNA. 

Quando lo stress replicativo è troppo elevato possono verificarsi danni 

cromosomici importanti e, nei casi più gravi, morte cellulare [10]. Lo 

squilibrio del pool di dNTP può anche portare all’interruzione della 

replicazione e della riparazione del DNA mitocondriale, con conseguente 

stress mitocondriale e successiva apoptosi [11]. La deossiguanosina, 

utilizzata frequentemente nei trattamenti, risulta essere il deossinucleoside 

con il maggiore potenziale citotossico a causa della sua capacità di 

determinare un aumento del dGTP intracellulare; l’eccesso di dGTP può 

infatti alterare l'equilibrio del pool dei dNTP attraverso la regolazione 

allosterica della RNR [11]. Il knockout di SAMHD1 potrebbe avere 

ulteriormente alterato l’equilibrio dei dNTP considerando il coinvolgimento 

dell’enzima nella regolazione dei loro livelli intracellulari. A tal proposito, gli 

autori non hanno mai effettuato delle misurazioni dei reali livelli dei diversi 

dNTP e si sono invece basati su alcune deduzioni logiche indirette 

osservando i risultati dei trattamenti nei vari esperimenti. Inoltre, le elevate 

concentrazioni dei composti potrebbero aver indotto uno stress metabolico 

generale, con effetti indiretti sulla lunghezza dei telomeri. Questa 

complessità sperimentale potrebbe contribuire a spiegare l’elevata 

eterogeneità delle lunghezze telomeriche misurate con il TRF Southern blot, 

che si manifesta sul gel di agarosio come dei lunghi smear. Tale 

Fig. 4.1 Modello aggiornato della regolazione dell’allungamento dei telomeri. Gli enzimi che presentano 
l’asterisco si trovano in forma mutata negli individui affetti da discheratosi congenita; la perdita di funzione degli 
enzimi indicati in rosa è associata a una maggiore lunghezza dei telomeri, mentre quella degli enzimi indicati in 

verde è associata alla presenza di telomeri di lunghezza inferiore (Genome-wide association studies).  
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distribuzione rende complessa l’analisi e ha richiesto agli autori l’impiego di 

una procedura di analisi piuttosto laboriosa per ricavarne la lunghezza 

media. 

Il secondo fattore che allontana il sistema sperimentale dalle condizioni 

cellulari fisiologiche è rappresentato dalla trasfezione di vettori di 

espressione contenenti i geni TERT e TERC. Questa procedura porta a 

un'elevata espressione della telomerasi, rendendola artificialmente molto 

abbondante. La maggior parte degli esperimenti è stata condotta utilizzando 

cellule TERC−/− HEK-293T, che non rappresentano la fisiologia di una 

normale cellula umana. Tale linea cellulare è infatti immortalizzata, 

trasformata ed è stata geneticamente modificata per perdere TERC. 

Analogamente questa considerazione vale anche per la linea K562, 

costituita da cellule neoplastiche con numerose alterazioni genetiche e 

metaboliche. In questo contesto, un impiego maggiore dei fibroblasti nei 

diversi esperimenti avrebbe potuto aumentare la rappresentatività dei 

risultati rispetto alle condizioni fisiologiche delle cellule umane. 

La modalità con cui le misurazioni e la quantificazione della lunghezza 

telomerica sono state effettuate rappresenta un ulteriore punto critico 

dell’articolo. Gli autori si sono limitati a utilizzare un solo metodo che, 

nonostante rappresenti il gold standard per la misurazione della lunghezza 

assoluta dei telomeri, avrebbe fornito risultati più affidabili se affiancato ad 

almeno una delle tecniche di misurazione alternative disponibili. La verifica 

dei dati TRF poteva essere eseguita, per esempio, mediante PCR 

quantitativa (qPCR), la quale fornisce una stima della lunghezza media dei 

telomeri della popolazione cellulare analizzata, oppure attraverso l’impiego 

della Q-FISH, che è in grado di fornire informazioni riguardanti i telomeri al 

livello di ogni singolo cromosoma [9]. L’articolo manca anche di una 

caratterizzazione approfondita delle sequenze telomeriche di nuova sintesi 

volta a verificare la fedeltà replicativa della telomerasi, per esempio 

attraverso sequenziamento di nuova generazione (come PacBio HiFi). 

Nell’articolo viene utilizzato il termine “attività telomerasica”, sebbene 

l’analisi TRF utilizzata negli esperimenti consenta di misurare 

esclusivamente la distribuzione delle lunghezze dei telomeri e, nel contesto 

del saggio TRACE, di ricavare un indice di sintesi telomerica. La capacità 

delle cellule di sintetizzare DNA telomerico è influenzata da diversi fattori: 

quantità di telomerasi disponibile, accessibilità dei telomeri, disponibilità 

intracellulare di dNTP, stato metabolico della cellula, velocità catalitica e 

processività della telomerasi. In particolare, la velocità catalitica e la 

processività sono due proprietà intrinseche e ben distinte dell’enzima: la 

prima rappresenta la rapidità con cui la telomerasi catalizza l’incorporazione 

dei nucleotidi durante la sintesi del DNA telomerico, mentre la seconda è la 
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capacità di aggiungere consecutivamente più ripetizioni telomeriche a una 

stessa estremità di DNA senza dissociarsi dal substrato [12]. Gli autori non 

eseguono una netta distinzione tra questi due parametri, né effettuano dei 

saggi specifici per il loro monitoraggio nei vari esperimenti, limitandosi 

invece ad osservare i cambiamenti nella lunghezza dei telomeri a seguito 

dei trattamenti. Pertanto, le variazioni osservate mediante TRF non 

consentono di stabilire se l’effetto sulla sintesi telomerica dipenda da 

un’alterazione della velocità catalitica, della processività o di altri fattori che 

influenzano l’attività complessiva della telomerasi. 

L’utilizzo di farmaci e della Dm-dNK per il ripristino telomerico può 

rappresentare una prospettiva interessante per il trattamento delle TBD, ma 

va considerato che tale enzima è estraneo alla fisiologia delle cellule umane 

e che la sua introduzione potrebbe non avere un effetto terapeutico 

specifico sui telomeri. Gli stessi autori sottolineano inoltre che la presenza 

di telomeri lunghi non significa necessariamente che la cellula si trovi in uno 

stato di salute: una lunghezza telomerica eccessiva è associata a un 

aumento della predisposizione a determinate neoplasie quali melanoma, 

leucemia linfatica cronica e altri tumori. 

Nel complesso, gli esperimenti condotti dagli autori supportano l’esistenza 

di un forte legame tra il metabolismo dei dNTP e la sintesi telomerica, 

offrendo una panoramica più ampia rispetto ai normali saggi in vitro utili a 

misurare l’attività della telomerasi. Il saggio TRACE sviluppato dagli autori 

rappresenta uno strumento utile per studiare i cambiamenti della lunghezza 

dei telomeri in determinati contesti e per testare molecole ad azione 

farmacologica; va però considerato che le condizioni sperimentali e i 

trattamenti a cui le cellule sono sottoposte allontanano il sistema dalle reali 

condizioni fisiologiche. Infine, gli autori propongono che le pressioni 

selettive sui livelli intracellulari dei dNTP, rappresentate dalla necessità di 

mantenere la fedeltà replicativa e allo stesso tempo garantire la restrizione 

del DNA virale, possano aver plasmato l'omeostasi della lunghezza dei 

telomeri nel corso dell'evoluzione. Al contrario, la necessità di mantenere 

l’attività retrotrascrizionale potrebbe aver contribuito a determinare i limiti 

inferiori dei livelli di dNTP compatibili con la funzionalità telomerica.  
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  R =   Segnale > 5 Kb  Segnale < 5 Kb


        R b =  R campione   −  R eGFP


  Sintesi Relativa =    R  b  (trattato)   R  b  (non trattato)

