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La lunghezza dei telomeri
e la patologia cardiovascolare
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Riassunto

L’interesse scientifico verso i telomeri e la loro lun-
ghezza ¢é notevolmente accresciuto negli ultimi tem-
pi, in particolare per quanto riguarda la loro impor-
tanza nella patogenesi della patologia cardiovasco-
lare e diabetica. I telomeri rappresentano le estremi-
ta terminali dei cromosomi. Essi sono formati da una
ripetizione della sequenza TTAGGG e una delle loro
funzioni principali ¢ quella di essere “stabilizzatori”
del cromosoma. In particolare il progressivo accor-
ciamento dei telomeri, che avviene ad ogni replica-
zione cellulare, porta al fenomeno della senescenza
cellulare. La telomerasi, un enzima in grado di impe-
dire Paccorciamento dei telomeri, allunga di fatto la
vita di una cellula. Recenti pubblicazioni, tra le quali
anche lavori del nostro gruppo, hanno analizzato la
lunghezza dei telomeri di cellule circolanti, eviden-
ziando come pazienti con malattia coronarica hanno
telomeri di lunghezza piu corta rispetto ai soggetti
con coronarie normali. Si ¢ inoltre evidenziato come
Passociazione fra telomeri pit corti e malattia coro-
narica sia indipendente dai fattori di rischio classici
0 nuovi, inclusi i marcatori dell’infiammazione. E stato
ipotizzato che la senescenza dei linfociti circolanti
rispecchi la funzionalita delle cellule progenitrici. La
diminuzione della lunghezza dei telomeri dei precur-
sori staminali potrebbe limitare la capacita di ripara-
zione dell’endotelio e quindi peggiorare ’andamen-
to del processo aterosclerotico. Interessanti sono
inoltre i dati recentissimi che associano la lunghezza
dei telomeri alle complicanze micro e macroangio-
patiche nella malattia diabetica.

Summary

Telomeres and Cardiovascular Disease

In recent years, the role of telomere length in the pathoge-
nesis of cardiovascular and diabetic diseases has attracted
a continuously growing research interest. Telomeres, the
tandem repeats of TTAGGG DNA sequence extending
at the end of the eukaryotic chromosomes, undergo attri-
tion during every cell division and their length is the best
indicator of the replication potential of somatic cells. Cells
are able to prevent this shortening by the activity of the
ribonucleoprotein enzyme telomerase. Several lines of evi-
dence support the hypothesis that gradual telomere attri-
tion, which appears to be a normal part of aging, is acce-
lerated in cells that are exposed to internal or external stres-
sors, known to provoke increased cellular proliferation and
high oxidative stress. Many epidemiological and clinical stu-
dies have found that a large host of human age-related
diseases and related risk factors are associated with telo-
mere attrition such as cardiovascular disease and type 2
diabetes mellitus.

Key-words: telomere length, cardiovascular disease, cellular
senescence.

Cenni storici

La struttura telometrica € conosciuta da oltre sessanta anni,
anche se gli studi genetici pioneristici di Hermann Muller
nel 1938 e di Barbara McClintock nel 1941 avevano gia
dimostrato che le estremita dei cromosomi dovevano es-
sere incapsulate da una struttura speciale chiamata “telo-

mero”, avente la funzione di proteggere le estremita dei
cromosomi, prevenendone la fusione. Circa mezzo seco-
lo fa, in particolare 47 anni fa, nel 1961, Leonard Hayflick
pubblico un lavoro nel quale riportava le basi molecolari
del cosiddetto ‘replicometro’, una sorta di orologio biolo-
gico. In questa pubblicazione si poneva all’ attenzione scien-
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tifica la limitata capacita delle cellule umane normali poste
in coltura di replicarsi. Queste perdevano infatti la loro
attivita proliferativa dopo un fissato numero di duplica-
zioni: tale fenomeno fu definito “Hayflick limit” (limite di
Hayflick). Per i fibroblasti primari umani, in coltura, tale
limite corrisponde a circa 50 divisioni cellulari, determi-
nando un arresto del ciclo cellulare nella fase G1. Questa
pubblicazione mise le basi sulla conoscenza attuale del fat-
to che ogni tipo di cellula presenta un limite del potenziale
replicativo intrinsecamente fissato. In particolare ogni re-
plicazione cellulare lascia, a causa di “end replication pro-
gram” un tratto di sequenza non duplicata che porta al
progressivo accorciamento dei telomeri, e percio dei cro-
mosomi, a ogni ciclo di replicazione. Alexy Olovnikov
suggeri che I'accorciamento dei telomeri poteva essere alla
base del limite di Hayflick. Quest’idea langui per almeno
due decenni fino all'identificazione, da parte di Elizabeth
Blackburn, nel 1978, delle sequenze ripetute (TTGGGG)n
peculiari dei telomeri del protozoo ciliato Tetrahymena
thermophila e successivamente si scopri I’attivita enzimati-
ca responsabile della sintesi di tali sequenze: la telomerasi,
un enzima ribonucleoproteico che usa la sua componente
a RNA come templato per sintetizzare DNA all’estremita
dei telomeri, allungandoli, e contrastandone quindil’accor-
clamento.

La risoluzione del problema della End-Replication era
ormai ovviato. Nel 1986 apparvero le prime evidenze che
1 telomeri umani potevano accorciarsi, poiché venne di-
mostrato che la loro lunghezza non era identica in tutti i
tessuti. Successivamente, nel 1988 fu pubblicata la sequen-
za telomerica umana, (TTAGGG)n, e divenne molto piu
facile misurarne la lunghezza nell'uomo. Infine, nel 1989
venne dimostrata attivita telomerasica anche in cellule
umane tramite esperimenti del tutto simili a quelli usati dalla
Blackburn. Questi studi culminarono nel lavoro di Calvin
Hatley, il quale dimostro I'accorciamento dei telomeri nei
fibroblasti primari normali, che si dividevano in coltura,
come fenomeno direttamente conseguente alla mancanza
della telomerasi, confermando la forte limitazione nella
proliferazione delle cellule normali in coltura. Sicuramente
il progressivo accorciamento dei telomeri durante la repli-
cazione di cellule che non esprimono la telomerasi ¢ alla
base della ‘senescenza replicativa’.

Telomeri: struttura e funzioni

I telomeri sono strutture specializzate di DNA associato
a proteine, localizzati alle estremita dei cromosomi euca-
riotici. I DNA telomerico ¢ composto da sequenze esa-
meriche ripetute in tandem (5-TTAGGG) presenti in 5-
25 Kb di DNA, non codificanti, a doppio filamento, e
molto ricche in G, specifiche per I'azione della telomerasi'.
Tali ripetizioni G formano uno scaffold (impalcatura)
molecolare contenente numerosi siti di legame per le pro-
teine telomeriche che si associano fra loro formando un
‘complesso di protezione’, legandosi in maniera sequenza-
specifica al DNA dei telomeri, e che determina la stabiliz-
zazione genomica mediante la formazione di un capsula
protettiva. In tal modo si esplica un’azione preventiva ri-
guardo al riconoscimento erroneo delle estremita cromo-
somiche come ‘interruzioni’ (break) sul doppio filamento
di DNA (DSBs), evitando tutti quegli eventi che causano
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instabilita genomica®. Per far si che tale protezione resti
attiva sul telomero si rende necessaria un’elevata precisione
nell’omeostasi telomerica caratterizzata da una estrema ac-
curatezza nella composizione delle proteine associate al
telomero, e che il livello di attivita della telomerasi e la stes-
sa lunghezza del telomero (quale indice di attivita della te-
lomerasi stessa) sia espressa in maniera ottimale. Nelle cel-
lule la lunghezza dei telomeri viene progressivamente fri-
dotta ad ogni divisione cellulare a causa del problema del-
la duplicazione terminale, cio¢ dell’incapacita del sistema
replicativo di copiare le ultime basi del filamento all’estre-
mita 3’ durante la sintesi del DNA’. Durante la duplicazio-
ne dello stesso, infatti, la DNA polimerasi allunga un pri-
mer RNA in direzione 5’ - 3’ copiando il filamento a singo-
la elica parentale. La rimozione del primer RNA lascia un
vuoto che non puo essere riempito, percio la replicazione
puo arrivare fino all’estremita 5 del filamento parentale
ma non puo iniziare dalla sua estremita 3’ esatta. In questo
modo, ad ogni ciclo replicativo si perdono da 50 a 200 bp
al filamento 5’ neosintetizzato, portando ad una progressi-
va riduzione della molecola di DNA. Quando ¢ raggiunta
la lunghezza telomerica minima critica (circa qualche Kb),
si attivano una serie di segnali cellulari che inducono le cel-
lule ad entrare in senescenza replicativa, ovvero in fase di
arresto permanente della crescita cellulare, un checkpoint
controllato dalle proteine oncosoppressori p53 ¢ Rb. La
sintesi del DNA telomerico richiede P'attivita di proteine
specializzate associate ai telomeri, le quali includono TRF1,
TRF2 (telomeric repeat binding factor), Ku86 ed altre, e
naturalmente la telomerasi*®. E stato verificato, in vivo e in
vitro, che i telomeri assumono una conformazione alta-
mente ordinata, detta t-loop, che stabilizza e protegge le
estremita del cromosoma. I.a Telomerasi ¢ un ribozima
(enzima ribonucleoproteico multimerico) avente un peso
molecolare approssimativamente di circa un Mega Dal-
ton, costituito da tre componenti: la subunita catalitica chia-
mata hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptasi);
la subunita strutturale a RNA detta hTERC (human Telo-
merase RNA Component), diverse proteine accessorie
associate (es.TP1) essenziali per 'assemblaggio di un com-
plesso attivo a cui partecipa la chaperon heat shock pro-
tein ‘Hsp 90’ e la proteina p23. Tale enzima ¢ in grado di
mantenerne costante la lunghezza, allungando di fatto la
vita di una cellula®’.

Senescenza Cellulare

Una delle conseguenze piu importanti dell’accorciamen-
to dei telomeri ¢ la cosiddetta senescenza cellulare. Essa ¢
stata osservata in vitro la prima volta da Hayflick nel 1961
e si presentava caratterizzata da cellule in coltura che, dopo
un periodo di proliferazione rapida, riducevano gradual-
mente il tasso di divisione, per poi arrestarsi completa-
mente. Le cellule rimanevano comunque vitali ma incapaci
di rispondere a qualsiasi stimolo mitogenico ed erano ca-
ratterizzate da un cambiamento drammatico delle caratte-
ristiche morfologiche e funzionali. Molti studi hanno rile-
vato che la senescenza puo essere anche indotta, indipen-
dentemente dal numero di divisioni cellulari, in risposta ai
vari stress fisiologici (radiazioni, stress ossidativo, mancan-
za di nutrienti, danno al DNA, e cosi via) e definita sene-
scenza prematura “indotta da stress”*'".
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Telomeri e la patologia cardiovascolare

Le cellule senescenti, caratterizzate da telometi accorcia-
ti, si caratterizzano per un fenotipo “pro-inflammatorio”
con un’elevata attivita dell’enzima lisosomiale [3-galattosi-
dasi, e una sovraproduzione di EGF e di citochine pro-
inflammatorie, quali IL-6, IL-1 e TNF-alfa. Quindi, le cel-
lule senescenti possono contribuire all’invecchiamento del-
P'organismo e alle patologie correlate all’eta'!, prime fra
tutte la patologie cardiovascolari. Il fenomeno della sene-
scenza, sia replicativa che indotta, interessa anche le cellule
staminali o comunque precursori cellulari. I’accumulo di
staminali senescenti da importanti limitazioni funzionali delle
capacita rigenerative dei tessuti, che possono essere rile-
vanti anche per I'invecchiamento dell’organismo'. Alcuni
studi hanno mostrato che le cellule normali di anziani per-
dono la capacita di dividersi a un tasso piu veloce rispetto
alle cellule di un giovane, e che le cellule senescenti aumen-
tano con I'eta. Recenti pubblicazioni, tra le quali anche la-
vori del nostro gruppo, hanno evidenziato come pazienti
con malattia coronarica hanno telomeri di lunghezza piu
corta rispetto ai pazienti con coronarie normali”. Si ¢ inol-
tre evidenziato come I'associazione fra telomeri piu corti e
malattia coronarica sia indipendente dai fattori di rischio
classici o nuovi, inclusi i marcatori dell’infiammazione. In
questo contesto il ruolo della senescenza cellulare potreb-
be essere determinante: si puo infatti teorizzare che telo-
meri pit corti rispecchino una modificazione funzionale
delle cellule'*'®. La diminuzione della lunghezza dei telo-
meri potrebbe limitare la capacita di riparazione dell’en-
dotelio e quindi peggiorare ’'andamento del processo ate-
rosclerotico. Interessanti sono inoltre i dati recentissimi che
associano la lunghezza dei telomeri alle complicanze mi-
cro e macroangiopatiche nella malattia diabetica'”". Se
queste ed altre ipotesi sulla fisiopatogenesi indotta da “te-
lomere shortening” verranno confermate, potrebbero cre-
arsi, in un immediato futuro, le condizioni per una loro
determinazione su specifiche indicazioni cliniche. Le me-
todiche oggi impiegate non sono piu di esclusiva ap-
partenenza di centri ad elevata specializzazione: esistono
infatti tecniche semplici, di costo non elevato e di buona
affidabilita che potrebbero essere in tempi brevi disponi-
bili nella pratica laboratoristica routinaria.
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