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I TELOMERI 

 

Molto prima che venisse scoperta la struttura di base del DNA ed ancor prima che 

si riuscissero a chiarire i meccanismi di replicazione, le estremità dei cromosomi 

eucariotici, chiamate telomeri, furono individuate come regioni in possesso di 

speciali proprietà (Muller, 1941; McClintock, 1941). Studi pionieristici basati su 

metodi di genetica classica, svolti da Muller,  sulla mosca della frutta Drosophila e 

da McClintock su Zea Mays  misero in evidenza come le estremità cromosomiche 

native, a differenza di quelle originate da rotture nelle regioni interne, sono 

protette da reazioni di fusioni e da riarrangiamenti cromosomici. In assenza di 

queste regioni, i cromosomi sono privati di una funzione protettiva fondamentale 

rendendo le estremità cromosomiche indistinguibili dalle rotture a doppio filamento 

del DNA (Double Strand Breaks – DSBs), con conseguenze disastrose per la 

stabilità dell’intero genoma. La funzione di protezione delle estremità 

cromosomiche è generalmente definita “capping telomerico” ed è ormai 

unanimemente riconosciuta come una delle proprietà fondamentali dei cromosomi 

eucariotici, non soltanto importante per garantire la stabilità genomica ma anche 

per consentire la divisione cellulare, proteggere dall’invecchiamento e come difesa 

contro il cancro (Stewart e Weinberg, 2009; Aubert e Lansdrop, 2008; Deng et al. 

2008; Jeyapalan e Sedivy, 2008). 

In seguito alla scoperta della struttura del DNA a doppia elica ed al 

meccanismo di replicazione operato dalle DNA Polimerasi, sorse il problema di 

come venissero replicate per intero le estremità cromosomiche (end replication 

problem), senza perdere ad ogni ciclo cellulare porzioni di telomero. Analisi 

successive misero in evidenza che i telomeri, invece che terminare con estremità 

piatte, in realtà possedevano una regione di protrusione a singolo filamento al 3’ 

prodotta attraverso la sintesi del filamento guida (Lingner et al. 1995). La scoperta 

che nel ciliato Tetrahymena le sequenze telomeriche di DNA sono formate da 

semplici ripetizioni in tandem di corte sequenze di DNA (Blackburn e Gall, 1978), 

indicarono che l’evoluzione aveva evidentemente trovato una soluzione differente 

al cosiddetto end replication problem (Szostak e Blackburn, 1982). In un lavoro, 

che costituisce una pietra miliare per lo studio dei telomeri, Szostak e Blackburn 

nel 1982 dimostrarono che questa soluzione, osservata in Tetrahymena, era 

evolutivamente conservata tanto che le ripetizioni telomeriche di ciliato potevano 

essere utilizzate e mantenute anche nel lievito Saccharomyces cerevisiae. Queste 

scoperte permisero di ipotizzare l’esistenza di un meccanismo completamente 

nuovo di sintesi del DNA adottato per la replicazione dei telomeri gettando le basi 

per quella che sarebbe stata da li a pochi anni la scoperta della telomerasi (Greider 

e Blackburn, 1985). La telomerasi è una trascrittasi inversa che usa una specifica 
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molecola di RNA (Greider e Blackburn, 1987), parte integrante dell’oloenzima, 

come templato per l’aggiunta di ripetizioni ricche in TG al filamento 3’ sulla 

porzione terminale dei cromosomi. In seguito si è scoperto che l’uso della 

telomerasi è la soluzione all’end replication problem più largamente utilizzata dagli 

organismi eucarioti, con alcune eccezioni come per esempio in Drosophila il cui 

mantenimento telomerico è basato su un meccanismo di retrotrasposoni.   

L’identificazione di mutanti difettivi nei vari componenti della telomerasi di 

lievito (Lundblad e Szostak, 1989; Singer e Gotteschling, 1994; Lendvay et al., 

1996) e la costruzione di  ceppi knockout per il gene dell’RNA della telomerasi in 

topo (Blasco et al., 1997), dimostrarono che la telomerasi è assolutamente 

indispensabile per prevenire la lenta erosione delle estremità cromosomiche e 

quindi per garantire la vitalità della cellula. In assenza di attività telomerasica, i 

telomeri di molte cellule somatiche umane, perdono ad ogni ciclo cellulare circa 

50-100bp in seguito al processo di erosione. Quando la lunghezza telomerica 

declina al di sotto di una certa soglia, si innesca un irreversibile processo di arresto 

della proliferazione chiamato senescenza. La senescenza cellulare serve a 

prevenire il perpetuarsi di cellule in cui si sono verificati fenomeni di instabilità 

cromosomica ed eccessivo accorciamento dei telomeri. Poiché la maggior parte 

delle cellule somatiche di mammifero non esprime una telomerasi funzionante 

(Carrol e Ly, 2009, review), l’erosione dei telomeri si impone sul potenziale 

proliferativo cellulare che si pensa sia alla base della soppressione del processo di 

progressione tumorale (Hanahan e Weinderg, 2000). Molti tumori infatti, 

presentano cellule che sfuggono a questo processo di limitazione attraverso la 

riattivazione di meccanismi di mantenimento dei telomeri. Più comunemente 

questo si ottiene attraverso l’attivazione della telomerasi (Shay e Bacchetti, 1997) 

tuttavia, alcuni tipi di cancro, mantengono i telomeri attraverso meccanismi 

telomerasi indipendenti (Bryan e Reddel, 1997). Fu inizialmente osservato in 

lievito che in condizioni di assenza di telomerasi, una piccola frazione di cellule 

sfuggivano al processo di senescenza attraverso un meccanismo alternativo di 

mantenimento dei telomeri basato sulla ricombinazione (Lundblad e Blackburn, 

1993). Questo meccanismo, denominato ALT (Alternative Lengthening of 

Telomere), è presente anche nell’uomo, associato ad alcune forme di cancro. 

Generalmente nell’ 80-90% dei tumori vi è una riattivazione della telomerasi 

(Cesare e Reddel, 2008), tuttavia, in alcune forme (sarcomi), il mantenimento dei 

telomeri tramite ALT, può raggiunge percentuali che vanno oltre il 30% dei 

campioni tumorali (Matzuo et al., 2009). In questo caso, nei pazienti in cui è stata 

osservata la presenza dei meccanismi ALT nelle cellule tumorali, la prognosi è 

sempre estremamente severa (Matsuo et al., 2009).  
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Disordini nella struttura e funzionalità dei telomeri, dovute a difetti a carico 

della telomerasi o nelle proteine che ne regolano il metabolismo, sono anche la 

causa di numerose malattie umane, non sempre associate al cancro. In particolare 

patologie quali la Fibrosi Polmonare Idiomatica, la Sindrome di Cri du Chat e la 

sindrome di Werner, detta anche da invecchiamento precoce, oltre al gruppo delle 

patologie normalmente classificate come Bone Marrow Faliure Syndromes (BMFS) 

(Discheratosi Congenita, Anemia Aplastica, Sindrome Mielodisplastica e Leucemia 

Mieloide Acuta), pur presentando sintomi diversi sono tutte caratterizzate 

dall’incapacità di preservare il corretto equilibrio del telomero. (Carrol e Ly, 2009).   

 

 

LA TELOMERASI: UNA TRASCRITTASI INVERSA CON UN TEMPLATO AD RNA 

  

Ad esclusione di alcuni organismi per lo più unicellulari, quali i ciliati e microbici, 

come i virus, la replicazione semi-conservativa del DNA inizia da origini interne alle 

ripetizioni telomeriche. Tale meccanismo di replicazione dei cromosomi è mediato 

dalle DNA polimerasi che determina la formazione di un’estremità 3’ a singolo 

filamento non replicata.  

 

Fig. 1: La DNA polimerasi convenzionale sintetizza il DNA in direzione 5’ – 3’. Il leading strand (rosso) 

può essere sintetizzato in maniera continua, mentre il lagging strand (verde) è sintetizzato a partire 

da corti frammenti di RNA di 8-12 bp (okazaki), utilizzati come inneschi (blu). Dopo la replicazione i 

frammenti di RNA vengono rimossi ed i buchi riempiti ad eccezione dell’ultimo frammento di RNA 

all’estremità cromosomica del lagging strand che non può essere replicato. Questo processo 

determina la formazione di una regione di DNA a singolo filamento al 3’ ed una progressiva perdita di 

informazione nel lagging strand.  

 

Questo fenomeno chiamato end replication problem, causato dall’unidirezionalità 

del processo replicativo (5’-3’) e dal fatto che le DNA polimerasi necessitano di una 
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sequenza di innesco (Greider e Blackburn, 1985), fu inizialmente messo in luce da 

Olovnikov nel 1971 (Olovnikov, 1971) (Fig.1).  

Nella maggioranza degli eucarioti tale problema viene risolto mediante 

specifici meccanismi di allungamento dei telomeri che bilanciano la graduale 

perdita di informazione (Blackburn, 1989) mediati dalla telomerasi, l’enzima che si 

occupa di garantire la completa replicazione del DNA (Greider e Blackburn, 1985). 

La telomerasi è una ribonucleoproteina con attività di trascrittasi inversa, che 

provvede ad allungare le estremità 3’ del telomero sintetizzando nuove ripetizioni 

telomeriche (Greider, 1996). Questo enzima inizialmente identificato e purificato in 

Tetrahymena (Greider e Blackburn, 1985), possiede una struttura altamente 

conservata costituita da una subunità proteica con attività di trascrittasi inversa 

(Telomerase Reverse Transcriptase – TERT) ed una componente ad RNA (TER - 

Telomerase-RNA) oltre ad una serie di altre proteine coinvolte in vari processi 

specie-specifici. La TER contiene una corta sequenza, lunga circa 2 ripetizioni 

telomeriche, complementare al filamento ricco in G che funge da stampo per la 

sintesi del DNA telomerico. Il meccanismo di allungamento dei telomeri prevede 

quindi una fase di appaiamento della telomerasi, una  di sintesi e una di 

traslocazione in cui il filamento neosintetizzato retrocede lasciando disponibile il 

templato per la sintesi del modulo successivo (Fig.2). 

 

Fig.2: Modello schematico dell’attività della telomerasi. Il templato ad RNA della telomerasi (filamento 

ricco in CA preso da Tetrahymena) è complementare alla protrusione 3’ del telomero. La proteina TERT 

(ovale blu) aggiunge nucleotidi (rosso). La traslocazione ed il successivo riposizionamento della 

telomerasi danno il via ad un nuovo ciclo (verde). B) Struttura del dominio TERT. Residui di acido 

aspartico altamente conservati  necessari per la catalisi sono indicati “D”. Le regioni dell’N-terminale 

conferiscono alta affinità (verde) e bassa affinità (blu) al legame con l’RNA. 

 

A) 

B) 
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Subunità catalitica della Telomerasi: con poche eccezioni la TERT è 

caratterizzata da domini strutturali altamente conservati (Fig.2 B). La regione 

centrale della TERT presenta una notevole omologia con altre Trascrittasi Inverse 

(Reverse Transcriptase - RT) compresi sette motivi canonici che contribuiscono 

all’attività catalitica (Nakamura et al., 1997). La porzione meno conservata della 

TERT si trova nella regione C-terminale del dominio (CTE). TERT di lievito in cui il 

CTE è stato rimosso mantengono telomeri corti ma stabili in vivo (Autexier e Lue, 

2006). Al contrario nell’uomo mutazioni in questa regione compromettono il 

mantenimento del telomero senza tuttavia influire sull’attività catalitica della 

proteina (Autexier e Lue, 2006). La regione della TERT che contribuisce a conferire 

le proprietà uniche della telomerasi, compresa l’associazione con il templato ad 

RNA ed il legame con le proteine aggiuntive, si trova nella regione N-terminale. In 

particolare le regioni note come CP, QFP e T (Fig.2 B) conferiscono l’elevata affinità 

per la componente ad RNA. La regione GQ invece ha una bassa affinità per l’RNA 

ma media l’associazione con altri componenti della telomerasi (Autexier e Lue, 

2006). 

Componente ad RNA della Telomerasi: la componente TER è stata clonata da 

diversi organismi mostrando un elevata variabilità, in lunghezza, sequenza e 

struttura (Theimer e Feigon, 2006). In comune tutte le TER condividono una corta 

sequenza templato complementare alle ripetizioni telomeriche (Fig3 A). Mutazioni 

introdotte nella componente ad RNA inducono la sintesi di un DNA telomerico 

mutato avente la stessa sequenza del corrispondente templato telomerico (Greider 

e Blackburn, 1985). La possibilità di variare il templato telomerico e quindi di 

cambiare le caratteristiche di sintesi della telomerasi è stata utilizzata da diversi 

ricercatori allo scopo di chiarire alcuni aspetti del metabolismo telomerico, quali ad 

esempio, quelli legati alle interazioni dirette del DNA telomerico con le sue 

proteine. Un approccio più estremo ha portato alla sostituzione  dell’intero 

dominio-templato da 16 bp del gene TLC1, che codifica per l’RNA della telomerasi 

del lievito S. cerevisiae, con la sequenza del templato telomerico di mammifero 

(umanizzato); ceppi di lievito con il templato telomerico umanizzato sono in grado 

di aggiungere sequenze telomeriche umane all’estremità dei cromosomi di lievito. 

Tali ceppi di lievito con l’allele tlc1-human (tlc1-h) hanno il telomero più corto di 

circa 100 bp, rispetto al ceppo aploide isogenico che porta l’allele WT TLC1 

(Henning et al., 1998; Auriche et al., 2008 review - Allegato 1). Questo indica che 

le sequenze telomeriche umane, pur essendo riconosciute dal lievito, non vengono 

correttamente regolate determinando un accorciamento telomerico durante la 

crescita cellulare.  
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Fig.3: A) Rappresentazione schematica della struttura secondaria della componente ad RNA della 

telomerasi in Tetrahymena thermophilis, Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae. B) 

Rappresentazione schematica della struttura della telomerasi in S. cerevisiae. Est1 ed Est2 sono la 

componente proteica della telomerasi mentre Tlc1 è la porzione ad RNA che contiene la sequenza 

templato.  

 
In S. cerevisiae e negli altri organismi in cui è stata studiata, la subunità 

catalitica Est2 della telomerasi forma un complesso con la componente ad RNA 

trascritta dal gene TLC1 (Fig.3 B). Sebbene questi due elementi siano sufficienti 

per ripristinare l’attività in vitro, Est2 in vivo si ritrova associata a diverse proteine  

tra cui Est1, Est3, che sono indispensabili per l’attività telomerasica in vivo. 

Mutanti est2 e tlc1 ma anche  est1, est3 inducono uno stato di senescenza cui 

segue la morte cellulare in una vasta frazione della popolazione. 

 

 

PROTEINE ED ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE DEI TELOMERI DI 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

La lunghezza dei telomeri eucariotici è fissata in un intervallo che è specie 

specifico. In S. cerevisiae ad esempio i telomeri sono caratterizzata da ripetizioni 

di DNA eterogenee, comunemente abbreviate in TG1-3, con una lunghezza che 

varia dalle 250 alle 350 paia di basi; nell’uomo i telomeri hanno una sequenza 

abbreviata in T2AG3 con una la lunghezza che varia tra 5 e 10 kb. Le estremità 

cromosomiche inoltre terminano con una regione di DNA a singolo filamento che 

sporge al 3’ (G-Tail). In lievito questa regione è variabile ed è compresa tra 12-14 

A) 

B) 
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bp fino a 50-100 bp in tarda fase S (Larrivee et al., 2004) mentre nell’uomo la 

regione di DNA telomerico a singolo filamento varia tra 100 e 280 nt (Wright et al., 

1997) (Fig.4).  

 

Fig.4: Organizzazione telomerica e subtelomerica in diversi organismi. 

 

Il fatto che, anche in specie diverse, la lunghezza del telomero sia mantenuta 

costante, seppur all’interno di un intervallo di lunghezze, implica l’esistenza di un 

meccanismo di regolazione. Potenzialmente esistono due vie per regolare la 

lunghezza dei telomeri: 1) aggiunta dell’appropriato numero di ripetizioni 

telomeriche; 2) aggiunta di un numero fisso di ripetizioni telomeriche e successivo 

accorciamento mediante attività esonucleasica. I primi esperimenti per cercare di 

comprendere i processi coinvolti nella regolazione della lunghezza dei telomeri, 

evidenziarono da subito che il meccanismo non era il risultato dell’azione 

esonucleolitica a carico di ripetizioni telomeriche eccessivamente lunghe, ma al 

contrario dell’attività diretta della telomerasi che preferenzialmente allunga i 

telomeri più corti (Marcand et al., 1999).  

Molto prima che si chiarisse l’esistenza di un processo di controllo sul 

telomero telomerasi-dipendente, Murray et al., (1988) avevano proposto 

l’esistenza di un meccanismo di feedback in grado di percepire la lunghezza del 

DNA telomerico e di ridurne la sintesi quando questo eccedeva una certa 

estensione. Questa proposta di regolazione operata dalla telomerasi necessitava 

tuttavia di ulteriori conferme.  

In Saccharomyces cerevisiae, la regione di DNA telomerico a doppio 

filamento è legata direttamente dalla proteina Rap1 (Repressor/Activator-site 

binding Protein) tramite due domini Myb in tandem (Shore, 1994). Nel corso di 

studi sull’effetto di Rap1 sul silenziamento di geni telomerici, Marcand et al., 
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(1997) notarono che, il legame specifico della regione C-terminale di Rap1 ad un 

tratto di sequenze TG in un singolo telomero, determinava una riduzione della 

lunghezza del telomero stesso, inoltre tale riduzione era direttamente 

proporzionale al numero di domini-C legati. Questi risultati furono la conferma 

dell’esistenza di un meccanismo di feedback per la regolazione dei telomeri che 

coinvolge la regione C-terminale di Rap1. Ancora prima che emergesse questo 

meccanismo di feedback, definito anche di “counting negativo”, analisi genetiche 

effettuate su mutanti puntiforme avevano suggerito che Rap1 era un regolatore 

negativo della lunghezza dei telomeri. Mutazioni puntiformi nella regione C-

terminale di Rap1 avevano mostrato un allungamento telomerico fino al 

raggiungimento di un nuovo equilibrio (Sussel e Shore, 1991), mentre la completa 

delezione del dominio C-terminale  determinava un eccessivo allungamento dei 

telomeri causati dalla perdita totale di regolazione (Kyrion et al., 1992). Tuttavia, 

altri lavori suggerirono che Rap1 potesse avere un ruolo ben più complesso a 

causa del suo coinvolgimento in processi differenti dal metabolismo telomerico. 

Studi successivi, sempre volti a definire il ruolo della regione C-terminale, 

rivelarono che Rap1 interagisce direttamente, con altre due proteine chiamate 

Rif1 (Rap1-Interacting Factor 1) (Hardy et al., 1992) e Rif2 (Rap1-

Interacting Factor 2) (Wotton e Shore, 1997). Delezioni di RIF1 o di RIF2 

causano allungamento telomerico, ~600 bp nel caso di rif1-∆ e ~150 per rif2-∆ ed 

i doppi mutanti presentano un fenotipo del tutto simile a quello dei mutanti privi 

della regione C-terminale di Rap1 (Wotton e Shore, 1997). Successivamente si 

dimostrò che i mutanti di delezione rif1 e rif2 mostravano un incremento della 

frequenza di allungamento dei telomeri telomerasi-dipendente (Teixeira et al., 

2004) evidenziando che quello che era considerato un counting mediato da Rap1 è 

in realtà un counting Rif1-Rif2 dipendente. Secondo questo modello quindi, il ruolo 

di Rap1 è quello di mediare il caricamento del complesso Rif1/2 al telomero che a 

sua volta opera la regolazione (Levy e Blackburn, 2004). Parte del meccanismo 

attraverso il quale Rif1 e Rif2 inibiscono l’allungamento telomerico passa 

attraverso il blocco del legame della proteina chinasi Tel1 al telomero (Hirano et 

al., 2009).  

La perdita di funzionalità di Tel1 determina l’instaurarsi di un nuovo equilibrio 

nella lunghezza delle ripetizioni telomeriche, che risultano essere più corte rispetto 

al ceppo selvatico. In oltre, in assenza si Tel1, la delezione della regione C-

terminale di Rap1 così come l’eliminazione di Rif1 o Rif2 non hanno effetto sulla 

lunghezza media dei telomeri (Craven e Petes, 1999; Ray e Runge 1999a) 

suggerendo che il meccanismo di counting Rap1/Rif1/Rif2-dipendente necessita di 

Tel1 ed in assenza di questa proteina un meccanismo Rap1-indipendente è 
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responsabile della regolazione dei telomeri (Brevet et al., 2003; Alexander e 

Zakian 2003).  

 

 

 

 

 

 

 
Fig.5: Struttura del telomere di S.cerevisiae e delle proteine ad esso associate: le proteine 

Rap1(Repressor Activator Protein 1) si associano al DNA telomerico a doppio filamento e mediano il 

reclutamento delle proteine Sir2, Sir3 e Sir4 (Silent Information Regulator Protein)  e del dimenro 

Rif1 e Rif2 (Rap1 Interacting Factors) coinvolto nella regolazione della lunghezza del telomero.  Il 

complesso eterodimerico Ku (Ku70/80) interagisce con la parte terminale del telomero ed attraverso 

l’interazione con la regione del ku-loop della componente ad RNA della telomerasi ne favorisce il 

caricamento al telomero. Cdc13 (Cell Division Control Protein 13) e le proteine ad esso associate 

(Stn1 e Ten1) si legano alla protrusion-3’ telomerica a singolo filamento (complesso CST). 

 

Come suggerito da esperimenti di “two-hybrid” il dominio C-terminale di 

Rap1 non solo è coinvolto nel associazione con Rif1-2 ma recluta anche il 

complesso multiproteico Sir2, Sir3, Sir4 (Silent Information Regulator 

proteins) (Palladino et al., 1993; Moretti et al., 1994). Il complesso delle proteine 

Sir è coinvolto in numerose attività e nella regolazione di importanti processi come 

il silenziamento trascrizionale, la struttura della cromatina, la stabilità genomica, il 

riparo del DNA ed anche l’invecchiamento. Mediante una tecnica combinata di 

immunofluorescenza/ibridazione in situ (IF/FISH), è stato dimostrato che Rap1p, 

Sir3 e Sir4 co-localizzano con i domini telomerici e con l’elemento subtelomerico Y’ 

(Gotta et al., 1996). In particolare è stato osservato che Sir2, 3, e 4 si legnano 

come un complesso, a livello dei nucleosomi subtelomerici, attraverso l’interazione 

con la coda amino terminale degli istoni H3 ed H4 (Strahl-Bolsinger, et al., 1997), 

Questo legame sembra influire sul livello di acetilazione degli istoni in quanto il 

DNA subtelomerico risulta essere meno accessibile e più compatto rispetto al resto 

della cromatina (Gottschling, 1992). Un ruolo chiave è quello svolto dalla proteina 

istone-deacetilasi NAD-dipendente Sir2 (Smith et al., 2000) che agisce 

sull’organizzazione del DNA (Chiani et al., 2006) e collabora con diverse proteine 

Sir al silenziamento genico sia dei loci HML ed HMR (Rine et al., 1987) che al 

silenziamento telomerico (Straight et al., 1999). 

Analisi di immunoprecipitazione, in cellule di lievito, evidenziano che anticorpi 

anti-Sir3 immunoprecipitano il DNA telomerico, tuttavia, se si inducono rotture a 
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doppio filamento nel DNA, si osserva una riduzione sostanziale 

dell’immunoprecipitazione della cromatina telomerica ed una rilocalizzazione delle 

proteine Sir ai siti di rottura (Mills et al., 1999; Martin et al., 1999).  Alcune 

osservazioni inoltre, indicano che le proteine Sir si associano direttamente a livello 

della giunzione delle estremità rotte durante la ricombinazione non omologa 

(NHEJ) (Tsukamoto et al., 1997) e che questa redistribuzione è mediata dai geni 

checkpoint Mec1 e Rad9 (Mills et al., 1999). In accordo con questi risultati si 

ipotizza che la localizzazione delle Sir ai telomeri possa servire da accumulo e 

riserva di tali proteine. Un meccanismo di riparo, organizzato sulla mobilitazione di 

proteine già sintetizzate, è certamente in grado di rispondere più rapidamente ad 

eventi di rottura rispetto ad un altro meccanismo che richieda l’induzione 

trascrizionale e la sintesi proteica.  

Un altro complesso di proteine estremamente importante per la regolazione 

dei telomeri, si trova confinato in prossimità della zona di DNA a singolo filamento 

che costituisce la cosiddetta coda al 3’. Queste proteine hanno un duplice ruolo: 

proteggere le estremità cromosomiche (capping) dall’azione delle nucleasi e dai 

processi di degradazione del telomero; rendere il telomero accessibile all’azione 

della telomerasi (Nugent et al., 1996). La proteina meglio caratterizzata, 

responsabile della protezione dell'estremità telomerica in S. cerevisiae, è codificata 

dal gene essenziale CDC13 (Cell Division Control Protein 13). La proteina 

Cdc13 mostra un elevata affinità e specificità per il DNA telomerico a singolo 

filamento in vitro, e nel legame con la protrusione al 3' in vivo (Nugent et al., 

1996; Lin e Zakian, 1996). Oltre a questo ruolo, Cdc13 è certamente coinvolta 

anche nell’allungamento del filamento ricco in G da parte della telomerasi. Infatti, 

la mutazione nel gene CDC13, chiamata cdc13-2, determina un fenotipo simile a 

quello osservabile in ceppi difettivi per la telomerasi (Lingner et al., 1997). Inoltre 

fusioni geniche tra CDC13 ed EST1 (una delle subunità proteiche del complesso 

della telomerasi) inducono la formazione di telomeri particolarmente lunghi 

suggerendo che Cdc13 promuove il caricamento della telomerasi attraverso 

un'interazione diretta con l'enzima (Evans e Lundblad, 1999). Questo modello del 

reclutamento proposto da Lundblad e collaboratori ha ricevuto successive conferme 

attraverso studi di immunoprecipitazione. In particolare Taggart e collaboratori 

mostrarono che Cdc13 così come le proteine della telomerasi prese in esame in 

questo studio (Est1 ed Est2), hanno un picco di associazione con i telomeri in fase 

S (Taggart et al., 2002; Bianchi et al., 2004). Si è in oltre osservato che Est2, ma 

non Est1, è associata al telomero anche in G1 e questa associazione decresce, per 

poi raggiungere un massimo in tarda fase S. Lavori successivi evidenziarono che 

l’associazione G1 specifica di Est2 richiede la presenza dell’eterodimero 

yKu70/yKU80 (DNA elicase II 70-80 kDa subunits) (Fisher et al., 2004). Il 
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complesso yKu70/80 interagisce con una regione del templato ad RNA (TLC1) della 

telomerasi durante la fase S e questo favorisce il caricamento dell’oloenzima. 

Tuttavia il caricamento della telomerasi è legato anche alla presenza di Cdc13, 

poiche in assenza di questa proteina, l’efficienza dell’associazione della telomerasi 

al telomero si dimezza. L’inibizione completa del legame della telomerasi richiede 

l’eliminazione sia del complesso yKu70/80 che di Cdc13 (Chan et al., 2008). Come 

dimostrato dai mutanti temperatura sensibili cdc13-1, al di sotto della temperatura 

ottimale, si osserva l’accumulano estese regioni di DNA a singolo filamento (Garvik 

et al., 1995; Nugent et al., 1996). Mutati di delezione, cdc13∆, possono 

sopravvivere in presenza di telomeri allungati tramite meccanismi ricombinazione-

dipendenti, tuttavia questi mutanti risultano vitali soltanto in assenza anche dei 

geni preposti al controllo del danno al DNA. Questo suggerisce che nei ceppi 

cdc13∆, così come nei mutanti Cdc13 temperatura sensibili, la presenza di 

estremità non protette potrebbe innescare l’attivazione dei checkpoint di danno al 

DNA che inducono l’arresto del ciclo cellulare e successivamente la morte (Larrivee 

et al., 2006). Il fenotipo dei mutanti cdc13-1 viene tuttavia soppresso anche 

dall’incremento nel dosaggio di altre due proteine telomeriche STN1 e TEN1 

(Grandin et al., 2001; Chandra et al., 2001). Queste tre proteine si associano 

insieme per formare il cosiddetto complesso CST (Cdc13-Stn1-Ten1) che ricorda 

molto il complesso RPA (Replication Protein A), coinvolto in numerose reazioni del 

metabolismo del DNA (Gao et al., 2007). CST quindi, sembra essere un complesso 

simile all’RPA ma con funzioni telomero-specifiche. E’ chiaro che il ruolo di CST non 

è soltanto quello di proteggere il telomero ma anche di regolare l’attività della 

telomerasi (Puglisi et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6: Proteine principali coinvolte nella regolazione della lunghezza del telomero. Il complesso Rap1-

Rif genera dei segnali di inibizione dipendenti dalla lunghezza del telomero che regolano negativamente 

l’accesso della telomerasi. Rif2 compete con Tel1 per il legame con Xrs2 del complesso MRX, 

limitandone l’attività chinasica. Quando Tel1 è presente, questa proteina è in grado di fosforilare Cdc13 

creando un segnale favorevole al caricamento della telomerasi mediato dall’interazione con la subunità 

Est1. La DNA polimerasi α/primasi interagisce con il complesso CST impedendo il reclutamento della 

telomerasi. 
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RUOLO DELLE REGIONI SUB-TELOMERICHE NEL MANTENIMENTO DEL TELOMERO 

 

Altri elementi che caratterizzano la struttura delle estremità cromosomiche sono le 

sequenze subtelomeriche. Queste regioni sono composte da sequenze di DNA 

mediamente ripetute ed immediatamente adiacenti alle sequenze telomeriche. In 

molte specie i gruppi di ripetizioni terminali e le sequenze interne uniche sono 

separati da blocchi di DNA associato al telomero (TA DNA), solitamente specie-

specifici, con elevata variabilità in lunghezza e nel grado di ripetitività. Le 

sequenze subtelomeriche sembrano essere coinvolte in numerosi processi: 

l’elevata variabilità delle ripetizioni può determinare interazioni specifiche 

telomero-telomero che facilitano l’appaiamento dei cromosomi alla meiosi; inoltre, 

sono coinvolte nei meccanismi di regolazione della lunghezza del telomero 

attraverso un azione in parallelo tra il checkpoint Tel1 e Tbf1 (Arneric e Lingner, 

2007), una proteina subtelomerica, evolutivamente molto simile a Rap1 (Hogues 

et al.,2008); la presenza di ripetizioni telomeriche in posizione subtelomerica può 

portare a scambi telomerici e possono così contribuire al mantenimento dei 

telomeri, nel caso in cui il meccanismo principale di replicazione del telomero via 

telomerasi sia assente (cellule ALT - Alternative Lengthening of Telomeres). 

Ripetizioni subterminali potrebbero anche salvaguardare i geni essenziali da 

processi dinamici di perdita e aggiunta di materiale genetico che avvengono alle 

estremità (Bryan et al., 1995) agendo in tal modo da zone cuscinetto tra le 

estremitàe la parte codogenica dei cromosomi. Gli elementi di DNA associato al 

telomero meglio caratterizzati appartengono alle famiglie Y’ e X di S. cerevisiae, 

anche se ripetizioni simili sono state descritte per organismi quali Plasmodium 

falciparum e uomo (De Lange et al., 1990). L’elemento Y’ si trovain circa la metà 

dei cromosomi, immediatamente adiacente alle ripetizioni terminali TG1-3, è 

presente in un numero di copie che può variare da uno a quattro. Ordinamenti in 

tandem di 8-20 copie di sequenze ripetute di 36 paia di basi sono presenti 

all’interno dell’elemento Y’, che inoltre contiene un altro ordinamento in tandem 

costituito da tre copie di una sequenza ripetuta di 10 paia di basi 

(TT/GAGGGCTAT)2-3 all’interno della quale sono riconoscibili due copie della 

sequenza telomerica di vertebrato TTAGGG. Gli elementi Y’ sono esclusivi di S. 

cerevisiae e di S. paradoxus, non si ritrovano in altre specie di Saccharomyces; 

sono presenti in due classi di diversa lunghezza, 5.2 Kb e 6.7 Kb (Y’-short e Y’-

long), che differiscono per la presenza/assenza di una sequenza interna di 1.5 Kb. 

Gli elementi genomici Y’ possono ricombinare gli uni con gli altri così da potere 

essere trasferiti ad estremità mancanti inizialmente dell’elemento Y’, viceversa, 

eventi ricombinativi possono privare un telomero dell’elemento Y’. La famiglia 

d’elementi subtelomerici Y’ possiede una sequenza capace di replicarsi 
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autonomamente (ARS), che può fornire l’origine di replicazione quando l’elemento 

Y’ si presenta all’interno della cellula come circolo in grado di replicarsi 

autonomamente. Infine l’elemento Y’ presenta due fasi di lettura aperte (ORFs), 

una delle quali codifica per un polipeptide con omologia al fattore d’inizio della 

trascrizione di più elicasi di lievito, TIF1/2. Tra l’elemento Y’ ed il restante braccio 

cromosomico è presente una famiglia di sequenze ripetute, ma meno conservate, 

chiamate X. L’elemento X ha dimensioni che possono variare da 0.3 a 3.7 kb 

(Chan e Tye, 1983); esso si presenta molto eterogeneo, con una regione 

altamente conservata di 475 paia di basi, definito ‘core’ X, all’interno della quale è 

presente un’origine di replicazione autonoma (ARS) e, in molti casi, il sito di 

legame per la proteina Abf1p, prodotto genico coinvolto sia nella regolazione 

trascrizionale sia nella replicazione. E’ inoltre presente una ripetizione e mezza 

della sequenza telomerica di vertebrato TTAGGG, sito di legame per il prodotto 

proteico del gene essenziale di lievito Tbf1. Brevi ripetizioni telomeriche sono 

presenti come elementi di giunzione tra gli elementi X e Y’ o tra l’elemento X ed il 

telomero. Il sequenziamento del genoma di S. cerevisiae rivela che regioni in 

prossimità degli elementi subtelomerici hanno una bassa densità di ORFs e 

contengono sequenze che sono ripetute anche altrove nel genoma. Tra le 

sequenze codificanti in posizione terminale vi sono i membri di famiglie 

multigeniche quali SUC, MAL e MEL che codificano enzimi necessari all’utilizzo di 

fonti di carbonio, quali glucosio e maltosio.  

 

LA PROTRUSIONE AL 3’ A SINGOLO FILAMENTO DI DNA PARTECIPA 

ALL’OMEOSTASI DEI TELOMERI 

 

Tutti i tipi di cellule, dai batteri con cromosomi circolari, all’uomo con cromosomi 

lineari, hanno evoluto un meccanismo di risposta al danno al DNA (DDR – DNA 

Damage Response) che viene attivato a seguito di rotture a doppio filamento del 

DNA (DSB – Double Strand Break). I DSB infatti, sono probabilmente i più potenti 

induttori di DDR poiché, una singola rottura del DNA, potrebbe condurre alla 

perdita di materiale genetico al momento della segregazione dei cromosomi. 

L’importanza della risposta al danno del DNA è anche confermata dal fatto che 

molte proteine che controllano il DDR si sono conservate attraverso l’evoluzione dai 

batteri agli archea fino agli eucarioti. E’ interessante osservare come in S. 

cerevisiae, molte delle proteine che regolano la fase precoce del DDR, sono anche 

coinvolte nel mantenimento fisiologico del telomero, mentre quelle che partecipano 

alla fase tardiva sembrano avere un ruolo secondario a livello telomerico. Le 

proteine tardive del DDR ricoprono invece, funzioni importanti in caso di presenza 

di alterazioni del telomero o nei meccanismi di mantenimento alternativo del 
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telomero (ALT) (Enomoto et al., 2002; Lundblad, 2002; Ijipma e Greider, 2003). 

In S. cerevisiae il cosiddetto complesso MRX  è formato dalle tre proteine 

Mre11/Rad50/Xrs (Mre11/Rad50/Nbs1 in mammifero) è reclutato nelle rotture 

del DNA a doppio filamento e determina l’attivazione dei checkpoint coinvolti nella 

ricombinazione omologa (HR – Homologous Recombination) ed in quella non 

omologa (NHEJ – Non Homologous End Joining) (D’amours e Jackson, 2002; 

Sabourin e Zakian, 2008). Tuttavia, sia mammiferi che in S. cerevisiae, il 

complesso MRX ha un importante funzione anche nel mantenimento del telomero. 

Per esempio, la perdita di Mre11 determina un accorciamento dei telomeri in S. 

cerevisiae e nell’uomo (Ritchie e Petes, 2000) ed un alto livello di fusioni 

telomeriche in Drosophila (Ciapponi et al., 2004). Per attivare la via di 

segnalazione del danno al DNA, il complesso MRX, attraverso la regione C-

terminale della componente Xrs2 (Nbs1), interagisce con le PI3-Kinase-like protein 

Kinase (PIKK) in particolare con Tel1 (ATM umano) (Nakada et al., 2003). Tel1 ed 

il complesso MRX sembrano appartenere alla stessa via di segnalazione per il 

mantenimento del telomero poiché singoli e doppi mutanti hanno un fenotipo 

simile caratterizzato da telomeri corti (Ritchie e Petes, 2000). Tuttavia in altri 

contesti, come per esempio per il riparo dei DSB e nella meiosi, il complesso MRX 

lavora indipendentemente da Tel1 (Carballo et al., 2008). Il complesso MRX 

contribuisce al mantenimento dei telomeri sia incrementando l’attività della 

telomerasi che contribuendo al capping telomerico (Ciapponi et al., 2004; Foster et 

al., 2006; Cenci 2009). Nelle cellule di lievito e di mammifero, il complesso MRX è 

coinvolto nel generare la protrusione al 3’ all’estremità dei cromosomi (Larrivee et 

al., 2004; Chai et al., 2006). La formazione della regione di protrusione al 3’ è utile 

per consentire il capping telomerico di fondamentale importanza per tre 

meccanismi: 1) il DNA a singolo filamento al 3’, al contrario di un estremità piatta, 

è il substrato ideale per l’associazione della telomerasi (Lingner e Cech, 1996); 2) 

favorisce l’associazione di proteine telomeriche essenziali come Cdc13-Stn1-Ten1 

che si legano in maniera specifica al DNA telomerico a singolo filamento (Gao et 

al., 2007); 3) favorisce la formazione di strutture secondarie del telomero (T-loop).  

Oltre a questi ruoli il complesso MRX tramite l’azione di Mre11 è coinvolto 

anche nel reclutamento specifico di Tel1 ai telomeri corti e per favorirne quindi il 

successivo riallungamento. (Hector et al., 2007; Sabourin et al., 2007). Mre11 

contiene quattro motivi fosfodiesterci, e sia nell’uomo che in lievito, questa 

proteine possiede un attività endonucleasica per il DNA a singolo filamento ed 

attività esonucleasica 3’-5’ per il DNA a doppio filamento suggerendo che Mre11 sia 

responsabile della formazione delle code sia nei DSB che ai teolomeri (Williams et 

al., 2007). Tuttavia ceppi di S. cerevisiae difettivi per l’attività nucleasica di Mre11 
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soffrono soltanto di una leggera sensibilizzazione alle radiazioni ionizzanti (IR) 

(Moreau et al., 1999).  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7: Modello d’azione del complesso MRX (Mre11-Rad50-Xrs2) nella formazione 

della regione di DNA a singolo filamento. 

 
Poichè la rimozione del complesso MRX in lievito non abolisce completamente 

i meccanismi di riparo del DSB ne la formazione del G-Tail (Larrivee et al., 2004; 

Clerici et al., 2006) è stata ipotizzata l’esistenza altre nucleasi in grado di svolgere 

un ruolo analogo a quello di MRX. In S. cerevisiae l’esonucleasi Exo1 gioca un ruolo 

critico nella rimozione del filamento C in telomeri non protetti quali quelli dei 

mutanti cdc13 o yku70 (Maringele e Lydall 2002; Zubko et al., 2004). Poiché per 

l’attività di Mre11 è importante anche la struttura secondaria che assume il DNA, la 

proteina Rad50 influisce in maniera determinante sull’efficienza del complesso MRX 

stesso (Trujillo KM et al., 2003). In particolare il gene RAD50 di S. cerevisiae 

specifica per una proteina di 153 kDa con un elevata omologia con la proteina 

SdcC di E.coli (Sharples e Leach, 1995), coinvolta mantenimento strutturale di 

cromosomi. Il terzo elemento del complesso, Xrs2 nel lievito (MRX) o Nbs1 nei 

vertebrati (MRN), (Carney et al., 1998; Usui et al., 1998) si unisce per mezzo di 

interazioni dirette con Mre11. Analisi cromatografiche e di sedimentazione 

suggeriscono che la stechiometria del complesso è M2R2X1 (Anderson et al., 2001; 

Usui et al., 1998).  
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Fig.8: Il complesso Rad50/Mre11 visualizzato tramite microscopio a forza atomica. I domini globulari 

più voluminosi di Rad50 associato a Mre11 sono rappresentati in giallo ed arancio, mentre la lunga e 

sottile coda di Rad50 è in blu.  

 

La coda di DNA a singolo filamento che si forma a seguito dell’azione del complesso 

MRX è il substrato per il legame di Rad51. Questo gene codifica per una proteina di 

43-kDa con un omologia strutturale e funzionale a RecA di E. Coli (Krejci et al., 

2003). Analogamente a Rad50, anche Rad51 è in grado di legare il DNA 

(Shinohara et al., 1998). Il legame di Rad51 al DNA a singolo filamento è stimolato 

dal complesso proteico RPA. Il ruolo di RPA sembra quello di rimuovere le strutture 

secondarie che si formano durante la fase di presinapsi di Rad51 favorendone 

l’accesso al DNA. Per riuscire a scalzare il complesso RPA dal DNA sembra 

essenziale per Rad51 l’azione di Rad52. La proteina Rad52 interagisce 

direttamente sia con RPA che con Rad51 e media all’assemblaggio di Rad51 

attraverso la rimozione di RPA da DNA a singolo filamento (Song e Sung, 2000). 

Anche se il meccanismo di ricombinazione Rad51-dipendente è sicuramente il più 

efficiente e quello maggior mente utilizzato nel riparare i DSB, tuttavia sono stati 

osservati significativi tassi di ricombinazione anche in mutanti difettivi per Rad51. 

Lo studio dei mutanti di Rad51 ha evidenziato come Rad52 sia in grado di 

promuovere efficacemente processi di ricombinazione intramolecolari e con una 

minore incidenza favorisce anche fenomeni di invasione di filamento 

intermolecolari. Sia nell’uomo che nel lievito Rad52 forma dei multimeri a forma di 

anello simili a quelli prodotti da Rad51 (Ranatunga et al., 2001). La proteina Rad52 

purificata lega preferenzialmente DNA a singolo filamento e promuove 

l’appaiamento a sequenze di DNA complementari (Mortensen et al., 1996). 

L’appaiamento di lunghe molecole di DNA, da parte di Rad52, è favorito dalla 

presenza di RPA. Il possibile ruolo svolto da RPA sembra essere quella di rimuovere 

le strutture secondarie dal DNA a singolo filamento. Questo favorirebbe l’intervento 
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di Rad52 che fino ad ora risulta  essere l’unico gene essenziale per i processi di 

ricombinazione Rad51-indipendenti. 

  

 

 

 
 Fig.9: Meccanismo d’azione di Rad51. Inizialmente il filamento di DNA viene processato dall’azione del 

complesso MRX che posta alla formazione di una regione a singolo filamento al 3’. Successivamente il 

filamento che si genera viene coperto dall’associazione delle proteine RPA per stabilizzare la struttura. 

La fase successiva prevede l’azione di Rad52 che scalza RPA in favore di Rad51 e la ricerca 

dell’omologia. Una volta che l’omologo è stato individuato Rad51 opera l’invasione di filamento.  

 

 

MECCANISMI DI MANTENIMENTO DEL TELOMERO TELOMERASI-DIPENDENTE  

 

Il passaggio della forca di replicazione prepara il processamento delle estremità 

telomeriche che portano alla generazione (o all’estensione) di una regione di DNA a 

singolo filamento al 3’ ricca in TG. La chinasi Tel1 ed il complesso MRX, che fanno 

parte della stessa via cui partecipa la telomerasi (Ritchie e Petes, 2000), 

potrebbero promuovere l’innesco di attività esonucleolitiche multiple. Evidenze 

sperimentali suggeriscono che l’attività di MRX/Tel1 è probabilmente inibita in cis 

dall’azione del complesso Rap1/Rif associato al telomero (Chan et al., 2001). Il 
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filamento al 3’  che viene generato promuove l’associazione di Cdc13 (Tsukamoto 

et al., 2001). L’aumento del legame di Cdc13 conduce al reclutamento 

dell’oloenzima della telomerasi, attraverso l’interazione Cdc13-Est1 ed alla 

successiva estensione del filamento TG. L’interazione del complesso CST (Cdc13-

Stn1-Ten1) con la DNA Polimerasi /Primasi determinano l’arresto della telomerasi 

e promuovono la replicazione del filamento complementare ricco in CA. I primi 

chiarimenti riguardo al ruolo nella regolazione della lunghezza del telomero operata 

dalla regione di ripetizioni TG, furono offerti da Marcand et al, 1999. In questi 

esperimenti si utilizzò un meccanismo di ricombinazione sito specifico, al fine di 

generare un telomero più corto. Il telomero così accorciato veniva allungato 

abbastanza rapidamente, ad un tasso di circa 15 bp per generazione, per poi 

decrescere in prossimità del raggiungimento dell’equilibrio (Marcand et al., 1999). 

Tuttavia in assenza della telomerasi la lunghezza del telomero decresceva con un 

tasso costante. Questi dati supportano l’idea che la lunghezza del telomero è 

regolata attraverso una progressiva inibizione dell’azione della telomerasi che 

aumenta in relazione alla lunghezza della sequenza TG.  

Ulteriori chiarimenti riguardo le dinamiche che regolano l’allungamento dei 

telomeri arrivarono da in ingegnoso lavoro di Lingner e collaboratori. Nel loro 

esperimento fu chiaramente dimostrato che non tutti i telomeri vengono allungati 

ad ogni ciclo cellulare ma questo l’allungamento avviene in maniera preferenziale 

nelle estremità con un tratto di ripetizioni TG più corto. (Teixeira et al., 2004). 

Estendendo quest’esperimento in cellule che esprimono due tipi di templato, Chang 

et al., (2007) sono riusciti a evidenziare che la telomerasi può andare incontro a 

cicli multipli di associazione/dissociazione su uno specifico telomero, durante un 

ciclo cellulare. In particolare si è anche visto che l’attività telomerasica diventa 

misurabile in telomeri estremamente corti (<125 bp) con un meccanismo che 

prevede la presenza di Tel1 (Arneric e Lingner, 2007). Queste analisi dimostrarono 

anche che delezioni in Rif1 e Rif2 aumentavano la frequenza degli eventi di 

allungamento, ma non l’estensione delle sequenze telomeriche aggiunte (Teixeira 

et al., 2004) suggerendo chiaramente che il tratto di sequenze telomeriche 

presenti alle estremità cromosomiche, è direttamente responsabile del controllo 

dell’equilibrio tra lo stato estendibile e non estendibile del telomero.  

Due gruppi di ricerca hanno recentemente adattato il sistema di accorciamento 

mirato di un telomero sviluppato da Marcand et al (1999) per studiare 

l’associazione delle proteine al telomero in funzione della sua lunghezza (Sabourin 

et al., 2007; Bianchi e Shore, 2007b). 
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Fig. 10: Produzione di un singolo telomero corto: A) Il telomero endogeno VII-L è stato modificato 

come descritto da Marcand et al., 1999. La ricombinasi Flp1, indotta dal galattosio, determina la 

rimozione della regione tra i due siti FRT ed il rilascio di un circolo non re plicativo. Il telomero che ne 

risulta è costituito soltanto da 100 bp di ripetizioni C1-3A/TG1-3. B) Rappresentazione schematica 

dell’esperimento. 

 
Entrambi i gruppi hanno misurato un aumento del legame di Est1 ed Est2 nei 

telomeri più corti rispetto al controllo oltre ad un arricchimento di Tel1 in telomeri 

più corti (Sabourin et al., 2007; Bianchi e Shore, 2007b). Questo risultato è stato 

successivamente confermato anche su cellule prive di attività telomerasica (Hector 

et al., 2007). Come ricordato in precedenza, la chinasi Tel1 è richiesta per la 

normale associazione della telomerasi al telomero che richiede la fosforilazione 

Tel1-mediata di Cdc13 che a sua volta promuove il legame di Est1 ed il 

reclutamento della telomerasi (Tseng et al., 2006). Secondo questo modello quindi 

è facile ipotizzare che l’aumento nell’associazione di Tel1 ai telomeri corti 

determini anche un aumento nei livelli di fosforilazione di Cdc13 e di conseguenza 

un aumento dell’attività telomerasica. A questo punto è necessario comprendere 

perché il reclutamento di Tel1, che analogamente a quanto accade in un DSB 

dipende dalla regione C-terminale di Xrs2 (Sabourin et al., 2007), è più efficiente 

in telomeri corti rispetto a telomeri lunghi. Marcand e collaboratori hanno 

evidenziato che Rif2 ha un ruolo diretto nei processi di protezione del telomero e 

questo potrebbe essere attuato mediante inibizione diretta del complesso MRX e/o 

dal legame di Tel1 (Marcand et al., 2008). In un lavoro più recente Sugimoto e 

collaboratori hanno evidenziato il ruolo di Rif1/2 e di Rap1 nel controllo del 

reclutamento di Tel1 ai telomeri. Mediante una serie evidenze sperimentali sono 

stati ipotizzati due meccanismi: 1) Rif1 e Rif2 inidiscono il reclutamento  di Tel1 al 

complesso MRX alle estremità telomeriche; 2) in assenza di Tel1, Rap1 attenua il 

legame di MRX al telomero. Entrambi questi meccanismi assicurano che il legame 
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di Tel1 al telomero diminuisce all’aumentare della lunghezza del telomero stesso 

(Hirano et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.11: Rappresentazione schematica del processo di allungamento telomerico telomerasi dipendente 

in S. cerevisiae. Dopo il passaggio della forca di replicazione il complesso MRX (Mre11, Rad50, Xrs2) e 

la chinasi Tel1 vengono reclutate alle estremità telomeriche. Il complesso MRX insieme a Tel1 regolano 

la formazione della coda a singolo filamento insieme ad un esonucleasi ancora non ben caratterizzata. 

La protrusione che si forma serve per il legame del complesso CST (Cdc13, Stn1, Ten1). Tel1 a questo 

punto fosforila Cdc13 che recluta la telomerasi attraverso l’interazione con Est1. 

 

Un effetto diretto di Tel1 su Cdc13 ed in seguito sul reclutamento della telomerasi, 

sembra non essere l’unico meccanismo in grado di favorire l’allungamento dei 

telomeri. In un esperimento di accorciamento del telomero basato sul sistema 

Cre/LoxP, Bianchi e Shore (2007a) hanno osservato che i telomeri più corti, a 

differenza di quanto ci si aspetta nel normale meccanismo di controllo della 

lunghezza, replicano precocemente (all’inizio della fase S) a causa dell’attivazione 

delle origini di replicazione subtelomeriche. Questo effetto ha come risultato un 

repentino allungamento di telomeri che hanno raggiunto una soglia di lunghezza 

critica, fornendo così un vantaggio a quelle cellule che hanno subito un collasso 

delle forche di replicazione telomeriche (Miller et al., 2006) o una rapida delezione 
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del telomero (Li e Lustig, 1996). Il meccanismo che consente l’attivazione di 

questo meccanismo di controllo legato all’attività delle origini di replicazione non è 

ancora chiaro anche se potrebbero avere un ruolo le proteine Ku e/o Sir 

(Stevenson e Gottschling, 1999; Cosgrove et al., 2002). Tuttavia non è ancora 

chiaro come la replicazione precoce del DNA telomerico sia in grado di accelerare 

l’allungamento telomerico, una possibilità potrebbe essere che questo incrementa il 

periodo di accessibilità della telomerasi al telomero, in particolare durante il 

periodo della fase S precoce quando il legame dell’inibitore Rif1 è minimo (Bianchi 

e Shore, 2007).  

 

 

MECCANISMO DI MANTENIMENTO DEL TELOMERO TELOMERASI-INDIPENDENTE  

 

I meccanismi di mantenimento dei telomeri in assenza della telomerasi sono 

presenti in natura negli  organismi che non hanno telomerasi, così come nelle linee 

cellulari immortalizzate e nelle cellule tumorali che non esprimono la telomerasi. 

Negli organismi privi di telomerasi, le estremità cromosomiche vengono mantenute 

o attraverso la ricombinazione di sequenze ripetute in tandem come nel caso di 

Allium cepa (Pich & Schubert, 1992), Anopheles gambii (Roth et al., 1997) e 

Chironomus (Cohn & Edstrom, 1992; Saiga & Edstrom, 1985) oppure attraverso la 

trasposizione di retro-elementi come nel caso di Drosophila melanogaster 

(Biessmann et al., 1990). Nelle cellule immortalizzate di mammifero telomerasi-

negative si attiva un meccanismo di allungamento telomerico alternativo (ALT) 

mediato dalla ricombinazione omologa (Dunham et al., 2000) analogamente a 

quanto osservato nei lieviti S. cerevisiae e K. lactis (Lundblad & Blackburn, 1993; 

Johnson et al., 2001). 

Molto importanti per la comprensione dei meccanismi ALT in lievito sono stati 

gli studi effettuati sui ”survivors”: colonie le cui cellule hanno recuperato la 

capacità replicativa una volta persa l’attività della telomerasi (Lundblad e 

Blackburn, 1993). I “survivors” possono essere distinti in due classi (Teng e 

Zakian, 1999) riconoscibili in base al loro diverso profilo di ibridazione telomerica e 

cariotipo elettroforetico:  

 Tipo I, in cui vi è una notevole amplificazione dell’elemento subtelomerico Y’ oltre 

alla presenza di una regione estremamente ridotta del tratto terminale TG1-3/C1-

3A (Lundblad e Blackburn, 1993; Teng e Zakian, 1999). Questo meccanismo 

determina una variazione della grandezza dei cromosomi tale che essi non sono 

più risolti in bande discrete mediante elettroforesi in campo pulsato; 

 Tipo II, rappresenta una frazione minore (~10%) dei “survivors” nei quali la 

lunghezza delle sequenze telomeriche varia da diverse centinaia di basi fino a 



 26

raggiungere, ed anche superare, le 10 kb (Teng e Zakian, 1999). Il cariotipo 

elettroforetico risulta invariato sia nel numero che nella grandezza dei cromosomi 

(Liti e Louis, 2003). 

 

 

       Fig.12: Schematizzazione dell’organizzazione dei telomeri nei survivors di Tipo I e Tipo II 

  

Un modello classico per spiegare la formazione dei survivors sia di Tipo I che Tipo 

II implica l’instaurarsi di fenomeni di ricombinazione derivanti dall’allineamento 

intra- o inter-cromosomale del tratto  TG1-3 o della porzione Y’, seguito da un 

processo di allungamento del DNA. Questo meccanismo può giustificare in maniera 

soddisfacente la formazione dei survivors di Tipo I ma non chiarisce 

completamente le dinamiche di formazione dei survivors di Tipo II. Il rapido e 

drammatico incremento della lunghezza delle sequenze telomeriche  TG1-3 che 

accompagna  la transizione verso il Tipo II è difficile da giustificare a causa della 

mancanza di un ovvio templato su cui basare la ricombinazione. A partire da 

recenti studi si è osservata l’esistenza di circoli telomerici extracromosomali (circoli 

T) (McEachern , Krauskopf e Blackburn, 2000; Teng e Zakian, 2000) in un ampia 

varietà di organismi incluso il lievito ma anche in piante, anfibi e mammiferi 

(Tomaska et al., 2004). Originariamente i circoli T erano considerati il risultato 

dell’instabilità genomica ma nuovi studi hanno dimostrato che svolgono un ruolo 

attivo nel mantenimento dei telomeri (Nosek et al., 2005) e sono in grado di 

fornire il substrato adatto alla formazione delle lunghe ripetizioni TG1-3 che si 

originano nei survivors di Tipo II. Anelli di DNA telomerico episomale possono 

generarsi spontaneamente da cellule difettive per la telomerasi ed il processo di 

ricombinazione telomero-anello telomerico sembra essere regolato da Rad52 e 

Rad50 oltre a dipendere dall’azione della polimerasi-δ (Teng et al., 2004). Quello 

che emerge dall’analisi dei “survivors”” di Tipo I e Tipo II è che, 

indipendentemente dal meccanismo o dal substrato che li origina, la 
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ricombinazione omologa è responsabile del mantenimento dei telomeri dopo la 

perdita della telomerasi ed è dipendente dal gene Rad52. Infatti in cellule prive 

della telomerasi e difettive del gene Rad52, sono incapaci di operare la 

ricombinazione omologa non sviluppavano “survivors”. Lavori successivi hanno 

mostrato che i survivors possono essere recuperati in mutanti privi del gene Rad50 

e Rad51 ma non nei doppi mutanti Rad50-Rad51, indistinguibili dai mutanti Rad52. 

In assenza di Rad51 non sono stati recuperati survivors di Tipo I mentre nessun 

Tipo II si è prodotto in assenza di Rad50 (Nielsen e Edstrom, 1993) dimostrando 

che Rad51 è indispensabile per i survivors di Tipo I e Rad50 per quelli di Tipo II. 

Sono stati identificati anche altri geni coinvolti nella determinazione dei “survivors” 

di Tipo I quali l’elicasi Rad54, il complesso Rad55-Rad57 che stabilizza il filamento 

che opera la ricombinazione (Krogh e Symington, 2004) e l’esonucleasi 5’-3’ Exo1 

(Bertuch e Lundblad, 2004), mentre nei survivors di Tipo II sono richiesti Rad59 

per l’invasione del filamento, Mre11 e Xrs2 che formano il complesso MRX con 

Rad50, ed il complesso Sgs1-Top3 coinvolto nella ricombinazione omologa (Chen 

et al., 2001). 

 

 

 

Fig.13: Le due distinte vie di ricombinazione Rad52-dipendente che portano alla 

formazione dei survivors di Tipo I e Tipo II governati rispettivamente da Rad51 e Rad50. 

 

 

PROTEINE PER IL RIPARO/RICOMBINAZIONE DEL DNA E PROTEINE PER IL 

CONTROLLO DEL DANNO AL DNA SONO COINVOLTE NELLA REGOLAZIONE DEL 

TELOMERO 

 

Una degli elementi più interessanti del meccanismo di regolazione dei telomeri è 

rappresentata dal vasto coinvolgimento delle proteine che hanno funzioni chiave 

sia nel controllo del riparo del danno al DNA (DNA Damage Checkpoint - DDC) che 

nei meccanismi di riparo delle rotture a doppio filamento (Double Strand Breacks). 

Rad51, Rad54, Rad55-Rad57, Exo1 

Mre11-Rad50-Xrs2, Rad59, Sgs1-Top3 
 

Tipo II 

Tipo I 
Rad52 
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Il crescente livello di associazione del complesso MRX e di Tel1 ai telomeri corti, 

analogamente a quanto si può osservare in presenza di DSB, pone il problema di 

un possibile riconoscimento di telomeri corti come DBS dalla cellula. Quello che si è 

visto è che in presenza di telomeri corti si verifica l’attivazione dei checkpoint di 

danno al DNA ed il conseguente arresto del ciclo cellulare. Una risposta precisa 

ancora non è possibile fornire anche se da diversi lavori si osserva una potente 

fosforilazione della chinasi checkpoint Rad53 (CHK2 in mammifero) in presenza di 

telomeri più corti (Viscardi et al., 2007). Inoltre è stato osservato che 

l’allungamento del telomero, prodotto a partire da una corta sequenza TG 

fiancheggiante un DSB, in realtà esercita un azione anti-checkpoint (Michelson et 

al., 2005). Ancora prima dell’identificazione di Tel1, il gruppo di Hartwell aveva 

dimostrato che un mutante temperatura sensibile per Cdc17, successivamente 

identificato come codificante per la DNA polimerasi  (DNA Pol1), causa un severo 

allungamento telomerico alla temperatura semi permissiva (Carson e Hartwell, 

1985). Il complesso della DNA polimerasi /primasi è responsabile per la sintesi del 

primer ad RNA necessario per l’inizio della sintesi di DNA, questo fatto suggerisce 

che alcuni aspetti della sintesi del lagging-strand al telomero potrebbero avere un 

importante funzione nell’allungamento mediato dalla telomerasi. Questo ruolo 

inibitorio della Pol1 sembra chiaramente connesso all’interazione di Cdc13 ed Est1 

e di Stn1 con Pol12 (Subunità essenziale del complesso DNA polimerasi /primasi)   

(Chandra et al., 2001; Grossi et al., 2004 Puglisi et al., 2008; Li et al., 2009). 

Poiché ne il legame di Cdc13 (Sabourin et al., 2007; Bianchi e Shore 2007b) ne 

quello di Stn1 (Puglisi et al., 2008) sembrano essere influenzati dalla lunghezza 

della regione di TG, un effetto inibitorio, dipendente dalla lunghezza del telomero, 

potrebbe essere esercitato da Stn1 attraverso interazioni con Cdc13 e Pol12 a 

seguito di una modificazione della proteina stessa o di quelle ad essa associate 

dipendente dalla lunghezza del telomero (Li et al., 2009). Alternativamente 

potrebbe essere che il complesso CST (Cdc13, Stn1, Ten1) eserciti una sorta di 

repressione di base sull’attività della telomerasi non modulato dalla lunghezza delle 

ripetizioni telomeriche. Uno studio recente ha evidenziato l’esistenza di uno 

sfasamento temporale tra la replicazione del leading-strand ed il lagging-strand al 

telomero di Schizosaccharomyces pombe, con il secondo considerevolmente in 

ritardo (Moser et al., 2009). Studi su protozoi ciliati hanno mostrato l’esistenza di 

una associazione fisica tra la telomerasi ed il macchinario re plicativo del lagging-

strand (Ray et al., 2002),unitamente alla presenza di omologhi di Stn1 in tutti gli 

eucarioti esaminati (Gao et al., 2007; Martin et al., 2007), corrobora l’idea che il 

modello proposto in lievito possa avere una valenza molto più generale.  

Il lavoro di Oza et al., (2009) ha inaspettatamente rivelato che esiste un 

efficiente reclutamento del macchinario della telomerasi a DSB non telomerici. In 
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oltre sembrerebbe che con una certa frequenza, queste rotture vengano 

mascherate dalla formazione di telomeri de novo telomerasi dipendente 

(Stellwagen et al., 2003). La quantità di Cdc13 e di Est2 presente a questi DSB 

risulta molto più elevata rispetto alla reale efficienza alla quale queste regioni di 

DNA rotto vengono riparate dall’azione della telomerasi. Presi insieme questi dati 

suggeriscono che deve esistere un potente meccanismo per limitare l’azione della 

telomerasi ai DSB, poiché potrebbe generare riarrangiamenti cromosomici 

importanti (Pennaneach et al., 2006). Parte di questa inibizione è probabilmente 

fornita da Pif1, un elicasi che è in grado di rimuovere la telomerasi dal suo 

substrato sia in vitro che in vivo (Boulè et al., 2005) ed è richiesta per reprimere 

l’accidentale formazione di telomeri a livello dei DSB (Myung et al., 2001a).  

 

 

RISPOSTA AL DANNO AL DNA INDOTTA DA DSBs INTRACROMOSOMALI  

 

Quando si verifica una rottura al DNA questa deve essere prontamente riconosciuta 

come tale e dare origine all’attivazione dei meccanismi di riparo o ricombinazione. 

Il riparo dei DSB può avvenire attraverso la ricombinazione non omologa capace di 

legare due estremità cromosomiche prive di omologia nella regione di giunzione o 

attraverso la ricombinazione omologa passando per la formazione di DNA a singolo 

filamento al 3’ (Krog e Symington 2004). Sia in lievito che nell’uomo la formazione 

accidentale di DSB innesca l’attivazione della via di segnalazione del danno al DNA, 

che come primo scopo ha quello di arrestare il ciclo cellulare e coordinare la 

progressione cellulare ed il riparo (Longhese et al 2006). I protagonisti principali 

della risposta al danno al DNA appartengono ad una famiglia di proteine chinasi 

altamente conservate che includono in mammifero ATM (Ataxia Telangectasia 

Mutated) e ATR (Ataxia Telangectasia and Rad3-related),  Tel1 e Mec1 in S. 

cerevisiae e Tel1, Rad3 in Saccharomyces pombe (Longhese et al., 2006). Mec1 e 

Rad3 sono più simili ad ATR, mentre Tel1 è più simile ad ATM. Sia Tel1 che ATM 

sono proteine in grado di legarsi al DNA attraverso l’interazione con il complesso 

MRX ed MRN rispettivamente (Falck et al., 2005). La funzione di Mec1/ATR è quella 

di trasmettere ed amplificare il segnale di danno al DNA attraverso l’interazione 

con il complesso costituito da Ddc1-Rad17_Mec3 in S. cerevisiae e Rad9-Rad1-

Hus1 in mammifero e S. pombe (Majka et al., 2006). Numerose evidenze 

sperimentali inducono a ritenere che l’attivazione della cascata di segnalazione a 

seguito di DSB serva principalmente al reclutamento nel sito di danno del 

complesso MRX/MRN (Lisby et al., 2004). Inoltre il riconoscimento del danno da 

parte di MRX/MRN determina il reclutamento di Tel1/ATM sul sito di DSB (Nakada 

et al., 2003; You et al., 2005). Poiché la segnalazione di Tel1/ATM aumenta 
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quando l’occupazione del sito di DSB da parte di MRX aumenta (Morales et al., 

2005; Clerici et al., 2006), questo indica che il caricamento di MRX/MRN al sito di 

rottura determina l’attivazione dei checkpoint. Recenti evidenze sperimentali 

indicano che Tel1 è in grado di attivare la cascata dei checkpoint 

indipendentemente da Mec1, tuttavia la sua attività di segnalazione diventa 

evidente in presenza di DSB multipli. (Mantiero et al., 2007). L’abilità di Tel1 di 

percepire e potenziare il segnale in presenza di DNA rotto è abolita se le regioni 

terminali del DSB sono soggette a degradazione esonucleolitica 5’-3’ (Mantiero et 

al., 2007). Questo suggerisce che Tel1/ATM e MRX/MRN sono reclutate alle 

estremità piatte o minimamente processate della regione di rottura e sono poi in 

grado, lavorando insieme, di propagare la segnalazione di DSB. Sia nell’uomo che 

in lievito i complessi MRN-ATM ed MRX-Tel1, una volta reclutati sul DBS, 

contribuiscono alla formazione di DNA a singolo filamento al 3’ (Mantiero et al., 

2007) che rappresenta la struttura intermedia critica per il riconoscimento operato 

dal complesso Mec1-Ddc2 in lievito e ATR-ATRIP nell’uomo (Zou e Elledge, 2003). 

La formazione della regione a singolo filamento quindi, rappresenta il momento di 

transizione tra il controllo mediato da Tel1/ATM a quello dipendente da Mec1/ATR. 

Una volta che le perturbazioni a carico del DNA vengono percepite, la cascata del 

segnale viene propagata attraverso delle proteine chinasi evolutivamente molto 

conservate chiamate Rad53 e Chk1 in S. cerevisiae e Chk2 e Chk1 nell’uomo. E’ 

importante aggiungere anche che l’attivazione di Rad53 e Chk1 non è governata 

semplicemente dalla loro interazione con Mec1 e Tel1 ma richiede un ulteriore 

passaggio. La proteina che agisce come primo adattatore nel mediare l’interazione 

tra Mec1 e Rad53 è Rad9 (Sweeney et al., 2005) e successivamente fornisce anche 

il supporto per l’attivazione e l’autofosforilazione a Rad53 (Gilbert et al., 2001).   

 

 

 

Fig.14: Rappresentazione schematica della cascata di segnalazione del danno al DNA mediata da 

Rad53. La via passa attraverso la fosforilazione di Rad9, che rappresenta il trasduttore del segnale, 

a sua volta fosforilato dai principali checkpoint per il controllo del danno al DNA Tel1 e Mec1. 
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I TELOMERI POSSONO TEMPORANEAMENTE ATTIVARE LA RISPOSTA DI DANNO AL 

DNA 

 

E’ ormai accertato che le estremità dei cromosomi naturali devono essere protette 

dall’attivazione di inappropriati meccanismi di riparo/ricombinazione e dall’azione 

dei rispettivi checkpoint. Sembra quindi paradossale che molte delle proteine 

coinvolte nella segnalazione del danno e del riparo del DNA partecipino anche alla 

regolazione della lunghezza dei telomeri. Questo fa ipotizzare che la differenza tra 

rotture al DNA e telomeri sia meno pronunciata di quanto si credesse in 

precedenza, suggerendo che possa anche esistere una limitata finestra temporale 

in cui i telomeri vengono percepiti come DSB. Poiché l’organizzazione strutturale e 

l’associazione di molte delle proteine con funzione di capping, può essere 

temporaneamente persa in seguito al passaggio della forca di replicazione e poiché 

i telomeri vanno incontro in tarda fase S/G2 ad un processo nucleolitico (Frank et 

al., 2006; Vodenicharov e Wellinger 2006), potrebbe succedere che estremità 

cromosomiche integre vengano riconosciute come DNA rotto durante il processo di 

replicazione. E’ stato recentemente dimostrato che telomeri di S. cerevisiae si 

comportano in maniera simile a DSB intracromosomali quando sono soggetti ad 

allungamento (Viscardi et al., 2007). Infatti la presenza di uno o più telomeri corti 

causa l’attivazione di un checkpoint MRX-dipendente, evidenziando che i telomeri 

possono essere trattati esattamente come un DSB in una determinata finestra di 

tempo durante la loro replicazione. Il legame di MRX a telomeri corti è l’evento che 

segnala l’attivazione del checkpoint indipendentemente dall’allungamento del 

telomero stesso (Viscardi et al., 2007).  
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Fig.15 Rappresentazione del modello di segnalazione del danno al DNA in telomeri funzionanti. Durante 

la fase G1 i telomeri non sono suscettibili ad essere allungati dalla telomerasi e sono anche inaccessibili 

all’azione delle nucleasi. Dopo la replicazione del DNA in tarda fase S e durante la fase G2, i telomeri 

vengono processati (MRX) e la regione di DNA a singolo filamento viene legata dalle proteine RPA. 

Durante questo periodo i telomeri condividono molte proprietà con i DSB. I telomeri corti in questa fase 

possono attivare i checkpoint Mec1 e Tel1 promuovendo l’allungamento del telomero tramite la 

fosforilazione di Cdc13. L’allungamento del telomero incrementa la quantità di proteine legate al tratto 

TG e questo cambiamento blocca l’accesso di Mec1/Tel1 e della telomerasi. Le frecce verdi 

rappresentano eventi di fosforilazione. 

 
 

Questi risultati implicano che soltanto quei telomeri che diventano suscettibili 

all’associazione del complesso MRX, e quindi disponibili ad essere allungati, 

possono essere riconosciuti come DSB dallo specifico complesso di controllo. 

Certamente il complesso MRX è associato ai telomeri nativi nella tarda fase S 

(Takata et al., 2005), e solo telomeri con un corto tratto di sequenze TG vengono 

avidamente legate da MRX, così come dalla telomerasi (Negrini et al., 2007), 

suggerendo che in condizioni normali solo i telomeri in fase S vengono 

potenzialmente riconosciuti come DSB dal macchinario di segnalazione dei 

checkpoint.  Tuttavia la telomerasi in lievito agisce su telomeri corti all’interno di 

un unico ciclo cellulare ed il tasso di allungamento telomerico sembra essere 

limitato soltanto ad alcune paia di basi per generazione (Teixeira et al., 2004). 
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Questa limitazione potrebbe servire a circoscrivere l’attivazione non programmata 

dei checkpoint durante la fase S. 

La produzione di un segnale di attivazione dei checkpoint, in telomeri in fase 

S, sembra essere conservata anche nell’uomo (Verdun e Karlseder 2006). Da uno 

studio effettuato su fibroblasti umani, si è visto che la risposta al danno al DNA 

dipendente principalmente da ATR (MEC1 in S. cerevisiae) viene bloccata prima 

che la replicazione dei telomeri venga completata. Dopo la replicazione, i telomeri 

attraggono ATM (Tel1) ed il macchinario della ricombinazione omologa (Verdun e 

Karlseder 2006). Sia il reclutamento di ATR che di ATM seguono comunque la 

localizzazione di MRN. Poiché ATR riconosce DNA a singolo filamento prodotto a 

seguito dell’arresto e/o dallo stallo della forca di replicazione, mentre ATM si ritiene 

sia in grado di riconoscere DSB, questo suggerisce che esistono almeno due distinti 

segnali per il danno al DNA innescati dai telomeri durante e dopo la replicazione. E’ 

da notare inoltre che alterazioni a carico del complesso MRN così come l’inibizione 

di ATM, determinano l’insorgenza di disfunzioni telomeriche, suggerendo che una 

risposta al danno al DNA localizzata ai telomeri dopo la replicazione è essenziale al 

fine di ristabilire l’integrità della regione cromosomica terminale (Verdun et al., 

2005). In fine, una volta che le proteine telomeriche si sono propriamente 

assemblate, queste potrebbero garantire l’inibizione del complesso MRN e la 

risposta dei checkpoint, in modo da generare una specifica identità telomerica.    
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PRIMA PARTE  

 
RUOLO DEI CHECKPOINT MEC1 E TEL1 NEL MANTENIMENTO DELL’INTEGRITÀ 

TELOMERICA IN CEPPI DI LIEVITO CON TELOMERI UMANIZZATI  

 

 

INTRODUZIONE: I telomeri sono un complesso nucleoproteico localizzato alle 

estremità dei cromosomi lineari eucariotici, costituiti da sequenze ripetute ricche in 

G sul filamento orientato 5’-3’. In S. cerevisiae questa regione comprende circa 

350 bp di ripetizioni di DNA caratterizzate da un motivo comunemente abbreviato 

in C1-3A/TG1-3, mentre in tutti i vertebrati, compreso l’uomo,  le sequenze 

telomeriche sono indicate con il motivo C3TA2/T2AG3. Oltre questa regione si 

estende una porzione di DNA a singolo filamento che sporge al 3’ detta G-Tail 

(Larrivee et al., 2004). La completa replicazione delle estremità cromosomiche 

avviene a seguito dell’azione di una specifica trascrittasi inversa chiamata 

telomerasi (Greider e Blackburn, 1985). L’attività della telomerasi è essenziale per 

mantenere un numero appropriato di ripetizioni in modo da contrastare la continua 

erosione dei telomeri osservata nelle cellule prive di quest’enzima. La perdita di un 

numero critico di ripetizioni di DNA telomerico conduce all’arresto del ciclo 

cellulare, mediato dai checkpoint di danno al DNA (DNA Damage Checkpoint-DDC) 

con importanti implicazioni per la stabilità ed il mantenimento dei cromosomi in 

molti eucarioti compreso l’uomo.  

A garantire l’integrità del telomero e la funzionalità della telomerasi, 

collaborano numerosi fattori con un elevato grado di conservazione tra uomo e 

lievito. Infatti, proteine specie specifiche che legano il DNA telomerico a doppio 

filamento (scRap1, hRap1, TRF1, TRF2) sono in grado di regolare la lunghezza del 

telomero sia in lievito che nell’uomo (Lundblad, 2000; deLange, 2002). La proteina 

hPOT1, che ha un elevata affinità per il DNA telomerico a singolo filamento, ha il 

suo analogo funzionale nella proteina di S. cerevisiae Cdc13 (Lundblad, 2003).   

Poiché la struttura e l’organizzazione del telomero, è essenzialmente 

conservata tra uomo e lievito, è possibile studiare i telomeri umani in un sistema 

modello come S. cerevisiae. A questo scopo è stato utilizzato un ceppo di lievito 

con una telomerasi modificata che aggiungere ripetizioni tipiche di mammifero 

(T2AG3) al posto di quelle di lievito (TG1-3). Questo ceppo è stato ottenuto 

sostituendo il gene TLC1, che codifica per la componente ad RNA della telomerasi, 

con l’allele tlc1-h. I ceppi tlc1-h, definiti “umanizzati” (Humanized Yeast – HY), 

sono vitali ed hanno telomeri stabili anche se più corti rispetto al ceppo selvatico 

(Hanning et al., 1998).  
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RISULTATI: Utilizzando come modello un lievito con telomerasi “umanizzata”, 

abbiamo recentemente dimostrato che questi ceppi soffrono dell’ attivazione 

cronica del checkpoint di danno al DNA Rad53, tale attivazione è associata ad un 

ritardo nel ciclo cellulare in G2. In aggiunta, abbiamo osservato che in assenza dei 

geni TEL1/ATM o MEC1/ATR, che fanno parte della famiglia delle chinasi PIKK 

(phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases), la formazione di fusioni 

telomeriche. La formazione di queste fusioni correla con una riduzione della vitalità 

cellulare ed un elevato tasso di instabilità genomica. L’osservazione che nei ceppi 

HY è presente una coda telomerica a singolo filamento più lunga rispetto al ceppo 

selvatico, lascia ipotizzare che questa regione possa essere l’innesco per 

l’attivazione della cascata di segnalazione del danno Rad53-dipendente. La 

fosforilazione di Rad53 nei ceppi HY è presente fin dalle generazioni più precoci, 

tuttavia si è visto che soltanto quando vengono rimossi i checkpoint legati alla 

sorveglianza del danno al DNA quali Tel1, Mec1 ma anche Rad9, Rad17 è possibile 

osservare la formazione di fusioni telomeriche. Il clonaggio ed il successivo 

sequenziamento delle fusioni, ha permesso di individuarne la struttura e di 

riconoscere i cromosomi coinvolti. Dall’analisi dei risultati è emerso che l’elemento 

comune a tutti i cromosomi che sono andati incontro a fusioni è l’estrema 

corrosione della regione telomerica terminale, ad indicare che in assenza dei 

checkpoint di danno al DNA si accumulano un certo numero cromosomi con 

telomeri eccessivamente corti che vanno incontro a fenomeni di ricombinazione.  

 

CONCLUSIONI: Questi risultati rivelano che i telomeri “umanizzati” in lievito, 

attivano un segnale cronico di danno al DNA Rad53-dipendente. Tuttavia, 

l’integrità dei telomeri è la vitalità cellulare non vengono compromesse fin quando 

sono presenti i checkpoint di danno al DNA. In assenza dei checkpoint si 

accumulano invece cellule che presentano disfunzioni telomeriche. (Questi risultati 

sono riportati per esteso nell’allegato 2) 
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(Allegato 2) 
 

 

 

 

Telomeres are the physical ends of linear chromosomes and contribute to genome 

integrity. Due to their terminal position, telomeres require a special mechanism to 

distinguish them from DSBs.  Thus, telomeres are either hidden from DNA damage 

checkpoints or they are detected as DSBs but processed differently [1].  

In both yeasts and mammals, several factors involved in DNA damage 

response also have roles in telomere metabolism. For example, the Ku70/Ku80 

heterodimer and the Mre11-Rad50-Xrs2 (MRX) complex are positive regulators of 

telomere length as demonstrated by telomere shortening in null mutants [2, 3]. In 

particular, Tel1 is required for the maintenance of the steady state telomere length 

and for the activity of the Rap1-dependent counting mechanism [4, 5]. Mec1 also 

contributes to regulation of telomere length but acts in a different epistasis group 

from that of MRX and Tel1. In fact, mec1 tel1 cells, as well as mec1 cells lacking 

any of the MRX proteins, have a defect in telomerase-mediated telomere 

lengthening [6, 7].  

        Phosphoinositide 3-kinase (PIKK proteins) family members are primary 

sensors of DNA damage. This family includes the Saccharomyces cerevisiae Mec1p 

and Tel1p and the  mammalian ATR and ATM proteins. These checkpoint kinases 

activate a protein kinase cascade to regulate downstream effector kinases such as 

Rad53 and Chk1. Sensing and signalling to downstream effectors are coupled by 

the Rad9 adaptor, which activates Rad53 and Chk1 by distinct and independent 

mechanisms [8, 9]. In S. cerevisiae DNA damage is mainly sensed by Mec1p, 

whereas Tel1p seems to play a secondary role [10]. Both Mec1p and Tel1p are 

important for telomerase-mediated telomere maintenance, with Tel1p playing the 

major role. In fact, although mec1-21 allele is synthetically senescent with tel1 
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[6], tel1 cells have much shorter telomeres than mec1-21 cells, whose telomeres 

are only slightly shorter than WT. Interestingly it has been shown that Tel1p can 

phosphorylate Cdc13 in vitro [11] suggesting a role for it in telomerase 

recruitment. Consistent with this hypothesis is the finding that Tel1p helps 

recruitment of telomerase in late S/G2 whereas Mec1p does not appear to be 

involved in this process [12] and that short telomeres, which are preferentially 

elongated with respect to full-length telomeres [13, 14, 15] are more avidly bound 

by Est1p, Est2p and Tel1p [16, 17, 18]. Moreover, it has recently shown that the 

preferential elongation of short telomeres require Tel1p, although a Tbf1p-

mediated backup mechanism has been described  in tel1 mutants [19].   

Baker’s yeast telomeres are organized into a complex nucleoprotein structure 

consisting of a terminal tract of ~300 bps of duplex TG1-3 repeats and a short 3’ 

single strand overhang. This overhang, which is present throughout the cell cycle, 

increases in length in late S phase and is bound in vivo by Cdc13p, a TG1-3 

sequence specific binding protein. All yeast telomeres also have the subtelomeric X 

element and about half have up to 4 tandem copies of the Y’ subtelomeric element 

distal to X. Short tract of telomeric repeats are often found between the Y’ and X 

elements. Telomeric DNA is assembled into a non nucleosomal structure, whose 

main component is Rap1p, a duplex, sequence specific DNA binding protein that 

binds telomeric DNA with its Myb-like binding domain and tethers Rif1 and Rif2 by 

interactions with the C-terminal domain [20]. Deletion of the C-terminal part of 

Rap1p or of Rif1p and/or Rif2p, causes telomerase-dependent telomere 

lengthening, suggesting that Rap1p and its associated proteins act negatively on 

telomere length [21, 22]. The amount of telomeric DNA and therefore of Rap1 and 

the Rif proteins negatively regulates telomerase-mediated lengthening as short 

telomeres are preferentially elongated. Many yeast telomeric proteins are 

conserved in evolution such as the human factors hRap1, TRF1 and TRF2 are part 

of human telomeres and act as negative regulators of telomere length [23].  

Conservation of telomere structure and associated factors between human 

and yeast opens a new possibility to study human telomeres in a more amenable 

genetic system such as budding yeast, which may allow the discovery of unknown 

mechanisms related to telomere replication, protection and maintenance. Yeast 

telomeres that have the same sequence as human telomeres, can be generated by 

using a “humanized” version of TLC1, the tlc1-h allele, in which the template 

region is altered so that it encodes T2AG3 repeats [24]. By using this strain de 

novo telomere formation approach was used to generate a telomere composed 

solely of T2AG3 repeats and devoid of Rap1p and the Rif proteins [25, 26]. Since 

this “humanized” telomere has normal mitotic stability and a properly regulated 

length, , RAP1 is not essential for the maintenance of the yeast telomeres and to 
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regulate their length [25, 26]. It was shown that the insertion of all 63 mutant 

combinations of telomeric template of the RNA component of yeast telomerase 

caused incorporation or misincorporation of the template mutations within 

telomeres [27]. Although mutants exhibited a variety of growth and telomeric 

defects, all of them showed aberrant chromosome separation and segregation, 

suggesting activation of the DNA damage checkpoint response. However, deletion 

of the DDC1, MEC3 or DDC2 checkpoint genes failed to rescue this defect, 

suggesting that telomeres activate alternative checkpoint responses [27]. We and 

others have previously demonstrated that yeast cells containing the human 

telomerase RNA template have telomeres that are a hybrid of yeast and human 

telomeric DNA that apparently protect the chromosomal ends accurately [25, 26], 

even in the absence of any residual yeast telomeric repeat (solo-vertebrate 

telomere). By ChIP analysis, it has been demonstrated that the solo-vertebrate 

telomeres  are almost free of Rap1p, whereas the hybrid yeast-human telomeres 

are still bound by Rap1p due to the presence of an internal core of yeast repeats. 

Both the solo-vertebrate and the hybrid telomeres are bound by the normally 

subtelomeric protein Tbf1 that binds T2AG3 repeats in vitro [26]. These telomeres 

also bind Cdc13p, consistent with the in vitro binding properties of this protein 

[28, 29]. In fact, by ChIP analysis, there is more Cdc13p associated with 

humanized telomeres than with wt telomeres. This result in addition to the 

detection of single-stranded T2AG3 at the ends of HY chromosomes by non-

denaturing hybridization analysis [30] suggested that G-tails on HY telomeres are 

likely longer and/or present throughout a larger fraction of the cell cycle than in 

WT cells. Moreover, since both the Cdc13p ChIP and the non-denaturing Southern 

analysis show increases over time, telomeric G-tails are likely to increase in length 

with growth. Thus, the chromatin structure of telomeres in tlc1-h cells is very 

different from that in WT yeast. In the present work, we show that yeast cells with 

humanized telomeres were delayed in their progression through the cell cycle, 

often exhibiting  a G2/M delay. In addition, the  checkpoint kinase Rad53p was 

chronically active, and this activation was RAD9, MEC1 and TEL1 dependent. 

Moreover, the absence of either Mec1p or Tel1p triggered the formation of 

telomere fusions between ultrashort telomeres and reduced cell viability. These 

findings reveal that humanized telomeres in yeast cells are sensed as a chronically 

damaged DNA but do not greatly impair cell viability as long as the cells have a 

functional DNA damage checkpoint .  
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MATERIALS AND METHODS 

 
YEAST STRAINS 

The yeast strains (Supplementary Table 1) used in this work derive from C6.1 [31] 

by standard yeast genetics; TLC1 (Y) and tlc1-h (HY) strains have been  selected 

by PCR as described in Brevet at al [25]; null HY and Y ctf8, ddc1, dun1, lif1, 

mec1, rad17, rad50, rad51, rad9, sml1 and tel1 mutants were obtained by KanMX, 

CloNat and Hyg inserting cassettes as described in Goldstein and McCusker [32]. 

The inserting fragments were amplified from plasmids containing the 

corresponding markers (kindly provided by EUROSCARF; http://www.uni-

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/). All disruptions have been controlled by 

specific upstream and downstream PCR reactions. To account for telomeric 

sequence variation during growth, null mutants were obtained from HY clones at 

two stages: P5 (5 plate passage after sporulation) and P30 (30 plate passages 

from sporulation) except for HY tel1 mutants which derived from sporulation of an 

heterozygous diploid (TLC1/tlc1-h, TEL1/tel1::KanMX) and subsequent plate 

passages. Null mutants were re-streaked 5 times prior analysis to adapt telomere 

length to the new genotype. Plates have been incubated 2-4 days at 30°C until 

colonies reached 2-3 mm, each plate passage was estimated to correspond to 

about 20 generations. 

 

TELOMERE FUSION DETECTION 

Telomere fusions (TFs) were detected by PCR as describe in Mieczkwosky et al 

[33]. 10-25 independent cultures for each strain have been tested. First, each 

DNA preparation was amplified with actin primers to account for DNA quality. 

Limiting dilution PCR [34]: the relevant genomic DNA, diluted with genomic DNAs 

from a WT strain (W303) to maintain the total amount of DNA constant  to 50 ng, 

was amplified with primers X and Y; the PCR products were run on agarose gels 

and the intensity of the TFs bands was determined. TFs quantification: the 

intensity of the TF bands, obtained from PCR reactions with 50 ng genomic DNA, 

was normalized to that of the endogenous actin gene from the same reaction. TF 

positive control consists of a cloned telomeric fusion 400 bp in size. PCR products 

were separated by electrophoresis using standard agarose gels and high sensitive 

FlashGels (Cambrex).  The intensity of the bands was determined by Kodak1D 

software.  
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TELOMERE AND TFs CLONING  

Hybrid yeast-human telomeric fragments were amplified by PCR with primers 

matching the X and Y’ elements (1L and 5R) and the human telomeric repeat 

(A2TC3); primers are provided in supplementary Table 2. DNA extracts from three 

independent cultures (each inoculated with a single colony) for each strain, were 

analysed. Telomeric and TF  PCR products were purified from preparative agarose 

gels and cloned in the TOPO vector (Invitrogen) for sequencing.  

 

DETECTION OF TELOMERIC G-TAILS 

Genomic DNA from non synchronized culture of HY and control Y strains were 

digested with XhoI and hybridised in-gels under non-denaturing conditions as 

described in Dionne and Wellinger [35]. Detection of single-stranded DNA in HY 

and Y strains was performed with (C3TA2)3 and (C1-3A)3 probes, respectively. ExoI 

(New England BioLabs) digestion was performed after XhoI according to the 

suppliers’ specifications. 

 

MICROCOLONY ASSAY 

Samples of yeast cultures were diluted in complete medium and grown for 4-6 hr 

to exponential phase. After sonication (20-30 seconds) to disrupt cell clumps, 

serial dilutions were spotted (5 µl/spot) on  glass slides containing thin layer of 

solid complete medium,  the slides were examined under the microscope after 16-

18 hr incubation at 30°C and again after additional 24 hr of growth. The growth of 

the cells fell into three classes: cell aggregates (> 20 cells) that divided 

continuously throughout the observation period (CFU); cell aggregates (up to 5-20 

cells) that stopped growing after 16-18 hr (microcolonies); cells  (single and 

doublets) that failed to divide (NGC, non growing cells). At least 500 cells for each 

strain were scored. Images of representative colonies have been recorded by CCD 

camera. 

 

CANR /CANΔ ASSAY 

The mutation rate to canR was measured by standard methods: in a typical 

experiment 25 single colonies for each strain were picked up and resuspended in 

100 µl medium; 5 µl aliquots were diluted and plated for cell counting; the 

remaining 95 µl were distributed on canavanine plates. The experiment was 

repeated three times to allow recovery of a sufficient number of canR colonies for 

further analysis. canR colonies was counted after 3 day of incubation at 30°C; the 
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rate of canR forward mutation was calculated by fluctuation test. For each canR 

clone we determined the fraction that were due to deletion by PCR as described in 

Mieczkowski [33], PCR reactions for the actin gene were performed as a positive 

control. The canD/canR ratio was determined for all the strains analysed. 

 

OTHER TECHNIQUES 

Flow cytometric DNA analysis was determined on a Becton-Dickinson FACScan. For 

western blot analysis, protein extracts were prepared by TCA precipitation as 

previously described [36]. Rad53p was detected using anti-Rad53 polyclonal 

antibodies kindly provided by J. Diffley (Clare Hall, London, UK) and C. 

Santocanale (Nerviano Medical Sciences-Oncology, Milano, Italy) and Rad9 was 

detected using anti-Rad9 polyclonal antibodies kindly provided by N. Lowndes 

(University of Ireland, Galway, Ireland). Secondary antibodies were purchased 

from Amersham and proteins were visualized by an enhanced chemiluminescence 

system according to the manufacturer. 

Sequence analysis has been done by using BioEdit; sequences of WT telomeres 

were from SGDB and from control strain W303.                                            

Statistical analysis: telomere length of TG1-3 and T2AG3 tracts have been reported 

as SEM +/- standard deviation of at least 10 telomeric fragments. P value was 

calculated by T test  10 elements per groups at least. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 
TELOMERIC SEQUENCE TURN OVER IN YEAST CELLS WITH  HUMANIZED 

TELOMERES 

Yeast strains with humanized telomeres (herein referred to as HY) were derived 

from tetrad dissection of a TLC1/tlc1-h heterozygous diploid strain, where the tlc1-

h telomerase RNA allele encodes T2AG3 repeats. Growth of tlc1-h yeast cells is 

expected to give rise to telomeres with two distinct domains, the distal T2AG3 

domain representing the dynamic region where telomeres have shortened and 

then been extended by the humanized telomerase, and the more internal TG1-3 

centromere-proximal domain which represents the non-variable portion of 

telomeres [25, 30]. We followed the sequence content of these two domains, at 

various times of outgrowth, in HY and HY mec1 cells, which have telomeres of 

similar length, and in HY tel1 cells, which have shorter telomeres. The hybrid 

yeast-human telomeres were amplified by PCR using primer pairs matching the 
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subtelomeric Y’ or X elements and the vertebrate repeats as shown in Fig. 1. PCR 

performed with these primers on DNA from a W303 control TLC1 strain (herein 

referred as Y) gave rise to a very short discrete band that is  probably due to non-

specific amplification. In contrast, PCR amplification from HY DNAs contained a 

smeared band typical of terminal fragments (Fig. 1A). Moreover, the size range of 

the PCR products reflected the mean telomere length as determined by 

hybridization of XhoI-digested DNAs with a human telomeric probe (Fig. 1A; 

Supplementary Fig. 1). The PCR fragments were cloned and sequenced, 

representative sequences are shown as Supplementary Information.   

 

 

Fig. 1- Sequence composition and single-stranded overhang of telomeres in HY cells. Top left, a 

schematic representation of the PCR reaction used to amplify telomeric fragments. (A) genomic DNA 

samples from the indicated HY and Y strains were amplify with the sub-telomeric primer Y and the 

telomeric primer A2TC3; samples For only and Rev only, with only one primer, primer Y and primer 

A2TC3 respectively. (B) Sequence analysis of telomeres in the indicated strains; each strain was 

analysed after growing for 10  (P10) and 35 (P35) serial plate passages; the bar graph reports the 

average length of yeast (TG1-3, empty bar) and human-like (T2AG3, black bar) telomeric repeats of 10 

telomeric fragments from each sample (mean length +/- standard deviation). (C) G-tail detection in Y 

and HY cells. Genomic DNA samples were digested with XhoI and analysed by non-denaturig in-gel 

hybridization with the indicated probes. Control samples were further digested with the exonuclease I 

(ExoI) prior to analysis. Left panel, genomic DNA from Y and Y ku70 cells; central panel, genomic DNA 

from HY, HY tel1 and HY mec1 after the indicated number of streaks (P); right panel, the same gel 

shown in the central panel, was denatured and rehybridized to the C3TA2 telomeric probe. 
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The average length of yeast and human telomeric tracts in HY, HY mec1 and HY 

tel1 clones after 200 (P10) and 700 (P35) cell divisions is shown in Fig. 1B. All 

telomeres from HY cells, had T2AG3 repeats (50-100 bp) that formed the very end 

of the chromosome. These tracts were ~50-100 bps in length in tel1 cells and 

somewhat longer (150-200 bp) in WT and mec1 cells. 

As expected from previous work in WT [37, 38] and tlc1-h [30] yeast strains, 

even after prolonged growth (P35), HY telomeres contained as internal core of 

TG1-3 repeats. The TG1-3 were always internal to the T2AG3 tracts and there was no 

interspersion of the two repeat types . The average length of the TG1-3 tracts (55 

bp) was similar in HY and HY mec1 cells and shorter in  HY tel1 cells (37 pb) (Fig. 

1A and 1B). The lengths of the two telomeric sequence blocks did not change too 

much over time,  confirming the ability of yeast cells to count both yeast and 

human telomeric repeat. 

Cdc13p binding and non-denaturing hybridization demonstrate that HY 

telomeres bear G-tails that are likely longer and/or present throughout a larger 

fraction of the cell cycle than in WT cells [26, 30]. Since yku70 or yku80 mutants 

accumulates long single-stranded G-rich tails throughout the cell cycle [39, 40], 

we set up non-denaturing in-gel hybridization with Y WT and ku70 DNAs extracted 

from non synchronized cultures. As expected, G-tails were rare inY  WT and 

abundant in Y ku70 cells (Fig  1C, left panel). Similarly to Y ku70 mutants, we 

detected single-stranded overhang in non synchronized HY WT, mec1 and tel1 

cells (Fig 1C). These results confirmed that the structure of hybrid yeast-

humanized telomeres is abnormal  and maintains G-tails throughout the cell cycle.  

 

DNA DAMAGE CHECKPOINTS PROTECT AGAINST LIF1-DEPENDENT TELOMERE 

FUSIONS 

To determine if tlc1-h telomeres have defects in end protection, we used the PCR 

method described by Mieczkowski and collaborators [33] to determine if telomere 

fusions (TF) occur in HY strains. We analysed 25 independent cultures of HY cells 

that had been grown for ~100 (P5) to ~1000 (P50) generations with the tlc1-h 

allele.  None of these clones had the fuzzy PCR band indicative of TFs (Fig. 2A and 

data not shown). The absence of TFs in otherwise WT tlc1-h cells was confirmed 

by using different primer pairs, [34], in representative HY clones at the last plate 

passage (P50) (data not shown).  
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Fig. 2- Telomere fusion (TF) in tlc1-h yeast strains as detected by PCR. Top of the figure, schematic 

representation of the PCR strategy used to detect TF. (A and B) TF detection in genomic DNA samples 

from HY, HY tel1 and HY mec1 strains at the indicated number of streaks; genomic DNA samples from 

Y, Y mec1 and Y tel1 strains were also included as controls; (C and D) TF detection in indicated HY 

mutants after 35 streaks. Each sample refers to an independent culture; P, indicates the total number 

of streaks prior to analysis; Y control strain (W303); +, positive controls; arrowheads point to control 

PCRs for the actin gene; arrows point to 500 bp marker.   

 

Next we asked if TFs were detectable in HY cells that lacked either TEL1 or MEC1. 

TFs were not detected in Y mec1 and tel1 cells in contrast, they were detected in 

20 of 25 P10 cultures and in  26 of 30 P35 cultures, but not at early stage of 

growth (Fig. 2B and data not shown). Likewise, TFs were detected in almost all 

mec1 sml1 HY cultures, even at early growth stages (10/10 at P5, 10/10 at P10 

and 9/10 at P35; Fig. 2B). Thus, TF formation was not due solely to the shorter 

telomeres in HY tel1 cells since TFs were abundant in HY mec1 cells whose 



 66

telomeres were similar in length to HY cells, in which TFs were not detected. The 

presence of the sml1 mutation, which was introduced to suppress the lethality due 

to MEC1 deletion, did not cause TFs by itself either in TLC1 or in tlc1h cells (data 

not shown).  

The level of TF formation was analyzed in more detail using a quantitative 

PCR approach similar to that described in Pardo and Marcand [34]. First, we 

demonstrated that the PCR used to detect TFs was quantitative by a limiting 

dilution experiment that confirmed that the intensity of the TF bands was 

proportional to the amount of input DNA (Fig 3A). Subsequently TFs and the 

endogenous actin gene were amplified from 50 ng genomic DNA; following 

quantitative analysis of the ethidium-bromide stained gels, the relative amount of 

TF in each sample was determined by normalizing the TF band intensity to that of 

the actin gene. By this analysis, TF formation was most frequent in HY tel1 

mutants (Fig. 3B) with respect to HY mec1 (P=0,046) and this increase in fusion 

formation could be explained by a decrease in the mean telomere length in the 

former cells. However, the mean telomere length per se cannot explain TF 

formation as demonstrated by the finding that TFs were detected in HY mec1 cells 

but not in HY cells that have telomeres of the same length. Overall telomere 

fusions are observed exclusively in HY cells compromised for MEC1 or TEL1.  

Since MEC1 and TEL1 are the two major DNA damage sensors, we asked 

whether other checkpoint proteins affect TF formation. To this purpose we deleted 

DUN1, which acts downstream of Rad53 [41] and a number of genes acting 

upstream of Rad53, including RAD9, DDC1 and RAD17. The latter genes have been 

grouped, by global genetic analysis of synthetic fitness or lethality interactions 

[42], in a DNA damage checkpoint signalling (DDC) module [43, 44, 45]. We also 

determined TF formation in ctf8 HY cells, where CTF8 belongs to the DNA 

replication checkpoint signalling pathway (DRC) [42]. TFs were not detected in 

control Y rad9, Y dun1, Yrad17, Y ddc1 and Y ctf8 strains (data not shown) but we 

found TFs in HY rad9, HY ddc1 and HY rad17 mutants (Fig 2C and 3B). TFs were 

rare in HY dun1 mutants (very faint PCR band in 6 out of 15 cultures), and not 

detected in HY ctf8 cells (Fig. 2C and Fig. 3B). Quantitative analysis of TFs in HY 

rad9 cells showed a lower frequency of TF formation in these cells with respect to 

either HY tel1 (P=0,026) and HY mec1 (P=.0,046) (Fig. 3B). Overall these results 

indicate that factors belonging to the DDC module are involved in protection from 

telomere fusion, whereas the DNA–replication checkpoint module does not appear 

to be involved in this process.   

Telomere fusions are usually generated by non homologous end joining (NHEJ) 

[33, 34, 46], which requires Mre11, Rad50, Xrs2, Yku70/80, Lig4, Lif1 and Nej1 
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(reviewed in 47]. We analysed 20 independent cultures from HY mec1 lif1 cells at 

P35; none had the amplification band characteristic of TFs (Fig. 2D).  

Surprisingly, TFs were detected in HY tel1 rad50 clones (8 out of 10), 

although their amount was lower than in HY tel1 mutants (Fig. 2D and Fig. 3B, 

P=0,018). This result suggests that the MRX complex is not absolutely required for 

telomere fusions. Likewise, TFs were detected in HY tel1 rad51cells (8 out of 10 

had TFs), although at lower level than in tel1 mutants (Fig. 2D and Fig. 3B, 

P=0,026). Thus, homologous recombination was also not essential for TF 

formation. Overall these results demonstrate that telomere fusions can occur in 

the absence of either RAD50 or RAD51 but are absolutely dependent upon LIF1. 

 

 

Fig. 3- Quantitative analysis of TFs. (A) PCR reactions performed by diluting HY tel1 DNA with genomic 

control DNA (W303) as indicated; pos, cloned telomeric fusion; neg, without DNA. The mean intensity 

of the TF bands in each sample is reported below the gel image. (B) Relative amount of TFs, as 

determined by TF/actin ratio. The data reported refer to three independent experiments for each strain. 

P values from T test analysis: HY tel1 vs HY mec1, P=0,046; HY tel1 vs HY rad9, P=0,026; HY tel1 vs 

HY tel1 rad50, P=0,018; HY tel1 vs HY tel1 rad51, P=0,026. 

 

TELOMERE FUSIONS INVOLVE ULTRA-SHORT TELOMERES  

To determine the structure of telomeres that underwent fusion, we cloned and 

sequenced TFs from the different strains. A schematic representation of the 

structure of TFs in HY tel1 and HY mec1 cells is shown in Fig. 4A.  We found 3 

classes of TFs: class 1) 50-60% of telomeric fusions (7/11 and 8/15 in mec1 and 

tel1 cells, respectively) occurred between terminal T2AG3 repeats; class 2) 18-6% 

of TFs (2/11 and 1/15 in mec1 and tel1 cells, respectively) occurred between 

terminal TG1-3 repeats; class 3) 10-20% (1/11 in HY mec1 and 3/15 in HY tel1 

cells) occurred between one subtelomeric element and one terminal telomeric 

repeats (either TG1-3 and T2AG3 repeats). Classes 1 and 2 are palindromes with 

T2AG3 and TG1-3 repeats fused to poly A2TC3 and AC1-3 respectively. Since 

palindromic fusions could be sequenced at completion only in 10% of the TF 

fragments, we confirmed the presence of inverted  telomeric repeats by PCR. For 
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this purpose, two PCR reactions were performed by combining the same 

subtelomeric primer (Y) with either (T2AG3)n and (C3TA2)n primers; amplification 

products in both reactions would be obtained only by the presence of inverted 

T2AG3 repeats with respect to the subtelomeric elements. An example of this 

analysis is reported in Fig 4 B which showed the presence of amplification bands in 

both Y+T2AG3 and Y+C3TA2 reactions. Additionally, we established the length of the 

central core of inverted T2AG3 repeats by comparing the length of the fragment 

obtained by sequencing to that obtained by gel electrophoresis; the mean length 

of the central T2AG3 core was very similar in HY mec1 and tel1 being 54 bp and 49 

bp respectively  

 

Fig. 4- Sequence analysis of telomere fusions cloned from HY mec1 and HY tel1 cells after 35 

streaks. (A) Top, schematic representation of the fused telomeres in tlc1-h strains, left and  right 

panels, TFs from HY tel1 and HY mec1 cells respectively. The subtelomeric elements at both side of 

TFs were identified by BLAST analysis and are indicated in the Y axis; X axis, the length (bp) of the 

various elements that formed the TFs; vertical bar, indicated the junction point between the two 

telomeres. (B) Top, schematic representation of the PCR reactions performed to confirm the 

presence of inverted T2AG3 repeats in cloned TFs. Two different TF fragments (a and b) were 

amplified with the indicated pair of primers; v, vector only; -, without DNA. (C) TFs fell into five 

classes based on combination of: hybrid TG1-3-T2AG3 telomeres ; TG1-3 only telomeres  

 ; completely eroded telomere  . For each class of fusion we reported the number of 

TF belonging to that class and the total number analysed. The symbols are as in A with the 

exception that the grey bar indicates the subtelomeric elements, either X or Y’.  
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Overall telomeres undergoing fusion in HY tel1 and HY mec1 mutants (Fig 

4C) were composed of an internal blocks of yeast repeats (16-18 bp) and a 

terminal block of vertebrate repeats (24-27 bp) both of which were shorter  than 

those in intact telomeres (38-51 bp of TG1-3, 157-81 of T2AG3). Moreover, some 

chromosomal ends were completely free of telomeric DNA suggesting that they 

derived from completely eroded telomeres or from the breakage of a  telomere 

fusion that occurred in the previous cell cycle. These results suggest that TF 

formation is independent from the telomeric sequence (TG1-3 or T2AG3) at the 

distal ends and occurs between extremely short telomeres (<40-45 bp telomeric 

repeats). 

 

DNA DAMAGE CHECKPOINT ACTIVATION IN HUMANIZED YEAST 

The checkpoint proteins might have a direct protective role at humanized telomere 

than they do at WT telomeres. For example, they may act by preventing the 

formation of abnormal telomeres which then have a propensity to fuse. 

Alternatively, their role in TF might be a consequence of their checkpoint 

functions. That is, when cells contain abnormal telomeres, checkpoint mediated 

arrest provides time for their structure to be corrected. In the second scenario, 

tlc1-h cells might constitutively express a DNA damage response. To analyze this 

possibility, we monitored Rad53p phosphorylation, which is a pre-requisite for its 

activation as a kinase. Haploid HY and Y spore clones were isolated from the same 

diploid strain, grown for the same number of generations, and then assayed by an 

electrophoretic mobility shift assay for Rad53 phosphorylation. As shown in Fig. 

5A, even after only one generation of growth, all HY yeast clones contained 

phosphorylated Rad53p. In contrast, phosphorylated Rad53p was not detected in 

the control Y clones. The HY clones also contained phosphorylated Rad9p, 

consistent with the known requirement of Rad9p to activate Rad53p, (Fig. 5A, 

bottom). Moreover, Rad53p phosphorylation was not detected in HY rad9 (Fig. 5B) 

or HY mec1 cells. Although phosphorylated Rad53p was present in HY tel1 

mutants, its amount was lower than in HY cells (Fig. 5A). This indicates that both 

Mec1p and Tel1p are involved in Rad53p phosphorylation in cells with humanized 

telomeres, with Mec1p playing the major role.  
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Fig. 5- DNA damage checkpoint activation in HY yeast cells. (A and B) Protein extracts prepared from 

cell samples collected at the indicated plate passage were subjected to western blot analysis with anti-

Rad53 and anti-Rad9 antibodies. (C) Cell samples in A and B were analysed by FACS to determine the 

DNA contents. 

 

Conversely, neither Rad50 nor Rad51 reduced Rad53p phosphorylation in HY cells 

(Fig. 5A), indicating that they are not required to generate and/or to sense 

checkpoint signals at humanized telomeres. We conclude that humanized 

telomeres constitutively activate Mec1 Rad9 dependent Rad53p phosphorylation, 

suggestive of a DNA damage checkpoint response.  

Samples of the same cultures used for Western blot analysis were also 

analysed by FACS to monitor cell cycle progression. HY cells accumulated as 

budded cells with a 2C DNA content (Fig. 5C) and undivided nuclei (data not 

shown). The fraction of G2-arrested cells decreased slightly in HY mec1 and HY 

rad9 mutants compared to HY (Fig. 5C). Therefore, activation of the DNA damage 

checkpoint was not solely responsible for the cell delay in HY cells since deletion of 

MEC1 or RAD9 only partially relieved the G2/M cell cycle arrest of HY cells. A 

similar DNA damage checkpoint-independent response has been observed in other 

TLC1 template mutants [27], suggesting that changes in telomere sequence 

and/or structure can elicit a checkpoint that is genetically different from that 

activated by DNA damage.  
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TEL1 AND MEC1 ARE REQUIRED FOR CELL VIABILITY IN HUMANIZED YEAST  

In order to assess whether MEC1 and TEL1 are involved in supporting cell viability 

in HY yeast cells, we measured the division potential of HY mec1 and HY tel1 cells 

by microscopic inspection of the growth rate of individual cells. HY and Y cells 

(P35) were spread on microscope slides and observed after 16-18 hr at 30°C, and 

again after additional 20-24 hr incubation. Cells were placed in one of three 

categories: non growing cells, which failed to divide (NGC), cells that had formed a 

small group of cells by ~17 hrs but did not divide further in the next 24 hrs 

(labelled microcolonies), and cells that divided continuously throughout the 

observation period (CFU). Representative images (Fig 6A) of NGC (single and 

double cells, arrowheads), microcolonies (arrows), and CFUs and their relative 

abundance (Fig. 6B) are presented. Cell viability was similar between TLC1 (Y) and 

tlc1h cells (HY) cells. As expected for checkpoint mutants, the mec1 and tel1 cells 

had more NGC than wild type cells and this number was even higher in the HY 

cells (Y mec1 vs HY mec1, P=0,048; Y tel1 vs HY tel1, P=0,0014). Although 

microcolonies were more abundant in mec1 and tel1 cells, there was no significant 

differences in these categories between TLC1 and tlc1h cells (3-5% and 5-8% 

respectively).  

 

 

Fig. 6- Cell viability in HY and Y strains. (A) Microphotographs of HY mec1 (panels a and b) and HY tel1 

(panels c and d) cells after 16 hr (panels a and c) and 40 hr (panels b and d) incubation; arrows point 

to microcolonies, arrowheads point to non-growing cells (NGC). (B) Percentage of growing cells (CFU), 

microcolonies and NGC in the indicated strains. All the strains were analysed after 35 streaks; the data 

refer to the average (+/- standard deviation)  of three independent determinations. P values were 

determined by T-Test and referred to  NGC in HY mec1 vs Y mec1. P=0,048 and in HY tel1 vs Y tel, 

P=0,0014. 

 

The overall ability to form colonies (Fig. 6B) was lower in HY mec1 and HY tel1 

(68,6% and 73,6% respectively) compared to Y mec1 and Y tel1 cells (87% and 

89% respectively. Taken together, these data suggest that the absence of either 
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Mec1p or Tel1p affects cell division in both Y and HY cells but the viability of HY 

cells is more MEC1 and TEL1- dependent. 

 

 

MEC1 PROTECTS AGAINST GROSS CHROMOSOMAL REARRANGEMENTS 

Next we analysed the effects of the tlc1-h allele in the presence or absence of 

Mec1p on genome stability by determining the frequency of gross chromosomal 

rearrangements (GCR) in the different backgrounds. For this assay, we use the 

fraction of can1 mutants that are due to CAN1 deletion to monitor GCR as in 

Miecczkowski [33]. We analysed the following strains: HY mec1 (TF positive), HY 

mec1 lif1 (TF negative) and the TF negative  control strains Y and Y mec1 (TF 

negative). The bar graph in Fig. 7 shows the canΔ/canR ratio for all the strains 

analysed with the exception of the Y cells that did not show deletion of the CAN1 

gene in any of the 75 canR mutants analysed. As expected, CAN1 deletion was 

absent in control Y cells, but it increased substantially in Y mec1 mutants; similarly 

HY mec1 cells had a significantly higher fraction of CAN1 deletion events relative 

to either HY and HY mec1 lif1  strains (P=0,0022 and P=0,023 respectively). This 

result suggests that the genomic instability observed in HY mec1 cells is not 

simply due to the lack of Mec1p but rather to the appearance of telomere fusion, 

which are Lif1-dependent. 

 

 

 

 

Fig. 7- Genome stability analysis in HY mutants and control strains. canΔ/canR 

ratio represents the fraction of canavanine resistant mutants that are due to 

deletion of the CAN1 gene. Y cells did not showed the appearance of canΔ mutants 

in none of the 75 canR cultures analysed. The significance was determined by T test 

analysis: Y mec1 vs  HY mec1, P=0,062; HY vs HY mec1, P=0,0022; HY mec1 vs 

HY mec1 lif1, P=0,023.  
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CONCLUSION  

Dysfunctional telomeres propagated in telomerase minus and/or checkpoint-

deficient cells have a propensity to fuse, initiating a period of chromosome 

instability and impaired growth [33, 46]. We report here that yeast cells 

expressing a telomerase that synthesizes vertebrate telomeric DNA showed a 

chronic activation of the Rad53-dependent DNA damage checkpoint pathway. In 

addition, these cells were prone to generate telomere fusions in the absence of 

either TEL1 or MEC1. Sequence analysis reveals that these fusions involve 

ultrashort telomeres, even in HY mec1 cells, where the mean length was similar to 

that in MEC1 HY cells. One possibility is that these ultrashort telomeres contain too 

few Rap1 binding site to protect against end to end fusions [34]. Alternatively the 

presence of Tbf1p or altered Cdc13p affinity at HY telomeres might promote 

telomere fusions in HY cells. This situation seemingly contrasts with the one in 

normal yeast cells, which have elevated rates of telomere fusions only when both 

PIKK genes are deleted, i.e. when important defects in telomere length regulation 

are combined with checkpoint failure [33].  

Yeast cells with humanized telomeres showed a chronic activation of the 

Rad53 DNA damage checkpoint which is independent from the number of cell 

duplications in the presence of the tlc1-h allele. This activation is unlikely to result 

from the occasional occurrence of telomere fusions for the following reasons: i) 

Rad53 phosphorylation is observed in HY cells that do not exhibit a detectable rate 

of telomere fusions; ii) telomere fusions are detected in HY tel1 cells, where the 

Rad53 pathway is still activated, albeit at a lower level; iii)  lif1 cells are unable to 

generate telomere fusion, although they still activate the Rad53 pathway and show 

an elevated rate of gross chromosomal rearrangements upon checkpoint 

inactivation. Alternatively, it is possible that humanized yeast telomeres generate 

chronic signals, such as long 3’ overhangs [30] and/or an increased number of 

stalled replication forks [ 48, 49],  that activate the checkpoint machinery and 

elicit a checkpoint response.  

How do the PIKKs protect HY telomeres from fusion? They might act to arrest 

or slow the growth of cells that have acquired a threshold number of telomere 

fusions. This model would predict that in the absence of Mec1 or Tel1, HY cells 

harbouring telomere fusions would be able to undergo a limited number of 

divisions before arresting and thus form microcolonies. However, we were unable 

to detect a difference in microcolony formation between HY and Y cells. Moreover, 

Rad53 phosphorylation was abolished in mec1 but not in tel1 cells, suggesting that 

the Rad53 activation is not required for fusion inhibition. Overall, these results 

argue against the possibility that fusion-containing cells are eliminated in 

checkpoint-proficient cells.  
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It is unclear if Mec1p and Tel1p act in the same or in separate pathways to 

protect ultrashort telomeres from fusion. Since Tel1p is telomere-bound and 

controls the structure of telomeric chromatin [50], it is possible that Tel1p 

specifically recognises and caps ultrashort telomeres. Consistent with this 

hypothesis, Tel1p is preferentially associated with short telomeres [16, 17, 18]. 

Mec1 may participate to protect short telomeres in a sub fraction of the cell cycle 

and/or after telomeres are critically short and cells are stopping growth. 

The quantity of telomere dysfunction in HY cells must be sufficient to activate 

Rad53 yet not enough to exceed a level that is incompatible with cell viability. 

Indeed, HY yeast grew for up to 700 generation in the presence of activated 

Rad53 without loss of viability owing to the presence of a functional PIKK-

dependent checkpoint pathway. These results suggest that PIKK kinases are 

important for the ability of HY cells to tolerate a certain amount of chronic 

telomere damage, even though in other contexts, they prevent the proliferation of 

cells with acute telomere damage. Paradoxically, this could constitute a threat to 

genome stability by allowing long term proliferation of cells harbouring partially 

dysfunctional telomeres. Indeed, gross chromosomal rearrangements can be 

detected at late passages of humanized yeasts. Overall, our results highlight the 

variety of DNA damage responses to telomere structural changes. 

The situation in humanized yeast is reminiscent of the one in cancer cells, 

which are facing at early stages long periods of telomere dysfunction, coincidently 

with a chronic activation of the DNA damage response [51, 52]. A striking 

implication of this work is that a functional DNA damage checkpoint pathway may 

promote clonal expansion of cells containing mild telomere injuries eventually 

leading to genetic instability and oncogenic mutations.  
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SECONDA PARTE  

 
EFFETTI DELL’ATTIVAZIONE DEI MECCANISMI DI AMPLIFICAZIONE DEL 

SUBTELOMERO Y’ IN PRESENZA DI UNA TELOMERASI FUNZIONANTE 

 

INTRODUZIONE: Il DNA telomerico è associato a specifiche proteine che 

distinguono le estremità naturali dei cromosomi eucariotici dal DNA che si produce 

a seguito di rotture. La telomerasi è una trascrittasi inversa associata ad una 

componente ad RNA, specializzata nella sintesi del DNA telomerico e responsabile 

del mantenimento dell’integrità delle estremità cromosomiche (Autexier e Lue 

2006). Nella maggior parte delle cellule somatiche di mammifero, la telomerasi è 

normalmente inibita, e questo causa un progressivo accorciamento dei telomeri, un 

irreversibile arresto del ciclo cellulare chiamato senescenza ed infine la morte 

(Lundblad e Szostak, 1989; Finkel et al., 2007). In alcuni casi tuttavia, si assiste 

ad una riattivazione della telomerasi che rappresenta un passaggio fondamentale 

verso l’immortalizzazione nella maggior parte dei tumori. In alcune forme tumorali, 

principalmente sarcomi, osteosarcomi ed astrocitomi, le cellule tumorali 

recuperano dalla fase di senescenza attivando una via alternativa al mantenimento 

dei telomeri telomerasi-indipendente (Alternative Lengthening of Telomeres - ALT) 

(Bryan et al., 1997; Henson et al., 2005). Queste cellule, dette “survivors”, 

insorgono in seguito all’amplificazione, di sequenze telomeriche o subtelomeriche 

mediata dalla ricombinazione omologa Rad52-dipendente. In Saccharomyces 

cerevisiae i survivors utilizzano due distinte vie di ricombinazione ed entrambe 

richiedono Rad52, la principale proteina nei processi di ricombinazione omologa. La 

prima classe di survivors, detta Type I, è dipendente oltre che da Rad52, 

dall’azione di Rad51 e porta all’amplificazione del subtelomero Y’ mentre le regioni 

delle ripetizioni telomeriche terminali risultano corte. La seconda classe di 

survivors detta Type II, è Rad50 dipendente e porta all’amplificazione delle 

sequenze TG1-3 terminali, senza apparenti riarrangiamenti a livello del subtelomero 

(Lundblad e Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Moreau et al., 1999).  

  

RISULTATI: Come precedentemente evidenziato (Bah et al., 2004; Di Domenico 

et al., 2009) ceppi di lievito con telomeri umanizzati (HY) presentano una 

protrusione 3’ più lunga rispetto al ceppo selvatico oltre ad un arricchimento della 

proteina Cdc13 specifica nel riconoscere DNA telomerico a singolo filamento 

(Alexander e Zakian, 2003). Attraverso un saggio G-Tail abbiamo evidenziato che 

la protrusione-3’ nel ceppo HY,  pur se più lunga rispetto al ceppo selvatico, viene 
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regolata durante il ciclo cellulare e raggiunge la massima estensione in G2 mentre 

è più corta in G1. L’analisi della protrusione-3’ ha rivelato che, nella maggior parte 

dei casi in cellule HY proliferanti, è presente una coda con lunghezza compresa tra 

24 e 48 nt. Il successivo studio dei mutanti ha anche rivelato che per la 

regolazione della protrusione-3’ è determinante la presenza della proteina 

checkpoint Tel1 e che in assenza del gene Rad50, che fa parte del complesso MRX, 

la regione di DNA telomerico a singolo filamento si riduce notevolmente, quasi a 

scomparire. Abbiamo inoltre osservato nei ceppi in cui la coda a singolo è più corta 

anche un accorciamento del telomero rispetto al ceppo di riferimento HY.  

Un evento inatteso, osservato in questi ceppi, è l’esistenza di fenomeni di 

amplificazione del subtelomero Y’ pur in presenza di una telomerasi attiva. 

L’amplificazione del subtelomero Y’ è presente nei ceppi HY ed aumenta con il 

passare delle generazioni; si osserva amplificazione anche nei ceppi HY rad50 ma 

non nei mutanti rad51 suggerendo che queste cellule hanno le caratteristiche dei 

survivors Type I. Questo fenomeno è abbastanza insolito, perché avviene in 

presenza di una telomerasi attiva ed in cellule che non sono state interessate da 

una fase di senescenza. Inoltre, abbiamo evidenziato un ruolo di Tel1 nella 

regolazione di questo processo. Infatti nei doppi mutanti HY tel1, rad50 e HY tel1 

rad51, il fenotipo precedentemente descritto tipico dei survivors Type I si inverte 

suggerendo l’esistenza di un meccanismo di amplificazione del Y’ Rad51-

indipendente che opera in assenza di Tel1. 

L’importanza di Tel1, nel regolare i telomeri umanizzati, è evidenziata dai 

saggi di immunoprecipitazione della cromatina, che rivelano un arricchimento 

significativo di questa proteina al telomero umanizzato rispetto al ceppo selvatico. 

 

CONCLUSIONI: L’attivazione dei meccanismi ALT normalmente insorge dopo una 

fase di senescenza che segue la perdita di attività telomerasica, sia in cellule di 

lievito che di mammifero (Lendvay et al., 1996). Nei ceppi di lievito con telomeri 

umanizzati si osserva un amplificazione del subtelomero Y’ anche in presenza di 

attività telomerasica, suggerendo che questo processo possa essere attivato da 

una inappropriata regolazione e/o struttura del telomero. La presenza di una coda 

a singolo filamento più lunga rispetto al ceppo selvatico potrebbe indurre ad 

ipotizzare un suo ruolo positivo nell’innesco per l’attivazione del processo di 

ricombinazione ALT; tali meccanismi sono infatti attivati da fattori come Rad51 che 

potrebbero competere con le proteine che regolano il caricamento della telomerasi 

come Cdc13 per l’accesso al DNA telomerico a singolo filamento. 
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MATERIALI E METODI 

 

CEPPI DI LIEVITO 

I ceppi di lievito utilizzati in questo lavoro derivano dal diploide C6.1 (TLC1/tlc1-h) 

(Henning et al., 1998); i ceppi aploidi TLC1 (Y) e tlc1-h (HY) sono stati selezionati 

tramite PCR come descritto in Brevet et al., 2003. I mutanti HY tel1, HY rad50, HY 

rad51, i doppi mutanti ed i rispettivi controlli sono stati ottenuti come descritto in 

Di Domenico et al., 2009. Per tutti gli esperimenti ChIP è stato utilizzato il ceppo 

HY tel1-HA ottenuto tramite un tag interno con tre epitopi HA come descritto in 

Sabourin et al.2007.  

 

CHROMATIN IMMUNOPRECIPITATION (ChIP) 

L’analisi ChIP è stata effettuata come descritto in Alexander e Zakian (2003), la 

proteina Tel1-3HA è stata immunoprecipitata utilizzando un anticorpo monoclinale 

-HA (Santa Cruz) e biglie magnetiche A Dinabeads (Invitrogen). I campioni sono 

stati analizzati tramite PCR e normalizzati rispetto al DNA presente nella reazione 

(imput); i dati sono espressi come arricchimento rispetto alla quantità di DNA non 

telomerico (gene endogeno ARO1) immunoprecipitato. I valori sono presentati 

come la media più o meno la deviazione standard di tre esperimenti indipendenti. 

Dove applicabile è stato utilizzato un t-test di Student ad una coda per determinare 

il livello di significatività (p≤0,05).  

 

ANALISI DELLA CODA A SINGOLO FILAMENTO (G-Tail) 

Il DNA genomico a partire da colture sincronizzate è stato digerito con l’enzima di 

restrizione XhoI (New England BioLabs) ed ibridato in condizioni non denaturanti 

come descritto in Dionne and Wellinger (Dionne e Wellinger, 1996). L’analisi della 

regione di DNA a singolo filamento è stata effettuata con sonda (C3TA2)3. Come 

controllo negativo il DNA è stato digerito tramite l’enzima ExoI (New England 

BioLabs) dopo la digestione con XhoI.  

 

TELOMERIC OLIGONUCLEOTIDE LIGATION ASSAY (t-OLA) 

Il t-OLA è stato preparato come descritto in Cimino-Reale et al., 2001, con 

modifiche minori. In breve, gli oligonucleotidi sono stati fosforilati tramite la T4 

polinucleotide chinasi. Una mix composta da 30 ul contenenti 5 pmol di 

oligonucleotidi e 50 pmol di [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml), 70 mM Tris, 

pH 7,6, 10 mM MgCl2, 5 mM dithiothreitolo e 20 unità di T4 polinucleotide chinasi 

sono stati incubati per 40 minuti a 37°C. 
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ANALISI DEL CARIOTIPO ELETTROFORETICO 

I cromosomi di S. cerevisiae sono stati separati tramite PFGE (Pulsed Field 

Gel Electrophoresis) utilizzando l’apparato CHEF MAPPER (BioRad) nelle seguenti 

condizioni di corsa: 1% agarosio in 0.5X TBE, 6V/cm ad una temperatura di 14°C. 

La direzione del campo elettrico è variata tra –60° e +60°, rispetto alla direzione di 

migrazione del DNA, ogni 60 secondi per le prime 15 ore ed ogni 90 secondi per le 

successive 9 ore. 

 

IBRIDAZIONE SU FILTRO 

Il gel, dopo la corsa elettroforetica, è denaturato per 30 min. in 0.5 M NaOH, 0.5 M 

NaCl e neutralizzato due volte per 30 min. in 0.5 M Tris-HCl pH7.4, 10X SSC. 

Successivamente il gel è assemblato per il trasferimento in 10X SSC. Dopo 16-18 

ore, il filtro viene lavato in 2X SSC e lasciato ad asciugare all’aria per 10 min. Il 

DNA è fissato al filtro mediante incubazione per 1 ora e mezza in forno ad 80°C. 

L’ibridazione viene effettuata a 60-65°C in 6X SSC, 0.1% SDS, 1% latte scremato 

in polvere. Dopo aver aggiunto la sonda radioattiva denaturata, il filtro è incubato 

per 16-18 ore a 60-65°C e successivamente lavato come segue: due lavaggi di 20-

30 min. ciascuno a 45°C in 4X SSC, 0.1% SDS; due lavaggi di 20-30 min. ciascuno 

in 2X SSC, 0.1% SDS. La marcatura incorporata è rivelata mediante esposizione 

ad una speciale lastra impressionabile, che viene successivamente letta da un 

apposito strumento (Phosphorimager, Molecular Dynamics; Typhoon Amersham 

Pharmacia Biotech). L’immagine che ne risulta è fornita in un formato digitale 

compatibile con i più comuni programmi grafici. In alternativa il gel viene posto in 

una cassetta schermata a contatto con una lastra autoradiografica che viene poi 

sviluppata e fissata con gli opportuni reagenti fotografici.  

 

 

RISULTATI  

 

LA LUNGHEZZA DELLA REGIONE DEL DNA TELOMERICO A SINGOLO FILAMENTO È 

REGOLATA DURANTE IL CICLO CELLULARE 

La proteina Cdc13 si associa alla protrusione telomerica terminale svolgendo un 

ruolo di capping e collaborando, insieme a Tel1, al caricamento della telomerasi tra 

la fase S/G2 (Sabourin et al., 2007). L’attività di sintesi della telomerasi provvede 

ad che aggiunge ripetizioni telomeriche determinando un allungamento della coda 

a singolo filamento normalmente corta in lievito durante tutto il ciclo cellulare (Lin 

e Zakian, 1996; Tseng et al., 2006). In un lavoro precedente (Alexander e Zakian, 

2003), tramite ChIP, è stato evidenziato un aumento del legame di Cdc13 al 
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telomero nei ceppi di lievito umanizzati rispetto al ceppo selvatico. In accordo con 

questo studio, è stata successivamente evidenziata nei ceppi HY la presenza di una 

protrusione-3’ (G-tail) più lunga rispetto al WT in colture asincrone (Bah at al., 

2004; Di Domenico et al., 2009).  

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8: Analisi della protrusione telomerica a singolo filamento nei ceppi di lievito HY che 

esprimono il gene Tlc1-h. I ceppi HY sono stati sincronizzati in G1 tramite -factor e dopo essere 

stati rilasciati in terreno di crescita, sono stati effettuati prelievi a distanza di 15 minuti. Il DNA 

genomico è stato estratto e digerito con XhoI; un campione è stato trattato con ExoI. (A) Il DNA 

genomico nel gel Nativo è stato marcato terminalmente con sonda telomerica umana [32P] 

(C3TA2)3. (B) Il gel mostrato nella figura (A) è stato denaturato e successivamente ibridato con la 

stessa sonda. (C) Il grafico a barre rappresenta il rapporto tra l’intensità delle bande nella regione 

telomerica nel gel Nativo verso quello Denaturato. I dati riportati nel grafico fanno riferimento a 

tre diversi esperimenti. Il valore dell’intensità delle bande è stato ricavato tramite il software 

Scion Image (Copyright 1997-2005 Scion Corporation). (D) Analisi al FACS del ceppo HY ad 

intervalli di 15’ dopo il rilascio da -factor.    
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Per determinare se nei ceppi HY, la protrusione-3’, è costitutivamente presente 

nella sua forma più lunga oppure modulata durante il ciclo cellulare, abbiamo 

analizzato l’andamento della coda telomerica, tramite un saggio G-Tail. A tale 

scopo, i ceppi di lievito sono stati sincronizzati in G1, utilizzando -factor, 

successivamente rilasciati e monitorati a distanza di 15 minuti per un totale di 90 

minuti. Ogni campione è stato prima analizzato tramite citofluorimetria, per 

verificare lo stadio del ciclo cellulare ed in seguito la lunghezza della coda a singolo 

filamento è stata stimata tramite il rapporto delle intensità di ibridazione tra il gel 

nativo (Fig.8 A) e quello denaturato (Fig.8 B) con il software Scion Image Quant®. 

Il controllo negativo, indicato come ExoI, è stato ottenuto tramite digestione del 

DNA genomico del ceppo HY in fase asincrona (Asy), con l’enzima esonucleasi I che 

rimuove la protrusione-3’. Nella Fig.8 C è rappresentato il grafico risultante 

dall’analisi quantitativa che riporta la variazione della lunghezza della G-tail 

durante il ciclo cellulare, nel ceppo HY. La protrusione telomerica a singolo 

filamento risulta essere estremamente corta durante l’inizio della fase G1 (15’-30’) 

per poi aumentare gradualmente fino ad raggiungere un picco tra la fine della fase 

S e G2. Questo meccanismo è analogo a quanto osservato in ceppi di lievito 

selvatici, suggerendo che il meccanismo che regola la lunghezza della G-tail è 

attivo anche nei ceppi HY. 

 
 

Rad50 E’ INDISPENSABILE PER LA FORMAZIONE DELLA CODA A SINGOLO 

FILAMENTO 

La formazione della protrusione-3’ in fase S precoce è indipendente dall’attività 

della telomerasi sia in lievito che nell’uomo (Frank et al., 2006; Vodenicharov e 

Wellinger, 2006) ed è dovuta all’attività di un processo esonucleolitico ancora poco 

chiaro. Un complesso trimerico altamente conservato chiamato MRN (Mre11-

Rad50-Nbs1) nell’uomo ed MRX (Mre11-Rad50-Xrs2) in S. cerevisiae, è 

estremamente importante per la generazione della G-tail telomerica (Chai et al., 

2006). MRX sembra avere anche un ruolo indiretto nella regolazione del telomero, 

infatti in ceppi con mutazioni a carico del gene XRS2, non è possibile rilevare 

l’associazione di Tel1 al telomero e la lunghezza dei telomeri stessi risulta essere 

ridotta (Shima et al., 2005). Sia il complesso MRX che Tel1 si legano non solo al 

telomero ma anche ai siti di rottura a doppio filamento del DNA per attivare i 

meccanismi di riparo e garantire la formazione di una regione a singolo filamento 

al 3’ (Lisby et al., 2004; Shroff et al., 2004). Quando si forma la protrusione, 

durante l’attivazione dei meccanismi di ricombinazione omologa, il DNA a singolo 
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filamento viene riconosciuto dal gene RAD51 in grado di operare l’invasione della 

doppia elica in cerca dell’omologia di sequenza (Krogh e Symington 2004). 

Avendo osservato che la protrusione-3’, anche se più lunga rispetto al ceppo 

selvatico, è modulata durante il ciclo cellulare, abbiamo analizzato il ruolo di geni 

potenzialmente coinvolti in questo processo. In particolare ci siamo concentrati su: 

ceppi difettivi per il complesso MRX, a seguito della rimozione del gene RAD50; 

ceppi privi del gene TEL1, poiché è noto che questa chinasi interagisce con il 

complesso MRX; doppi mutanti rad50, tel1. Inoltre poiché il DNA a singolo 

filamento, indipendentemente dal tipo di sequenza, è il sito di legame preferenziale 

per il gene RAD51 abbiamo anche esaminato i mutanti rad51 ed i doppi mutanti 

rad51, tel1.  

Per ottenere una misura della lunghezza della protrusione-3’, è stato 

utilizzato il telomeric-Oligonucleotide Ligation Assay (t-OLA) la cui sensibilità e 

specificità è stata largamente dimostrata in lavori precedenti (Cimino-Reale et al., 

2001; 2003). Questa tecnica consente di misurare la lunghezza della protrusione 

telomerica attraverso l’uso di corti primers di 12 nucleotidi, disegnati per ibridare 

nell’esatta giustapposizione, la sequenza di DNA bersaglio ed uniti tramite DNA 

ligasi. Per ottenere la completezza della reazione vengono anche aggiunti, in una 

fase successiva, primers da 6 nucleotidi per colmare gli eventuali spazi che 

potrebbero rimanere durante il processo di appaiamento al DNA telomerico. 

Successivamente l’estensione della protrusione-3’ viene calcolata in base alla 

lunghezza e quindi al numero di primers legati al telomero, mediante elettroforesi 

su gel di acrilamide.   

Per incrementare e validare le informazioni relative al t-OLA viene utilizzato il 

saggio di ibridazione in liquido (Fig.9 E). Il segnale d’ibridazione totale, che 

rappresenta la quantità complessiva di protrusione-3’, normalizzato rispetto alla 

quantità di DNA caricata su gel permette l’analisi quantitativa della protrusione-3’.     

Come esperimento preliminare è stato utilizzato un ceppo di lievito (W303) 

con telomeri canonici per verificare la specificità della reazione ed il ceppo HY a 

diverse concentrazioni di DNA, per analizzare la linearità del segnale d’ibridazione 

rispetto alla quantità di DNA (Fig.9 A). In Fig.9 A si può notare che il segnale 

d’ibridazione è totalmente assente nei ceppi W303, poiché i primers utilizzati sono 

specifici per la sequenza del telomero di mammifero. Al contrario, il segnale è 

presente nei ceppi HY come bande discrete che rappresentano la distribuzione della 

lunghezza della protrusione-3’ (Fig.9 A).  Il campione digerito con l’esonucleasi I 

(ExoI) non presenta alcun segnale dimostrando che l’ibridazione ottenuta è 

riconducibile alla presenza di una protrusione telomerica. 
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Fig. 9: Analisi della regione di DNA telomerico a singolo filamento tramite t-OLA: A) prodotti 

di t-OLA su gel denaturante di acrilamide con sonda (AATCCC)2, nel ceppo di controllo W303 e 

del ceppo HY. B) Come controllo negativo sono stati utilizzati 200 ng del DNA del ceppo HY, 

digeriti con l’esonucleasi I (ExoI) prima dell’analisi. C) Prodotti di t-OLA ottenuti sui ceppi HY, 

HY tel1; HY rad51; HY rad50; HY tel1, rad50; HY tel1, rad51; oltre al controllo negativo 

W303, con sonda (AATCCC)2. I ceppi sono stati sincronizzati in G2 tramite nocodazolo. (E) 

Saggio d’ibridazione in liquido: validazione dei risultati ottenuti tramite t-OLA. La stessa 

quantità di DNA utilizzato per il t-OLA è stato caricato su gel d’agarosio 1% e colorato con 

Bromuro d’Etidio per stimare la quantità totale di DNA utilizzata nella reazione. Il gel è stato 

successivamente essiccato, trasferito su membrana di nylon (Stratagene) ed esposto su 

pellicola autoradiografica. La quantità totale della protrusione-3’ per ogni campione è stata 

ricavata normalizzando il segnale d’ibridazione rispetto alla quantità di DNA caricato su gel 

d’agarosio. Le immagini sono state analizzate tramite il softwere Scion Image (Copyright 

1997-2005 Scion Corporation). 

A) B) C)           

Saggio d’ibridazione in liquido  

 

t-OLA 

 

E) 
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La lunghezza della protrusione-3’, stimata tramite t-OLA, è stata ottenuta nel 

ceppo HY e nei mutanti HY tel1; HY rad50; HY rad51; HY tel1, rad50 e HY tel1, 

rad51 (Fig.9 C) a partire da cellulle bloccate in G2 tramite nocodazolo. La scelta di 

bloccare le cellule in G2 è motivata dal fatto che la lunghezza della coda è 

modulata durante il ciclo cellulare ed è massima nella fase G2, quindi soltanto 

utilizzando cellule sincronizzate possiamo ottenere dei risultati confrontabili. Come 

controllo della distribuzione della lunghezza della coda telomerica è stato utilizzato 

il saggio d’ibridazione in liquido. Il saggio d’ibridazione in liquido conferma che 

l’intensità dell’ibridazione è proporzionale alla quantità di DNA presente nella 

reazione (Fig.9 E, HY 200-25 ng), è specifica per telomeri umani (Fig.9 E, cfr 

HY/W303) e dipende dalla presenza di una coda 3’ (Fig.9 E, ExoI)  

 

 
 

Fig. 10: Analisi dei prodotti di t-OLA di Fig.9, ricavati tramite il software Scion Image (Copyright 1997-

2005 Scion Corporation), relativi all’intensità delle singole bande di ibridazione. Il grafico rappresenta la 

distribuzione percentuale dei valori della lunghezza della protrusione-3’.  

 
La lunghezza della protrusione-3’ è riportata come una distribuzione 

percentuale di prodotti a partire da 24 nt fino circa 132 nt (Fig.10 A). In tutti i 

campioni esaminati la protrusione-3’ di 24 nt (corrispondente a 2 primers legati tra 

loro), è la più rappresentata. Per il ceppo HY  la coda di 24 nt rappresenta circa il 

40% del segnale totale d’ibridazione e questa, anche se con una bassa frequenza 

(meno dell’1%), si estende fino a 132 nt. Nel ceppo HY rad51 i valori relativi alla 

protrusione-3’ sono simili a quelli appena descritti per il ceppo HY, infatti 
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osserviamo che nel 47% è presente una coda di 24 nt, che arriva fino a 120 nt in 

una percentuale intorno all’1% della popolazione. Nei mutanti HY tel1 invece, la 

protrusione-3’ di 24 nt rappresenta l’89% con un estensione massima di 48 nt, 

mentre nel mutante HY rad50 la coda telomerica pari a 24 nt rappresenta l’86% 

del segnale totale con una lunghezza massima che non supera i 36 nt. Il doppio 

mutante  HY tel1, rad50 mostra protrusioni telomeriche più lunghe sia rispetto ad 

HY tel1 che ad HY rad50; il doppio mutante HY tel1 rad51 presenta un fenotipo 

intermedio rispetto ai singoli mutanti mostrando infatti, protrusioni più lunghe 

rispetto al ceppo HY tel1 ma più corte del mutante HY rad51 (Fig.10). 

 

 

  

Fig. 11: Segnale totale di ibridazione relativo alla protrusione-3’. I valori sono stati 

ottenuti tramite software Scion Image (Copyright 1997-2005 Scion Corporation) 

normalizzando il livello d’ibridazione totale e la quantità di DNA. Il ceppo HY è stato preso 

come riferimento. I dati si riferiscono a tre diversi esperimenti effettuati su cellule 

sincronizzate in G2.  

 

 

In aggiunta all’analisi della lunghezza della protrusione-3’ mediante t-OLA, è stato 

analizzato il grado d’ibridazione totale della sonda complementare alla protrusione 

a singolo filamento tramite il saggio di ibridazione in liquido. Questi dati, 

normalizzati per la quantità di DNA genomico presente nella reazione, forniscono 

una stima complessiva della presenza di protrusione telomerica. I risultati ottenuti 

tramite questa analisi dimostrano che i ceppi HY ed HY rad51 mostrano i maggiori 

livelli di ibridazione rispetto agli altri ceppi, a conferma di quanto precedentemente 

osservato con il t-OLA. Il ceppo HY rad50 mostra un segnale d’ibridazione 

estremamente debole, mentre il ceppo HY tel1 ed i relativi doppi mutanti HY tel1, 
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rad50 ed HY tel1, rad51 evidenziano livelli d’ibridazione simili tra loro ed intermedi 

rispetto ad HY e HY rad50 (Fig.11). 

 

 

LA TELOMERASI E’ ATTIVA E COESISTE CON L’AMPLIFICAZIONE DEL 

SUBTELOMERO Y’ 

Dalle analisi di sequenziamento è emerso che la telomerasi umanizzata funziona ed 

aggiunge ripetizioni telomeriche di mammifero all’estremità dei telomeri di lievito. 

Anche se questi telomeri risultano essere di lunghezza inferiore rispetto a quelli 

selvatici vengono propagati e mantenuti correttamente anche per molte 

generazioni (~ 1000) (Di Domenico et al., 2009) e la protrusione-3’, anche se più 

lunga rispetto ad un telomero canonico, sembra essere regolata. Inoltre abbiamo 

osservato che mutanti rad50 presentano una coda estremamente corta rispetto al 

ceppo parentale HY. Al fine di analizzare l’effetto delle diverse lunghezze della G-

Tail sull’estensione del telomero abbiamo effettuato una serie di Telo-Blot, 

utilizzando la sonda telomerica (C3TA2)3/(G3TA2)3. Poiché nei ceppi umanizzati è 

stata osservata la fosforilazione di Rad53 (Di Domenico et al., 2009) e questo 

evento, in ceppi selvatici, è stato associato anche a fenomeni ALT (Type I) (Lin et 

al., 2009), gli stessi campioni sono stati ibridati con una sonda specifica per 

analizzare l’amplificazione del  subtelomero Y’. In questi esperimenti il DNA 

genomico viene digerito con l’enzima di restrizione XhoI che taglia, in cromosomi 

con telomeri Y’, frammenti terminali compresi tra 1-1.3 kb. L’elemento 

subtelomerico Y’ di 5,2 o 6,7 kb di lunghezza si trova, in circa due terzi dei 

telomeri (Fig.12 A). Il DNA ristretto con XhoI, viene prima ibridato con la sonda 

telomerica e successivamente, dopo aver rimosso dal filtro la sonda, ibridato 

nuovamente con la sonda subtelomerica. Dall’immagine radiografica in Fig.12 B 

sono riconoscibili i frammenti telomerici come bande diffuse nella regione 

compresa tra 1-1.3 Kb. La successiva ibridazione con la sonda subtelomerica 

evidenzia in aggiunta ai frammenti terminali, i frammenti del subtelomero Y’. Nel 

primo pannello in Fig.12 B si può notare che tutti i ceppi HY mantengono i telomeri 

umanizzati come dimostrato dal segnale d’bridazione con la sonda telomerica e che 

la loro lunghezza rimane costante con il passare delle generazioni  (P10, P35, P50). 

Analogamente al ceppo con telomeri canonici (W303) privo del gene rad50 anche i 

ceppi HY rad50 presentano dei telomeri estremamente corti (Fig. 12 B – Box 

rosso). Comportamento opposto si osserva nei ceppi HY rad51 nei quali il telomero 

si allunga e supera la lunghezza del ceppo parentale HY tanto da essere 

paragonabile a quella del ceppo di S. cerevisiae selvatico anche se risulta più 

eterogeneo (Fig.10 B, linee rosse). Tale fenomeno è tipico del ceppo umanizzato e 
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non si riscontra nel corrispondente mutante (W303 rad51) con telomeri canonici 

(Fig.12 B pannello destro). Come atteso il profilo d’ibridazione ottenuto con la 

sonda Y’ è analogo a quello ottenuto con la sonda telomerica per quanto riguarda i 

frammenti terminali. I frammenti subtelomerici mostrano invece un graduale 

aumento di ibridazione del subtelomero Y’ nei ceppi HY con il progredire delle 

generazioni. 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Fig. 12: A) Rappresentazione schematica del telomero di lievito umanizzato e della regione del 

subtelomero Y’. B) Primo pannello: analisi autoradiografica dell’ibridazione con la sonda T2AG3. 

Secondo pannello: analisi autoradiografica dell’ibridazione con la sonda subtelomerica Y’ sui 

ceppi HY, a diversi passaggi su piastra (P10, P35, P50) e sui ceppi HY rad50 (P35), HY rad51 (P35). 

Terzo pannello: ibridazione con la sonda subtelomerica Y’ sui ceppi HY tel1 (P10, P20, P35), HY 

tel1, rad50 HY tel1, rad51 altre ai ceppi W303 di controllo. La parentesi nella parte superiore 

della figura (Y’) ed in quella inferiore (Telomere) rappresentano rispettivamente la regione del 

subtelomero Y’ ed i frammenti telomerici terminali che si ottengono dopo digestione del DNA 

genomico con l’enzima di restrizione XhoI. Con il quadrato tratteggiato in rosso sono indicati i 

telomeri del ceppo HY rad50 mentre tra le due linee rosse sono indicati i telomeri del ceppo HY 

rad51 in relazione a quelli del ceppo selvatico di controllo.  

A) 

B) 
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Anche nei mutanti HY rad50 è possibile osservare un elevato livello d’ibridazione 

del subtelomero mentre, il ceppo HY rad51 a parità di passaggi su piastra mostra 

bande di ibridazione per il subtelomero Y’ di minore intensità rispetto agli altri 

ceppi. Questi risultati suggeriscono che i ceppi HY vanno incontro ad un processo di 

amplificazione del subtelomero Y’, pur essendo caratterizzati dalla presenza di una 

telomerasi attiva. E’ importante ricordare che, l’analisi delle sequenze telomeriche 

di ceppi HY (Di Domenico et al., 2009), la formazione di un telomero solo 

vertebrato (Brevert et al., 2003; Alexander e Zakian 2003) e l’analisi di vitalità dei 

ceppi in assenza di Rad52 (Alexander e Zakian 2003) dimostrano la presenza di 

una telomerasi attiva nei ceppi HY.  

Nel terzo pannello della Fig.12 B sono riportati i ceppi HY tel1 ed i doppi 

mutanti HY tel1, rad50 e HY tel1, rad51. Analogamente a quanto ampiamente 

dimostrato per i ceppi di lievito con telomeri canonici, i telomeri in assenza di Tel1 

sono più corti. I primi tre campioni corrispondono al ceppo HY tel1 a diversi 

passaggi su piastra che presentano telomeri più corti rispetto al ceppo parentale 

HY, tuttavia la lunghezza di questi telomeri si mantiene inalterata per 35 passaggi 

su piastra (~700 generazioni). La presenza di telomeri più corti è evidente anche 

nei doppi mutanti a suggerire un effetto dominante di Tel1 nella regolazione delle 

estremità cromosomiche. Per quanto riguarda l’amplificazione del subtelomero Y’ 

nel ceppo HY tel1 sembra essere inferiore rispetto a quella del ceppo HY agli stessi 

passaggi su piastra mentre abbiamo osservato un fenotipo totalmente inatteso nei 

doppi mutanti HY tel1, rad50 e HY tel1, rad51. In questi ceppi osserviamo che 

l’assenza di Tel1 determina una inversione dello schema di amplificazione 

precedentemente osservato nei singoli mutanti. Nel ceppo HY tel1, rad50 infatti il 

segnale di amplificazione del subtelomero Y’ e debole mentre risulta essere molto 

intenso nei ceppi HY tel1, rad51. Questo risultato è inatteso in quanto, non è stato 

descritto un processo di amplificazione del subtelomero Y’ Rad51-indipendente. 

Come ulteriore analisi abbiamo effettuato uno studio del cariotipo 

elettroforetico ibridando i cromosomi con la stessa sonda Y’ utilizzata nel Telo-Blot. 

Sono stati utilizzati tre differenti sub-cloni per ogni ceppo in aggiunta al ceppo di 

riferimento W303 (Fig.13). Come atteso, tutti i sub-cloni del ceppo HY tel1, rad51 

presentano un alterato cariotipo elettroforetico ed un forte segnale d’ibridazione 

con la sonda Y’ (Fig.13). Al contrario il doppio mutante HY tel1, rad50 non mostra 

alterazioni del profilo elettroforetico sia nell’immagine del gel colorato con bromuro 

d’etidio (Fig.13 pannello di sinistra) sia nell’immagine radiografica risultante 

dall’ibridazione con sonda Y’ (Fig.13 pannello di destra). 
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Fig.13: Analisi del cariotipo elettroforetico dei ceppi HY tel1, rad50 e HY tel1 rad51 tramite 

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Il ceppo W303 è utilizzato come controllo negativo. 

  

Per confermare questi risultati ed ottenere un valore quantitativo di 

amplificazione del subtelomero Y’ abbiamo determinato il numero relativo di copie 

di Y’ mediante Real-Time PCR normalizzando i valori ottenuti per il gene endogeno 

dell’actina ed utilizzando come calibratore il ceppo selvatico W303. Dopo aver 

settato i parametri per la Real-Time PCR mediante costruzione delle curve di 

calibrazione per Y’ e per l’actina, è stato effettuato il monitoraggio del numero di 

copie di Y’ in ceppi HY a diversi passaggi su piastra. In Fig.14 A è riportata l’analisi 

effettuata su HY P10, P30 e P50 dove P rappresenta il numero di passaggi su 

piasta (P1 = 20 generazioni). Come si nota nel grafico in Fig.14 A il numero di 

copie del subtelomero Y’ aumentano progressivamente al passare delle generazioni 

fino ad arrivare, dopo 50 passaggi su piastra (~1000 generazioni) a circa 9 volte il 

livello del ceppo di riferimento. E’ interessante notare che i livelli di Y’ a P10 sono 

molto simili a quelli del ceppo di riferimento. Questo risultato è in accordo con il 

dato ottenuto mediante ibridazione come mostrato nel riquadro di Fig.14 A. 

Successivamente abbiamo analizzato i seguenti ceppi tutti propagati per 30 

passaggi su piastra (P30): HY tel1; HY rad50; HY rad51; HY tel1 rad50; ed HY tel1 

rad51 (Fig.14 B). Il ceppo HY tel1 mostra mostra livelli di amplificazione inferiori 

rispetto da quelli osservati nel ceppo parentale allo stesso passaggio su piastra 

anche se questa riduzione non è significativa. Al contrario, la riduzione 

dell’amplificazione del subtelomero Y’ che si osserva nel mutante HY rad51 risulta 

essere significativia se confrontata con il livello di amplificazione del ceppo HY. Un 

altro dato che emerge da questo studio è l’elevato livello di amplificazione 

osservato nel ceppo HY rad50, significativamente maggiore rispetto ad HY. 
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Fig. 24: Real Time PCR per l’analisi dell’amplificazione del subtelomero Y’. A) Pannello di 

sinistra: Real-Time sui ceppi HY (P10, P30, P50); pannello di destra: ibridazione con sonda Y’ 

utilizzando gli stessi campioni del ceppo con telomeri umanizzati, analizzati tramite Real-Time. 

B) Nel grafico sono rappresentati i valori relativi all’amplificazione del subtelomero Y’. 

L’asterisco indica i livelli di significatività: * significativo (p<0,05); ** altamente significativo 

(p<0,01). I dati fanno riferimenti a 5 esperimenti indipendenti. La linea rossa indica il livello di 

amplificazione del subtelomero Y’ nel ceppo HY P30 utilizzato come riferimento. 

 
 

Anche se in presenza di alcune differenze rispetto ai survivors canonici come la 

presenza della telomerasi e l’assenza di una fase di senescenza, il meccanismo che 

regola l’amplificazione del subtelomero Y’ in questi ceppi sembra riflettere quello 

classico dei Type I Rad51-dipendente. Questo meccanismo, che richiede la 

presenza di Rad51 per l’amplificazione del subtelomero Y’, scompare nel mutante 

HY rad51 ma non nel doppo mutante HY tel1, rad51. Al contrario, i livelli elevati di 

amplificazione dell’Y’ osservati nel ceppo HY rad50 diventano estremamente bassi 

nel ceppo HY tel1, rad50. Questi risultati lasciano ipotizzare che: 1) l’amplificazione 

A) 

B) 

** 

* 

* 

* 
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del subtelomero Y’ rad51 dipendente richiede Tel1. 2) In assenza di Tel1 esiste un 

meccanismo di amplificazione del subtelomero Y’ nuovo, che non richiede l’attività 

di Rad51.  

I dati fin qui mostrano che nei ceppi HY l’amplificazione del subtelomero Y’ è 

indipendente dalla lunghezza del telomero e dall’attività della telomerasi. La 

lunghezza della protrusione-3’ sembra influire sull’estensione del telomero in 

quanto i ceppi in cui la protrusione è più corta mostrano anche una riduzione della 

lunghezza dei telomeri. Tuttavia la lunghezza della protrusione-3’ non sembra 

essere direttamente collegata con il meccanismo di amplificazione Y’ (Tabella 1).  

 

Ceppo Lunghezza telomero Protrusione-3' Amplificazione Y' 

HY  ** *** ***  
HY tel1 * ** ** 

HY rad50 * * *** 
HY rad51 *** *** * 

HY tel1 rad50 * ** * 
HY tel1 rad51 * ** *** 

 

 Tabella 1: schema riassuntivo relativo delle diverse caratteristiche osservate nei ceppi HY in 

questo studio a P30, (***) elevata, (**) media, (*) corta 

 

 

 

NEI CEPPI RAD52 NON SI OSSERVANO FENOMENI DI AMPLIFICAZIONE DELLA 

REGIONE SUBTELOMERICA Y’ 

Abbiamo precedentemente documentato che l’insorgenza dei survivors di Type I 

non canonici, nei ceppi umanizzati, avviene in presenza di attività telomerasica. 

Questo suggerisce che l’amlificazione del subtelomero Y’ è causata, non da una 

mancata attività telomerasica, ma più probabilmente da alterazioni nella funzione 

di capping del telomero che normalmente bloccano i fenomeni di ricombinazione 

omologa (Grandin et al., 2001). Se questo è vero ci aspettiamo che la rimozione di 

Rad52, che regola tutti gli eventi di ricombinazione omologa, non porti a morte 

cellulare, come osservato nei lieviti privi di attività telomerasica, ma impedisca 

soltanto il processo di amplificazione. A questo scopo abbiamo costruito il mutante 

HY rad52, fatto crescere su YPD per circa 600 generazioni (P30) e analizzato 

tramite Telo-Blot per monitorare i livelli di amplificazione del subtelomero Y’ 

(Fig.15). 
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Fig.15: Analisi autoradiografia dell’ibridazione con la sonda subtelomerica Y’. I ceppi sono stati 

analizzati a 25 e 30 passaggi su piastra. La parentesi indica i frammenti telomerici terminali; le frecce 

puntano sui frammenti subtelomerici Y’. Per il ceppo HY rad52 sono stati analizzati due cloni (A e B).  

 

Tutti i ceppi rad52 prodotti si sono dimostrati vitali oltre 30 passaggi su 

piastra senza mostrare fenomeni di senescenza. I cloni sono stati analizzati 

rispettivamente a P25 e P30, quando normalmente nei ceppi HY inizia ad emergere 

chiaramente l’amplificazione dell’elemento Y’. Il loro profilo d’ibridazione non 

mostra le variazioni del subtelomero Y’ tipiche dei survivors Type I, tuttavia si 

osserva una maggiore variabilità clonale, con telomeri leggermente più lunghi, 

rispetto al rispetto al parentale HY (Fig. 15). L’assenza di fenomeni di senescenza e 

di amplificazione dell’elemento Y’ dimostra che in questi ceppi i telomeri vengono 

mantenuti attraverso l’attività della telomerasi e non è  richiesta l’attivazione dei 

meccanismi ALT.  

 

 

I CEPPI HY PRESENTANO UNA ALTERATA CAPACITA’ DI RIPARO DELLE ROTTURE 

DEL DNA A DOPPIO FILAMENTO  

E’ stato dimostrato che i ceppi di  lievito umanizzato soffrono dell’attivazione di 

Rad53 che rappresenta il principale sensore di danno al DNA (Di Domenico et al., 

2009). Inoltre è stato osservato, che questi ceppi vanno incontro ad amplificazione 

dell’subtelomero Y’ pur in presenza della telomerasi. Poiché l’amplificazione del Y’ è 

un fenomeno che dipende dall’attivazione della ricombinazione omologa a carico 

delle regioni telomeriche e subtelomeriche, ci siamo chiesti se in questi ceppi 

fossero presenti delle anomalie nei meccanismi di ricombinazione omologa tali da 

6.7 b 
5.2 Kb 
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spiegare questi fenomeni.  Se ciò fosse fero ci aspettiamo un cambiamento della 

sensibilità ad agenti genotossici che causano  danni al DNA. Le rotture del DNA a 

doppio filamento (Double Strand Breaks – DSB) rappresentano la principale 

lesione citotossica causata dalla Fleomicina e vengono preferenzialmente riparate 

attraverso la ricombinazione omologa (Haber, 2000). Per questo abbiamo allestito 

dei saggi di resistenza alla fleomicina ed abbiamo analizzato la crescita di mutanti 

nei geni RAD50, RAD51 e TEL1.  

I saggi di sopravvivenza alla fleomicina sono stati ripetuti in triplicato e condotti 

come segue: 

  Per ogni ceppo studiato sono state allestite colture da 5 ml coltivate in 

agitazione a 30° per tutta la notte. Il giorno seguente, è stata misurata la densità 

ottica (OD) a 600nm e tutte le colture portate ad un pari a 0.5 (≈1X107 

cellule/ml) in un volume di 1 ml; sono state quindi rimesse in crescita per due ore. 

Questa procedura ci ha permesso di avere colture nella fase di crescita 

esponenziale. 

  E’ stato misurato nuovamente l’OD600 (tutte le colture risultavano avere OD 

simili) ed abbiamo allestito quattro diluizioni decimali seriali  

  Infine abbiamo posto 5 µl di ogni diluizione su piastre di terreno completo (YPD) 

e su piastre di YPD con aggiunta di fleomicina (0,5 µg/ml). Le piastre sono state 

incubate a 30° per due giorni e fotografate con il software Kodak 1D Image 

Analysis. 

 

 
 

Fig.15 A) Singoli mutanti del ceppo selvatico dopo due giorni di incubazione a 30°C. B) Foto delle 

piastre dei singoli mutanti del ceppo con telomeri umanizzati dopo due giorni di incubazione a 30°C.  

 
 

Analizzando le piastre YPD senza fleomicina, dopo due giorni di incubazione 

(Fig.15 A-B) abbiamo osservato una vitalità inferiore dei i ceppi HY rispetto ai 

corrispondenti ceppi con telomeri selvatici. L’inattivazione di TEL1 non provoca una 

sensibile riduzione della crescita nel ceppo W303 mentre è più evidente la ridotta 

crescita nei ceppi HY. La rimozione del gene RAD50 determina una riduzione della 

crescita in W303, mentre la rimozione di RAD51 sembra non influire. 

Analogamente nel ceppo HY la crescita dei mutanti rad50 è ridotta rispetto al 

A) B) 
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parentale mentre non lo è quella di rad51. Questi risultati confermano il ruolo 

importante di RAD50 nella vitalità di S. cerevisiae ed inoltre evidenziano un ruolo 

di TEL1 nella crescita del lievito con telomeri umanizzati. 

Per quanto riguarda il comportamento dei doppi mutanti (Fig.16) abbiamo 

osservato che l’eliminazione di TEL1 determina un recupero della ridotta vitalità del 

ceppo W303 rad50, mentre la vitalità del ceppo W303 rad51 tel1 non è diversa da 

quella dei rispettivi singoli mutanti. Analogamente il doppio mutante HY tel1 rad50 

ha una vitalità maggiore dei rispettivi singoli mutanti mentre, diversamente da 

W303, il ceppo HY tel1 rad51 mostra un recupero rispetto ai singoli mutanti 

seppure in misura minore. Questi risultati suggeriscono che, indipendentemente 

dal tipo di telomeri, i ceppi di lievito sono dipendenti per la vitalità da Rad50 e 

quindi dal complesso MRX, e che tale dipendenza è regolata dalla presenza di Tel1. 

La dipendenza da Rad51 è invece assente nel W303 mentre è rivelabile nel ceppo 

HY. 

 

 
 

Fig.16 Doppi mutanti su piastre di YPD (parte sinistra) e su YPD con fleomicina (parte 

destra) dopo due giorni di incubazione a 30°.  

 
 

La vitalità dei doppi mutanti in presenza di fleomicina ha evidenziato un 

fenomeno inatteso, ovvero il recupero della sopravvivenza rispetto ai singoli 

mutanti. Tale fenomeno è stato riscontrato sia nei ceppi W303 che in quelli HY. In 

particolare possiamo osservare che in assenza di TEL1 sia il ceppo W303 rad50 che 

W303 rad51 recuperano vitalità suggerendo un ruolo chiave di questo checkpoint 

nel regolare l’attivazione dei meccanismi di riparo del DNA indipendentemente 

dalla struttura del telomero. Lo stesso recupero di sopravvivenza è stato osservato 

anche nei ceppi HY. In particolare, come evidenziato dai precedenti saggi di 

amplificazione del subtelomero Y’, nei ceppi umanizzati questo recupero di vitalità 
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è anche associato all’attivazione di un meccanismo di ricombinazione omologa 

Rad51-indipendente, controllato da Tel1.  

I risultati degli esperimenti di crescita su fleomicina hanno messo in evidenza 

una compromessa capacità del ceppo HY, rispetto al selvatico, di riparare i danni al 

DNA. Nei ceppi HY oltre alla fosforilazione di Rad53 è stata osservata anche 

l’attivazione dei meccanismi di ricombinazione omologa Rad51-dipendenti che 

causano l’amplificazione del subtelomeroY’. Questo porta ad ipotizzare che la 

presenza di proteine che mediano la ricombinazione al telomero le rende meno 

disponibili per il riparo delle rotture al DNA in altre regioni del genoma. Infatti la 

ridotta vitalità del ceppo HY rad50 su fleomicina potrebbe essere dovuta ad un 

maggiore reclutamento Rad51 al telomero che risulta così meno disponibile nei siti 

di danno al DNA che si formano a seguito dell’esposizione alla fleomicina. L’altro 

elemento messo in luce attraverso questi saggi è il recupero di vitalità in assenza 

di Tel1p che suggerisce un ruolo chiave di questo checkpoint nel regolare 

l’attivazione dei meccanismi di riparo del DNA indipendentemente dalla struttura 

del telomero. 

 

 

L’ASSOCIAZIONE DI Tel1 AUMENTA IN CEPPI DI LIEVITO CON TELOMERI 

UMANIZZATI 

In S. cerevisiae, la chinasi Tel1 è necessaria al mantenimento della lunghezza dei 

telomeri (Mallory e Petes, 2000) telomerasi dipendente (Goudsouzian et al., 2006; 

Sabourin et al., 2007). Tel1 interagisce con il complesso MRX e successivamente 

fosforila Cdc13. Una volta che Cdc13 viene attivato si associa al DNA telomerico a 

singolo filamento e favorisce il caricamento della telomerasi tramite il legame con 

Est1 (Tseng et al., 2006). Saggi ChIP, hanno evidenziato che Tel1 ha un picco di 

associazione al telomero tra la fase S/G2 (Sabourin et al., 2007). Sempre tramite 

ChIP è stato osservato un incremento di Cdc13 al telomero di ceppi umanizzati, 

probabilmente a causa della protrusione 3’ più lunga (Alexander e Zakian, 2003).    

Anche nei ceppi di lievito umanizzati Tel1 sembra avere un ruolo chiave come 

regolatore della lunghezza dei telomeri. Ceppi HY tel1 presentano telomeri più corti 

(Fig.10 B), rispetto al ceppo di riferimento HY ed in oltre, in questo lavoro, 

abbiamo evidenziato anche un coinvolgimento di Tel1 nella regolazione dei processi 

di ricombinazione omologa e nei meccanismi alternativi di mantenimento del 

telomero (ALT). 
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Fig. 15: Il ceppo HY Tel1HA ed il suo controllo W303 Tel1HA sono stati sincronizzati in 

fase G1 tramite -factor ed in G2 con Nocodazolo per analisi ChIP. La barra d’errore 

indica la deviazione standard fornita per ogni punto ed ogni valore fa riferimento a tre 

esperimenti indipendenti. Il simbolo (**) per i valori ottenuti in G2 indica il p value 

altamente significativo (p=0,0056). 

 
 

Per poter seguire il legame di Tel1 al telomero nei ceppi umanizzati, è stato 

allestito un esperimento di ChIP. Il Tag per Tel1 è stato preparato come descritto 

in Sabourin et al. (2007), ed i campioni sono stati analizzati nella fase di crescita 

esponenziale in colture asincrone ed in colture sincronizzate in G1 ed in G2, sia nel 

ceppo umanizzato HY che nel selvatico W303 utilizzato come controllo. A partire da 

un'unica coltura di partenza i ceppi sono stati sincronizzati a in G1 con α-factor (10 

µg/ml) ed in G2 tramite nocodazolo (15 µg/ml) oltre ai ceppi presi in fase 

asincrona. Il profilo di legame di Tel1 al telomero nel ceppo W303 è concorde con 

quanto precedentemente mostrato da Sabourin et al., (2007), infatti rispetto alle 

colture asincrone, il legame di Tel1 è basso in G1 ed aumenta leggermente in G2. 

Il profilo di legame di Tel1, evidenziato nel ceppo HY, è del tutto simile a quello del 

ceppo selvatico, tuttavia in fase G2, si osserva un aumento di legame 

statisticamente significativo (p=0,0056) rispetto al ceppo selvatico W303.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

** 
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DISCUSSIONE 
 
Il mantenimento della stabilità dei cromosomi eucariotici è assicurato dalle regioni 

terminali dette telomeri e dall’equilibrio che si instaura tra il processo di 

allungamento ed accorciamento delle estremità telomeriche (Blasco et al., 1999). 

Numerose proteine collaborano a garantire il corretto funzionamento del telomero 

e ad evitare che esso venga riconosciuto come DNA rotto o danneggiato. I 

principali sensori preposti alla sorveglianza del telomero sono Tel1 e Mec1 che 

controllano la cascata di segnalazione del danno Rad53-dipendente (Sabourin e 

Zakian, 2008). E’ stato precedentemente dimostrato che ceppi di lievito, con 

telomeri umanizzati mostrano una fosforilazione cronica di Rad53, il principale 

checkpoint di danno al DNA, probabilmente a causa di una protrusione-3’ a singolo 

filamento più lunga rispetto al ceppo selvatico (Di Domenico et al., 2009).  

Nella seconda parte del lavoro di dottorato è stata analizzata più in dettaglio 

la protrusioni-3’, come viene modulata durante il ciclo cellulare e quali geni sono 

coinvolti nel processo. L’analisi della protrusione-3’ in cellule sincronizzate e 

rilasciate in terreno di crescita completo ha dimostrato che nei ceppi di lievito 

umanizzati questa struttura non è costitutivamente presente durante tutto il ciclo 

cellulare ma è soggetta ad un processo di regolazione simile a quello che si 

osserva nel ceppo selvatico. Il saggio G-Tail ha mostrato che nel ceppo HY, la coda 

telomerica è corta durante la fase G1 del ciclo cellulare, si allunga all’inizio della 

fase S fino a raggiungere il massimo tra la fine della fase S e la G2. La successiva 

analisi tramite t-OLA ha evidenziato che questa regione in G2 ha un estensione 

che nella maggior parte dei casi (~60%) risulta compresa tra 24 e 48 nt, anche se 

in una ridotta minoranza di cellule (<1%)  raggiunge una lunghezza pari a 132 nt. 

L’analisi dei mutanti ha permesso di dimostrare inoltre, che Rad50, e di 

conseguenza il complesso MRX svolge un ruolo fondamentale nella regolazione 

della protrusione-3’ poiché nei ceppi HY rad50 la coda telomerica è estremamente 

corta e raramente supera i 24 nt. Una sensibile riduzione della protrusione-3’ è 

stata osservata anche nei mutanti HY tel1, tuttavia il fenotipo risulta essere meno 

severo rispetto al mutante rad50. Al contrario nei ceppi HY rad51 è stata 

frequentemente osservata una protrusione simile per estensione a quella del ceppo 

di riferimento HY, con una lunghezza massima intorno ai 120 nt. Poiché la 

regolazione della protrusione-3’ è fondamentale per garantire il corretto 

caricamento della telomerasi ed in generale per l’integrità del telomero stesso, 

abbiamo analizzato tramite Telo-Blot la lunghezza dei telomeri umanizzati nei 

diversi mutanti. Dall’analisi dei frammenti di restrizione è emerso che il ceppo HY 

rad50, che ha una protrusione-3’ molto corta, possiede anche telomeri 

estremamente corti. Analogamente, nel ceppo HY tel1, che ha una coda telomerica 

corta, si osservano dei telomeri poco estesi. Questa associazione tra protrusione-3’ 
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limitata e telomeri corti è stata riscontrata anche nei doppi mutanti HY tel1, rad50 

ed HY tel1, rad51. Diversamente dai mutanti HY tel1 ed HY rad50 il ceppo HY 

possiede una protrusione-3’ lunga e telomeri più estesi. Un discorso diverso è 

quello relativo al mutante HY rad51 nel quale, in presenza di una protrusione-3’ 

simile per estensione a quella del ceppo di riferimento HY, osserviamo dei telomeri 

molto più lunghi, paragonabili a quelli del ceppo selvatico W303. Questa 

osservazione suggerisce l’esistenza di un coinvolgimento da parte di Rad51 nella 

regolazione della lunghezza dei telomeri umanizzati. Per giustificare questo 

fenomeno abbiamo ipotizzato l’esistenza di una competizione per il DNA a singolo 

filamento tra Rad51 e Cdc13, infatti è noto che Cdc13 lega in vitro DNA telomerico 

a singolo filamento sia TG1-3 che T2AG3, ma con una minore affinità per le sequenze 

di mammifero (Lin e Zakian, 1996; Nugent et al., 1996). Poiché Rad51 ha elevata 

affinità per il DNA a singolo filamento, senza specificità di sequenza, potrebbe 

rappresentare un competitore di Cdc13 per l’accesso al DNA telomerico a singolo 

filamento, mascherando così la protrusione-3’ e riducendo l’efficienza di 

associazione della telomerasi al telomero. Ulteriore conferma a questo dato è 

fornita anche dall’evidenza che ceppi HY pur con una telomerasi funzionante 

presentano fenomeni di amplificazione del subtelomero Y’ mentre questo 

fenomeno è assente nel mutante HY rad51. Il livello di amplificazione del 

subtelomero Y’ osservato nel ceppo HY aumenta con il passare delle generazioni. 

Questo è plausibile se si accetta l’ipotesi della competizione per la protrusione-3’ 

tra Cdc13 e Rad51 come già ipotizzato anche da Teng e collaboratori (Lin et al., 

2009). Nei ceppi umanizzati quando prevale Cdc13 la telomerasi si associa al 

telomero ed esso viene allungato, quando prevale Rad51 viene promossa la 

ricombinazione omologa che mediante strand invasion porta all’amplificazione del 

subtelomero Y’. Una conferma a questa ipotesi potrebbe arrivare da esperimenti di 

immunoprecipitazione con anticorpi diretti contro Rad51 ed osservare se nei ceppi 

umanizzati si osserva un effettivo arricchimento di questa proteina al telomero 

rispetto al ceppo selvatico. In aggiunta sia l’attività della telomerasi che la 

ricombinazione omologa (che coinvolge Rad51) agiscono nello stesso intervallo di 

tempo, compreso tra la fine della fase S e la G2 del ciclo cellulare. E’ stato 

precedentemente dimostrato che il meccanismo che porta all’amplificazione del 

subtelomero Y’ (Type I) è un evento dipendente da Rad51 (Tenge t al., 2000; 

McEachern e Haber 2006) e Rad50-indipendente. In accordo con questi dati, 

abbiamo osservato che i mutanti HY rad50 presentano un elevato livello di 

amplificazione del subtelomero Y’. Per spiegare questo fenomeno abbiamo 

ipotizzato che in presenza di una coda telomerica estremamente corta, quale 

quella dei mutanti HY rad50, Cdc13 potrebbe essere svantaggiato rispetto a Rad51 

favorendo i fenomeni ALT Type I a scapito dell’attività della telomerasi.  
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Un discorso a parte va fatto per i risultati ottenuti nei doppi mutanti HY tel1, 

rad50 ed HY tel1, rad51. Anche in questi ceppi la regolazione della coda sembra 

risentire dell’assenza del complesso MRX tuttavia il telomero si riduce alla stessa 

lunghezza misurata nel ceppo HY tel1, confermando che l’assenza della chinasi 

Tel1 ha un ruolo fondamentale nel regolare l’associazione della telomerasi al 

telomero ed un effetto dominante rispetto alle singole mutazioni rad50 e rad51. Il 

comportamento più insolito dei doppi mutanti è legato alla scoperta di un 

meccanismo ALT Type I totalmente nuovo, che in assenza di TEL1 risulta essere 

Rad51-indipendente e Rad50-dipendente. Per spiegare questo fenomeno abbiamo 

ipotizzato che la presenza del checkpoint Tel1 possa regolare l’attivazione dei 

meccanismi di ricombinazione che in condizioni fisiologiche sono bloccati. Il 

processo di amplificazione del subtelomero Y’ è regolato da Rad51 attraverso un 

meccanismo di ricombinazione omologa detto BIR (Breack-Induced 

Recombination) che si attiva quando l’omologia di sequenza esiste soltanto ad un 

estremità del DSB, come nel caso dei telomeri (Davis e Symington 2004; Smith et 

al., 2007).  Questo meccanismo è accurato nel riparo e nel riconoscimento 

dell’omologia di sequenza tuttavia, quando è più complicato rintracciare le regioni 

omologhe, si attiva un altro meccanismo di ricombinazione Rad51-indipendente 

detto SSA (Single Strand Annealing) che necessita dell’azione di MRX nella 

formazione della protrusione-3 (McDonald e Rothstein, 1994; Ivanov et al., 1996). 

Si è ipotizzato che la scelta del tipo di riparo, avviene prima della reale sintesi del 

DNA, probabilmente ad opera di un REC (Recombination Execution Checkpoint), 

non ancora individuato, che sembra monitorare come le estremità del DSB 

vengono ingaggiate in termini di orientamento e distanza una rispetto all’altra, una 

serie di dati sperimentali escludono Mec1 (Jain et al., 2009) da questo ruolo 

tuttavia, da quanto emerge dal nostro studio, Tel1 potrebbe rappresentare un 

valido candidato per ricoprire il ruolo di regolatore in questi processi. In aggiunta 

l’anomalo comportamento dei ceppi HY in assenza di TEL1 si manifesta anche nella 

ricombinazione omologa di tipo ripartivo, in seguito ad esposizione a fleomicina. 

Infatti sia nel ceppo HY tel1, rad50 che HY tel1 rad51 si osserva un recupero di 

vitalità rispetto ai singoli mutanti HY rad50 ed HY rad51. Questo fenomeno non è 

ristretto ai ceppi con telomeri umanizzati ma è stato osservato anche nei ceppi 

selvatici. In ultimo, l’importanza che questo checkpoint ricopre a livello dei 

telomeri umanizzati è suggerita anche dai risultati ottenuti tramite ChIP che 

indicano un arricchimento di Tel1 ai telomeri umanizzati in misura maggiore 

rispetto al ceppo con telomeri canonici. 

 Il mantenimento della lunghezza e dell’integrità dei telomeri è un processo 

fondamentale per la cellula. La maggior parte delle cellule somatiche umane 

possiede una attività telomerasica bassa, se non completamente assente, che  
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determina un progressivo ed irreversibile accorciamento del telomero che 

passando attraverso una fase di senescenza conduce alla morte cellulare (Cesare e 

Reddel, 2008). Le cellule tumorali umane possono superare la fase di senescenza 

riattivando la telomerasi in circa 80-90% dei casi. Tuttavia nei rimanenti casi si 

osserva l’attivazione dei meccanismi ALT (Bryan et al., 1997). In maniera analoga 

le cellule di lievito possono sfuggire alla senescenza causata dalla mancanza di 

telomerasi, attraverso un meccanismo di mantenimento dei telomeri dipendente 

dalla ricombinazione omologa molto simile a quello osservato nelle cellule umane 

(Lundblad e Szostak, 1989; Teng e Zakian, 1999). Nel mio lavoro di tesi ho 

accumulato evidenze che testimoniano che l’attività della telomerasi ed i 

meccanismi ALT possono coesistere e che un ruolo chiave per la gestione di 

entrambi è svolto dal checkpoint Tel1/ATM. Questo dato conferma l’ipotesi 

corrente che vede Tel1, insieme a Mec1, a guardia delle estremità che si creano a 

seguito delle rotture al DNA che devono essere riparate, ed allo stesso tempo 

prevede che questi checkpoint siano in grado di preservare l’integrità delle 

estremità telomeriche escludendole da inappropriati meccanismi di riparo.  

 

 Fig.16: Modello proposto per il mantenimento dei telomeri umanizzati nel livito Saccharomyces cerevisiae. Le 

estremità telomeriche possono essere mantenute mediante un meccanismo di allungamento delle telomero 

telomerasi-dipendente (a), un meccanismo di amplificazione del subtelomero Y’ mediata da BIR (break-

induced replication) (b), un meccanismo di amplificazione del subtelomero Y’ mediato da SSA (single-strand 

annealing) (c); questi meccanismi non sono esclusivi e possono essere attivi nella stessa cellula ed agire su 

telomeri con diversa struttura. La scelta di uno dei tre potrebbe essere operata dalle proteine Cdc13p e 

Rad51p, entrambi in grado di legare le protrusioni a singolo filamento (G-tail), e dalla lunghezza della 

protrusione. In condizioni normali e con telomeri canonici prevale il legame di Cdc13 che a sua volta media il 

caricamento della telomerasi, poiché Cdc13 ha una minore affinità per le sequenze T2AG3 è possibile che si 

stabilisca una competizione con Rad51 per il legame alla G-tail. Abbiamo pertanto ipotizzato il seguente 

scenario: a) prevale Cdc13 che media l’allungamento telomerasi-dipendente; b) prevale il legame di Rad51 e 

si innesca BIR che amplifica Y’, questo meccanismo richiede Tel1; c) in assenza di Rad51 e di Tel1, il 

complesso MRX (Rad50) promuove l’amplificazione di Y’ mediante SSA.  
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