
Oncosoppressori 



Insensibilità ai segnali di inibizione della crescita 

L’inibizione della crescita può essere
mediata dall’azione di molecole in grado
di trasmettere segnali anti-proliferativi
alle cellule.
Il TGF-b è una citochina che svolge un
ruolo importante nella embriogenesi e
nel mantenimento dell’equilibrio
tissutale. Il TGF-b è un potente inibitore
della proliferazione delle cellule
epiteliali e ematopoietiche e in molte
forme di cancro gli effetti inibenti del
TGF-b sono modificati da mutazioni che
interferiscono con il segnale trasmesso
dal TGF-b. Mutazioni nei recettori o
nella segnalazione del TGF-b sono state
osservate nei tumori del colon, del seno
e del pancreas.

Tumor suppression



I mammiferi presentano tre tipi di TGF-b
(TGF-b1,- b2, -b3). La molecola è secreta
come dimero inattivo associato attraverso
legami non covalenti con 2 pro-segmenti
(LAP latency associated peptide). La
molecola inattiva si lega a proteine della
matrice extracellulare o a proteine cellulari.
Il dimero maturo viene rilasciato in seguito a
scissione proteolitica.
Il TGF-b è prodotto da diversi tipi cellulari
inclusi i macrofagi, le cellule di origine
ematopoietica (Treg, linfociti B), le cellule
stromali.

TGF-b



Il TGF-b si lega al recettore costituito da un
tetramero di due tipi di molecole di membrana ad
attività chinasica il recettore di tipo I (TbRI) e il
recettore di tipo II (TbRII). Il TGF-b lega il TbRII e
recluta il TbRI che viene fosforilato nei residui di
serina e treonina intracitoplasmatici e attivato da
TbRII. Il TbRI, fosforila e attiva le molecole Smad
(Smad2 and Smad3) mediando il rilascio delle
molecole dal complesso nel citoplasma. Le
molecole Smad si combinano con Smad4 per
formare dei complessi trimerici che migrano nel
nucleo dove regolano la trascrizione genica
interagendo con fattori trascrizionali e co-
regolatori.

Segnalazione del TGF-b



Il TGF-b svolge un ruolo fondamentale nell’omeostasi
dei tessuti.
Nelle cellule epiteliali normali ha un forte effetto anti-
proliferativo e questo rende il TGF-b un fattore
soppressore del tumore nelle fasi precoci del suo
sviluppo. Il TGF-b svolge una azione anti-oncogenica
bloccando la progressione del ciclo cellulare
attraverso due eventi:

• l’induzione dell’espressione degli inibitori delle 
CDK 

• la soppressione di c-MYC

Nelle cellule epiteliali il TGF-b induce l’espressione 
degli inibitori delle CDK p15INK4b e p21CIP1.

Azione tumore soppressiva del TGF-b



I complessi Smad sono in grado di legare il
DNA.
L’interazione dei complessi Smad con

cofattori ne aumenta l’affinità e la selettività
per il DNA.
I complessi Smad attivati interagiscono con
coattivatori e repressori mediando
l’attivazione o la repressione di diversi geni.



p15INK4b inibisce la formazione dei
complessi CDK4/CDK6 ciclina D mentre
p21CIP1 la formazione dei complessi
CDK2 ciclina E o A.
I complessi Smad si associano con il
fattore di trascrizione FoxO attivando la
trascrizione dei geni CDKN2B (p15INK) e
CDKN1A (p21CIP).

Il TGF-b down regola l’espressione di c-
Myc nei cheratinociti e nelle cellule
epiteliali mammarie.
La downregolazione di c-Myc è mediata
dai complessi costituiti da Smad3-
Smad4 e i fattori E2F4/5 che
riconoscono sequenze prossime al
promotore di MYC mentre p107 recluta
i corepressori.

Azione tumore soppressiva del TGF-b



Funzioni degli inibitori della famiglia INK4 e CIP/KIP
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Alterazioni nelle componenti del TGF-b nei tumori

Insersioni o delezioni del TGFBR2 sono
comuni nei tumori gastrici, colon retto e nei
carcinomi polmonari.

Ridotta espressione di TbRII e TbRI è stata
riportata in tumori del polmone, prostata e
dello stomaco.

Delezioni in SMAD4 su un cromosoma e
mutazioni nel secondo sono
frequentemente osservate nei tumori del
pancreas. Mutazioni in SMAD4 sono
ricorrenti nel tumore del colon retto. Le
alterazioni di SMAD4 sono considerate un
evento tardivo nella progressione tumorale.
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Mutazioni inattivanti la via del TGF-b (TGFBR1, TGFBR2,,
SMAD2, SMAD3, and SMAD4) sono state riportate in circa
il 30% dei cancri colorettali non ipermutati e 90% dei
cancri ipermutati.
Mutazioni o delezioni di SMAD4 sono state osservate in
circa il 50% dei tumori del pancreas e il 15% dei cancri del
colon.

Un gruppo di tumori del colon sono caratterizzati da un
elevato numero di mutazioni nelle sequenze
microsatelliti. Il fenotipo microsatellite instability (MSI) è
causato da perdita del meccanismo di mismatch repair
del DNA.

Inattivazione della via del TGF-b nei tumori 



Oncosoppressore APC 

La poliposi adenomatosa del colon è una rara malattia
ereditaria caratterizzata dallo sviluppo di numerosi
polipi del colon che hanno una probabilità molto
elevata di trasformarsi in tumori del colon.
Questa malattia è dovuta a perdita del gene
oncosoppressore APC. I pazienti con la forma ereditaria
sviluppano centinaia di polipi nel colon in seguito alla
perdita dell’allele wild type. Mutazioni di APC sono
presenti nell’80% dei tumori del colon-retto sporadici.
APC codifica per una proteina citoplasmatica che ha la
funzione di regolare i livelli cellulari della b-catenina.
La b-catenina è un co-attivatore trascrizionale che è
attivato dalla via di segnalazione mediata dal recettore
delle proteine Wnt.
Le proteine Wnt regolano diversi processi quali
l’organogenesi, la motilità, la polarità e il rinnovamento
di diversi tessuti adulti come l’epitelio intestinale.



Le alterazioni nel gene APC sono un evento precoce
per l’80%-85% dei tumori del colon sporadici.
Il sequenziamento dell’esoma degli adenomi del colon
ha dimostrato che le mutazioni di APC sono presenti
nelle lesioni pre-neoplastiche.
Il tumore del colon-retto origina dalla acquisizione di
alterazioni genetiche in specifici oncogeni e
oncosoppressori in quella che viene definita sequenza
adenoma-carcinoma.

Alterazioni di APC nel tumore del colon-retto



La b-catenina agisce da regolatore della trascrizione e da
adattatore per l’adesione cellulare.
In condizioni di equilibrio i livelli citoplasmatici di b-
catenina sono mantenuti bassi attraverso la degradazione
della b-catenina da parte di un complesso di proteine
denominato «destruction complex». Il destruction
complex include le molecole «scaffold» Axin e APC, le
chinasi, glicogeno sintetasi chinasi 3 (GSK3) e la casein
chinasi 1 (CK1) e la b-catenina.
La b-catenina è fosforilata da GSK3 e CK1 permettendone
il riconoscimento da parte della E3 ubiquitin ligasi b-Trcp
con conseguente degradazione da parte del proteasoma.

Via di segnalazione di Wnt nella cellula non 
stimolata 



Risposta della cellula alla stimolazionecon Wnt

La stimolazione delle cellule da parte di
Wnt ha inizio con la formazione di un
complesso trimerico costituito da Wnt, il
recettore Frizzled e il corecettore LRP
(LRP5/6) sulla superficie della cellula.
Questo recluta la proteina effettrice
Dishevelled (DVL).
Questo determina il reclutamento di
AXIN1 e di altre componenti del
complesso alla membrana plasmatica con
conseguente inibizione della
degradazione della b-catenina.
La b-catenina stabilizzata trasloca nel
nucleo dove forma un complesso con i
fattori trascrizionali della famiglia TCF/LEF
altre molecole attivando la trascrizione di
diversi geni fra cui AXIN. L’over
espressione di APC induce l’arresto in fase
G1 di linee cellulari di cancro del colon.
Questo è stato attribuito alla soppressione
della trascrizione mediata dalla b-
catenina.



Epitelio del colon

Diversi studi hanno dimostrato che APC
è necessario per il mantenimento
dell’architettura del normale epitelio
intestinale e che la proliferazione delle
cellule precursore nelle cripte
dell’intestino dipende dalla attivazione
permanente della via di wnt.
Normalmente le cellule delle cripte
dell’intestino presentano un accumulo
della b-catenina nel nucleo.
Una adeguata segnalazione della via
indotta da wnt è necessaria nella
normale fisiologia dell’intestino.



Mutazioni di APC

Mutazioni inattivanti APC aboliscono la formazione del
destruction box con conseguente stabilizzazione della β-
catenina che nel nucleo induce l’eccessiva attivazione degli
effettori a valle di Wnt promuovendo la proliferazione e la
migrazione delle cellule tumorali.

of cancer16,19. A central event in this signalling cascade is 
the regulated proteolytic turnover of the transcriptional 
co-activator β- catenin. In resting cells, the pool of cyto-
solic β- catenin is kept low by the activity of a multisub-
unit destruction complex, composed of the tumour 
suppressors AXIN1 and adenomatosis poly posis coli 
(APC) and the kinases casein kinase 1 (CK1) and glyco-
gen synthase kinase 3β (GSK3β). This protein complex 
captures and phosphorylates β- catenin, after which 

it is ubiquitylated by the E3 ligase SKP1- CUL1- F- box 
protein (SCF)–β- transducin repeat- containing protein 
(β- TrCP) and dispatched to the proteasome to complete 
its degradation10,20–27 (FIG. 1a).

WNT- mediated stimulation of cells is initiated by 
the formation of a trimeric complex between WNT and 
its receptors, Frizzled (FZD) and low- density lipopro-
tein receptor-related protein 5 (LRP5) or LRP6, at the 
cell surface. Receptor activation mediates recruitment 
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Frameshift mutations
Mutations by which one or 
multiple base pairs are inserted 
in or deleted from the genome 
resulting in a change of the 
reading frame of the gene, 
leading to a truncated protein 
variant with an incorrect amino 
acid sequence downstream  
of the frameshift or nonsense- 
mediated mRNA decay.

Passenger mutations
Mutations that do not endow  
a competitive advantage but 
coincide with a driver mutation. 
Typical cancer genomes 
comprise 102–106 passenger 
mutations.

Driver mutations
Mutations that endow tumour 
cells with a growth or survival 
advantage over cells without 
this mutation. On average, 
cancer genomes comprise  
four or five driver mutations.

Loss- of- function (LOF) 
mutations
Genomic mutations resulting  
in an (partially) inactive gene 
product. They often involve 
loss of heterozygosity.
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For instance, the number of identified RNF43 muta-
tions appears under- represented owing to incomplete 
calling of frameshift mutations that display similarity 
to technical DNA slippage errors52. Furthermore, WNT 
path way regulators may be downregulated by promoter  
hypermethylation, as shown for AXIN1 in a large frac-
tion of non- small- cell lung cancer (NSCLC) cases (43%, 
29/67)53, as well as for ZNRF3 in BRAF- mutant CRC 
(72%, 36/50)54.

Tumour subtypes and prognosis
Although WNT tumour suppressor mutations all 
converge on enhancing β- catenin activity, emerging 
evidence indicates that the functional consequences 
of different WNT pathway mutations are not equal. 
Large- scale cancer genome profiling revealed that 
specific mutations in WNT pathway components may 
occur either early or late during cancer development, 
associate with selective cancer subtypes and differen-
tially correlate with clinical prognosis. Below, we discuss 
recent insights obtained for two major cancer types.

Colorectal cancer. The prominent role of APC as a 
gatekeeper gene was first revealed in 1991 by multiple 
research groups who collectively showed that inactivat-
ing APC mutations cause familial adenomatous polyposis 
(FAP), a syndrome characterized by extensive intesti-
nal polyp formation and a high risk of CRC develop-
ment46,55–57. These findings were substantiated by the 
simultaneous identification of a large number of APC 

mutations in sporadic CRCs58,59 (FIG. 2a). Molecular 
characterization of tumour lesions at various stages of 
development indicated that APC mutations are an early 
and perhaps rate- limiting event60. However, recent work 
suggests that pre- existing oncogenic KRAS mutations, 
commonly found in the ageing human colon, might 
mark preferred initiation sites for APC mutations61. 
Clearly, driver mutations in KRAS, TP53, SMAD4 and/or 
PIK3CA cooperate with APC mutations to drive the step-
wise progression from adenoma to carcinoma60,62,63. 
Besides alterations in WNT, epidermal growth factor 
(EGF), transforming growth factor- β (TGFβ) or PI3K 
signalling pathways that each provide a selective growth 
advantage, these CRCs are characterized by chromosomal  
instability (CIN)60. Although this conventional sequence of 
mutational events explains the genetic basis of a size able 
fraction of CRCs, a much larger collection of mutated 
genes were revealed with the advances of cancer genome 
sequencing, thereby disclosing the heterogeneous nature 
of CRC64,65.

Through a large- scale, international effort, patients 
with CRC (n = 3,962) were subclassified recently into 
four consensus molecular subtypes (CMSs), each with 
distinguishing biological characteristics: CMS1 (14%), 
hypermutated subgroup with microsatellite instability 
(MSI) and strong immune activation; CMS2 (37%), 
canonical epithelial subgroup with marked WNT and 
MYC activation; CMS3 (13%), epithelial subgroup with 
evident metabolic dysregulation; and CMS4 (23%), dis-
playing prominent TGFβ activation, stromal invasion 
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Fig. 2 | Frequencies and types of WNT pathway mutation in human cancer types. Data source: Memorial Sloan 
Kettering Cancer Center (MSKCC) cBioPortal196. a | Frequency of mutation or deep deletion of the indicated WNT pathway 
genes per The Cancer Genome Atlas (TCGA) study. Frequencies >5% are shown. b | Consensus molecular subtypes (CMSs) 
of TCGA colorectal cancer samples that have a mutation in adenomatous polyposis coli (APC), ring finger 43 (RNF43) or zinc 
and ring finger 3 (ZNRF3). Samples without a CMS label were left out. CMS classification was derived from the Colorectal 
Cancer Subtyping Consortium (CRCSC)66. c | Distribution of deep deletions, in- frame mutations, missense mutations, 
truncating mutations or gene fusions found in all TCGA Pan- Cancer studies for APC, RNF43, ZNRF3, AXIN1, AXIN2 and 
CTNNB1 (encoding β- catenin).
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cell division, resulting  
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For instance, the number of identified RNF43 muta-
tions appears under- represented owing to incomplete 
calling of frameshift mutations that display similarity 
to technical DNA slippage errors52. Furthermore, WNT 
path way regulators may be downregulated by promoter  
hypermethylation, as shown for AXIN1 in a large frac-
tion of non- small- cell lung cancer (NSCLC) cases (43%, 
29/67)53, as well as for ZNRF3 in BRAF- mutant CRC 
(72%, 36/50)54.

Tumour subtypes and prognosis
Although WNT tumour suppressor mutations all 
converge on enhancing β- catenin activity, emerging 
evidence indicates that the functional consequences 
of different WNT pathway mutations are not equal. 
Large- scale cancer genome profiling revealed that 
specific mutations in WNT pathway components may 
occur either early or late during cancer development, 
associate with selective cancer subtypes and differen-
tially correlate with clinical prognosis. Below, we discuss 
recent insights obtained for two major cancer types.

Colorectal cancer. The prominent role of APC as a 
gatekeeper gene was first revealed in 1991 by multiple 
research groups who collectively showed that inactivat-
ing APC mutations cause familial adenomatous polyposis 
(FAP), a syndrome characterized by extensive intesti-
nal polyp formation and a high risk of CRC develop-
ment46,55–57. These findings were substantiated by the 
simultaneous identification of a large number of APC 

mutations in sporadic CRCs58,59 (FIG. 2a). Molecular 
characterization of tumour lesions at various stages of 
development indicated that APC mutations are an early 
and perhaps rate- limiting event60. However, recent work 
suggests that pre- existing oncogenic KRAS mutations, 
commonly found in the ageing human colon, might 
mark preferred initiation sites for APC mutations61. 
Clearly, driver mutations in KRAS, TP53, SMAD4 and/or 
PIK3CA cooperate with APC mutations to drive the step-
wise progression from adenoma to carcinoma60,62,63. 
Besides alterations in WNT, epidermal growth factor 
(EGF), transforming growth factor- β (TGFβ) or PI3K 
signalling pathways that each provide a selective growth 
advantage, these CRCs are characterized by chromosomal  
instability (CIN)60. Although this conventional sequence of 
mutational events explains the genetic basis of a size able 
fraction of CRCs, a much larger collection of mutated 
genes were revealed with the advances of cancer genome 
sequencing, thereby disclosing the heterogeneous nature 
of CRC64,65.

Through a large- scale, international effort, patients 
with CRC (n = 3,962) were subclassified recently into 
four consensus molecular subtypes (CMSs), each with 
distinguishing biological characteristics: CMS1 (14%), 
hypermutated subgroup with microsatellite instability 
(MSI) and strong immune activation; CMS2 (37%), 
canonical epithelial subgroup with marked WNT and 
MYC activation; CMS3 (13%), epithelial subgroup with 
evident metabolic dysregulation; and CMS4 (23%), dis-
playing prominent TGFβ activation, stromal invasion 
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genes per The Cancer Genome Atlas (TCGA) study. Frequencies >5% are shown. b | Consensus molecular subtypes (CMSs) 
of TCGA colorectal cancer samples that have a mutation in adenomatous polyposis coli (APC), ring finger 43 (RNF43) or zinc 
and ring finger 3 (ZNRF3). Samples without a CMS label were left out. CMS classification was derived from the Colorectal 
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CTNNB1 (gene codificante la beta 
catenina) è overespressa in diversi 
tumori  



La maggior parte delle mutazioni di 
APC non causano la completa perdita 
della molecola ma piuttosto una 
proteina troncata. 

Mutazioni di APC



L’inattivazione di APC promuove la trasformazione neoplastica attraverso la perdita dell’adesione cellula-cellula 

Gli enterociti e le cellule
tumorali di topi che
presentano una copia di
APC mutata esprimono
livelli ridotti di E-
caderina sulla
membrana plasmatica e
ridotta associazione fra
E-caderina e b-catenina
che determina una
alterazione nelle
giunzioni aderenti.



Generalmente il cancro del colon retto ha
inizio con la trasformazione dell’epitelio del
colon normale in un adenoma benigno.
Successivamente l’accumulo di alterazioni
genetiche e epigenetiche determinano la
transizione a tumore maligno.
Il modello genetico multi-step dello sviluppo
del cancro del colon proposto da Fearon and
Vogelstein prevede che l’inattivazione di APC
rappresenti il primo evento, seguito dalla
mutazione oncogenica di RAS, e poi dalla
inattivazione di p53 sul cromosoma 17.
Questo processo può interessare decadi.

Stadi nello sviluppo del cancro del colon





Potenziale replicativo illimitato 

Le cellule normali hanno una limitata capacità
replicativa. Dopo un determinato numero di cicli
cellulari, la cellula si arresta in uno stato in cui cessa
di dividersi detto senescenza cellulare.
Nelle cellule umane la senescenza replicativa è
causata dall’accorciamento progressivo dei telomeri.
L’accorciamento dei telomeri è dovuto alla
incompleta replicazione del DNA lineare da parte
delle polimerasi convenzionali. I telomeri e la
telomerasi hanno la funzione di proteggere i
cromosomi dall’erosione.



I telomeri sono strutture complesse costituite da DNA e
proteine la cui funzione è di assicurare che le estremità
dei cromosomi non siano riconosciute come zone di
danno del DNA.
Il DNA telomerico è costituito da sequenze ripetute (5ʹ-
TTAGGG-3ʹ) che terminano con 30-400 nucleotidi a
singolo filamento di DNA denominato 3’ overhang.
Questa estremità overhang invade le sequenze ripetute
a doppio filamento per formare una struttura T–loop.

Il DNA telomerico è protetto dall’associazione con le
proteine del complesso shelterin. Le sequenze ripetute
sono riconosciute da 6 diverse molecole che formano lo
sheltering complex. Le proteine shelterin che ricoprono
le estremità dei telomeri impediscono che la cellula
attivi i meccanismi di risposta al danno del DNA
riconoscendo i telomeri come zone di rottura del DNA.

I telomeri



Le proteine shelterin comprendono TRF1, TRF2
(telomeric repeat-binding factor), RAP1 (repressor
activator protein), TIN2 (TRF1 interacting nuclear
factor 2), TPP1 e POT1.
Il complesso shelterin è reclutato ai telomeri
attraverso TRF1 e TRF2 che si legano al DNA a
doppio filamento e a TIN2. POT1 si lega al DNA
telomerico a singolo filamento e si associa a TRF1 e
TRF2 attraverso TPP1 che si associa a TIN2.
Il complesso shelterin mantiene la lunghezza dei
telomeri e preserva l’integrità del genoma
attraverso:

• mascheramento del DNA telomerico dalla
risposta ai danni del DNA; TRF2 attraverso la
formazione del T-loop nasconde l’estremità del
cromosoma. POT1 blocca l’attivazione di ATR.

• controllo del reclutamento della telomerasi

Complesso Shelterin



Le proteine shelterin che ricoprono
le estremità dei telomeri
impediscono che la cellula attivi i
meccanismi di risposta al danno
del DNA riconoscendo i telomeri
come zone di rottura del DNA.
La protezione dei telomeri è
compromessa quando i telomeri
diventano troppo corti per legare il
complesso shelterin.

Le proteine shelterin bloccano la risposta cellulare al danno al DNA 



Ogni componente del complesso
Shelterin svolge una funzione specifica :
TRF2 e Pot1 sopprimono la risposta al
danno del DNA;
TFR1 facilita la replicazione dei telomeri;
Tpp1 promuove il reclutamento della
telomerasi;
La telomerasi è una ribonucleoproteina,
con attività di trascrittasi inversa che
sintetizza il DNA telomerico utilizzando
come stampo un RNA interno.

Funzione delle proteine del complesso Shelterin



Shelterin controlla il reclutamento della telomerasi

Le proteine TPP1 e TIN2 reclutano la
telomerasi che sintetizza il DNA
telomerico de novo utilizzando come
templato l’RNA e come primer
l’estremità 3’ del DNA del cromosoma.



La telomerasi

La telomerasi è un enzima specializzato che aggiunge
sequenze ripetute alle estremità dei cromosomi durante la
replicazione. La telomerasi è costituita da una subunità
proteica TERT (telomerase reverse transcriptase) e da RNA
(TERC, telomerase RNA component) che formano il core
catalitico.
TERC fornisce il templato per la sintesi delle nuove sequenze
ripetute mentre TERT funziona da trascrittasi inversa.
La necessità di aggiungere sequenze ripetute di DNA alle
estremità dei telomeri è dovuto alla incapacità delle cellule di
di riempire il gap dovuto alla rimozione del primer di RNA per
la sintesi del DNA del filamento ritardato e al processamento
delle estremità del filamento leading.
Per questa ragione ad ogni ciclo di replicazione si ha perdita di
DNA in assenza di attività della telomerasi.
Nelle cellule che proliferano a lungo la lunghezza dei telomeri
è mantenuta dalla telomerasi.



L’accorciamento dei telomeri

L’accorciamento dei telomeri è dovuto alla
i) incompleta sintesi del DNA all’estremità del
filamento lagging (ritardato) che genera delle
corte estremità overhangs.
ii) Il processamento delle estremità del leading
strand per generare il 3’ overhang.



La maggior parte delle cellule somatiche non
esprime la telomerasi e per questo i telomeri
si accorciano ad ogni divisione fino a
raggiungere una dimensione che è
insufficiente a garantire la protezione delle
estremità dei cromosomi.
In questo caso i cromosomi non protetti
attivano la risposta al danno del DNA (DDR)
che determina l’arresto della replicazione e la
senescenza.
Il DDR è mediato dall’attivazione di ATM e
ATR e conseguente stabilizzazione di p53 che
induce l’espressione dell’inibitore delle CDK
p21.
Le cellule senescenti sono bloccate nella fase
G1 e presentano anche livelli aumentati di
p16 INK che inibisce pRB.

Accorciamento dei telomeri e attivazione della risposta al danno al DNA  



Halazonetis, 2010; Gorgoulis et al., 2018; Halazonetis et al.,
2008). In this case, the damage signal originates at collapsed
replication forks as a result of oncogene-driven hyperprolifera-
tion. Recently, it was shown that the DDR and ARF pathways
can act in concert during OIS with the former requiring a lower
oncogenic load than the latter (Gorgoulis et al., 2018).
Senescent cells harbor persistent nuclear DNA damage foci

termed DNA-SCARSs (DNA segments with chromatin alter-
ations reinforcing senescence). DNA-SCARSs are distinct from
transient damage foci; unlike transient foci, they specifically
associate with promyelocytic leukemian (PML) nuclear bodies,
lack the DNA repair proteins RPA and RAD51 as well as single-
stranded DNA (ssDNA), and contain activated forms of the
DDR mediators CHK2 and p53 (Rodier et al., 2011). DNA-
SCARSs are dynamic structures with the potential to regulate
multiple aspects of the senescent cells, including growth arrest
and SASP (Rodier et al., 2011). However, as not all senes-
cence-inducing stimuli generate a persistent DNA damage
response, DNA-SCARSs are not a global feature of the senes-
cent cells. CCFs are another type of DNA damage in senescent
cells (Ivanov et al., 2013). These CCFs activate a proinflamma-
tory response, mediated by the cGAS-cGAMP-STING pathway
(Ivanov et al., 2013; Li andChen, 2018), that can serve as another
non-inclusive senescence-associated marker.
Protein Damage. Proteotoxicity is a hallmark of aging and

cellular senescence (Kaushik and Cuervo, 2015). Hence,

Figure 2. Cell-Cycle Withdrawal in Senes-
cent, Quiescent, and Terminally Differenti-
ated Cells
Depicted are differences in cell-cycle-arrest
reversibility, activated signals (see text), secretory
functions, and macromolecular damage that allow
discrimination between these cellular states.
Macromolecular damage is a common feature of
senescence. Secretion is another common feature
of senescence and is sometimes (context-
dependently) found in the differentiated state.
Cell-cycle arrest is generally considered irrevers-
ible during senescence and terminal
differentiation, although cell-cycle re-entry can
occur under certain conditions. Green color:
active and/or present, red color: inactive and/or
absent. Arrows depict connections between the
cellular states.

damaged proteins help identify senes-
cent cells (Figure 1). A prominent source
of protein damage is ROS, which oxidize
both methionine and cysteine residues
and alter protein folding and function
(Höhn et al., 2017). Many protein tyrosine
phosphatases (PTPs) contain cysteine
residues in their active sites that can be
inactivated by oxidation. This inactivation
can trigger senescence by hyperactivat-
ing ERK signaling, similar to the effect of
activated oncogenes (Deschênes-Si-
mard et al., 2013). High phospho-ERK
levels were detected in pre-neoplastic le-
sions, rich in senescent cells such asmel-

anocytic nevi and benign prostatic hyperplasia (BPH) (De-
schênes-Simard et al., 2013), and are a characteristic of
therapy-induced senescence (Haugstetter et al., 2010). The
PTP oxidation pattern can be revealed by amonoclonal antibody
that recognizes oxidized cysteine (Karisch et al., 2011).
ROS, in the presence of metals, can carbonylate proline,

threonine, lysine, and arginine residues. Protein carbonylation
exposes hydrophobic surfaces, leading to unfolding and aggre-
gation, and protein carbonyl residues can be specifically de-
tected using antibodies (Nyström, 2005). Moreover, carbonyl
residues can react with amino groups to form Schiff bases,
contributing to protein aggregation. Subsequent cross linking
with sugars and lipids forms insoluble aggregates, termed lipo-
fuscin from the Greek ‘‘lipo’’ meaning fat and ‘‘fuscus’’ meaning
dark. Lipofuscin can be visualized in lysosomes by light micro-
scopy or a histochemical method using a biotinylated Sudan
Black B (SBB) analog (GL13) (Evangelou et al., 2017). The latter
is emerging as another indicator of senescent cells in culture and
in vivo (Evangelou et al., 2017; Gorgoulis et al., 2018; Myriantho-
poulos et al., 2019). It should be noted that damage accumula-
tion continues, even when cell division ceases, and can continue
for months or even years.
Most protein oxidative damage is not reversible, and degrada-

tion by the ubiquitin proteasome system (UPS) or autophagy
often eliminates these proteins. As the UPS (Deschênes-Simard
et al., 2013) and autophagy are active in senescent cells, they
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Definizione e caratteristiche della senescenza cellulare  

La senescenza è una condizione della cellula indotta da stimoli
stressanti, caratterizzata da un prolungato e generalmente
irreversibile arresto del ciclo cellulare associato alla up-regolazione
di p21 e di p16INK4. L’arresto del ciclo cellulare è regolato da p53 e
da INK4p16 e RB. Le cellule senescenti secernono elevati livelli di
citochine pro-infiammatorie, chemochine e metalloproteasi e
presentano danni a macromolecole incluse proteine e DNA.



Nelle cellule normali ad ogni divisione cellulare si
verifica un accorciamento dei telomeri di circa 50-
100 bp.
Una volta che i telomeri si sono accorciati oltre un
certo limite, la perdita della funzione telomerica
induce l’attivazione dei checkpoint del ciclo
cellulare causando l’arresto della proliferazione e
la senescenza cellulare. Il potenziale replicativo
limitato prende il nome di «Hayflick limit».
Nelle cellule germinali, l’accorciamento dei
telomeri è prevenuto dall’enzima telomerasi che
conferisce a queste cellule la capacità di proliferare
illimitatamente. Le cellule somatiche non
esprimono la telomerasi.
Le cellule tumorali acquisiscono la capacità di
proliferare in modo illimitato attraverso la
riattivazione della telomerasi.
L’attività telomerasica è stata riscontrata nel 90%
dei tumori umani.

Riattivazione della telomerasi nelle cellule tumorali 



291Biogerontology (2024) 25:289–300 

1 3
Vol.: (0123456789)

Telomeres and telomerase

Telomeres are nucleoprotein structures that cap chro-
mosome ends and prevent them from degradation 
and recognition as double-strand breaks. In humans, 
they consist of approximately 10–15 kilobases of TTA 
GGG  duplex repeats ending with a G-rich 3’ over-
hang of about 300 nucleotides (Moyzis et  al. 1988; 
Makarov et  al. 1997; Wright et  al. 1997). These 
repeated DNA sequences are bound by a special-
ized protein complex, the shelterin. While TRF1 and 
TRF2 bind the double-stranded region of telomeric 
DNA, POT1 associates with the 3’ overhang and, 
through TPP1 and TIN2, mediates the connection 
with TRF1 and TRF2 (Fig.  2) (Palm and De Lange 
2008;  de Lange 2018). In addition to its important 
function in telomere protection through the inhibition 

of checkpoint activation and DNA repair pathways 
(Denchi and De Lange 2007; Sfeir and De Lange 
2012), the shelterin complex is crucial to ensure the 
faithful replication of these hard-to-replicate, repeti-
tive and G-rich regions (Sfeir et  al. 2009; Zimmer-
mann et al. 2014). The shelterin complex further pro-
motes the recruitment of telomerase to counteract the 
inability of the semi-conservative DNA replication 
machinery to complete telomere replication until the 
very end of the chromosomes (Greider and Blackburn 
1985; De Lange 2005). 

Telomerase is a specialized reverse transcriptase 
that binds to the G-rich overhang of telomeres to 
elongate chromosome ends. The telomerase ribonu-
cleoprotein complex is composed of the RNA subu-
nit TERC, that serves as template for telomere exten-
sion, and the catalytic reverse transcriptase enzymatic 

Fig. 2  Human telomere structure.  Telomeres are TTA GGG  
repeats that end with a 3’ G-rich overhang. The telomeric 
DNA-associated shelterin complex, comprising TRF1, TRF2, 
RAP1, TIN2, TPP1 and POT1, represses DNA repair pathways 
that would otherwise be activated at chromosome ends. Telom-
erase is a ribonucleoprotein complex with reverse transcriptase 
activity comprising two core subunits: the TERC RNA tem-
plate and the TERT catalytic subunit. The shelterin complex is 

also important to promote the recruitment of telomerase that 
counteracts the replication-dependent shortening of telomeres. 
Shortened telomeres induce cell cycle arrest, also known as 
senescence, through p53/p21 or p16 pathways. ATM: Ataxia-
telangiectasia mutated, ATR: Ataxia telangiectasia and Rad3 
related, CHK1/CHK2: Checkpoint kinases 1 and 2, CDK: Cyc-
lin-dependent kinase. Generated with Biorender

Content courtesy of Springer Nature, terms of use apply. Rights reserved.

Nelle cellule germinali, l’accorciamento
dei telomeri è prevenuto dall’enzima
telomerasi che conferisce a queste
cellule la capacità di proliferare
illimitatamente.
Le cellule somatiche non esprimono la
telomerasi (ad eccezione delle cellule
staminali) e in queste cellule
l’accorciamento dei telomeri durante la
replicazione induce la risposta al danno
del DNA.

Arresto del ciclo cellulare 



L’accorciamento dei telomeri
determina la perdita della
protezione da parte delle proteine
del complesso Shelterin attivando
la risposta al danno del DNA.
L’accorciamento dei telomeri
attiva le chinasi ATM e ATR con
conseguente stabilizzazione di
p53.
La stabilizzazione di p53
determina blocco del ciclo
cellulare e senescenza. Oltre alla
via p53-p21 anche l’attivazione
della via p16INK4a -Rb è necessaria
per il blocco del ciclo cellulare e la
senescenza.

Via che determina l’attivazione di p53 in seguito a accorciamento dei telomeri



L’erosione dei telomeri rappresenta una
importante barriera allo sviluppo dei tumori.
L’incrocio di topi telomerasi deficienti con
modelli murini di tumore hanno dimostrato
che i telomeri corti limitano la formazione di
tumori quando p53 è funzionale.

Erosione dei telomeri e soppressione dei tumori 



Erosione dei telomeri

Quando l’erosione dei
telomeri raggiunge un livello
critico la cellula entra in uno
stato di senescenza. La
senescenza è caratterizzata
dall’arresto non reversibile
della cellula nella fase G1 del
ciclo cellulare. Se la cellula
sfugge alla senescenza (a
causa della inattivazione di
p53 e Rb) e continua a
proliferare i telomeri possono
andare incontro a fusione
delle estremità causando
instabilità genomica e morte
della cellula (crisi).

Conseguenze dell’erosione dei telomeri nelle cellule normali  



La senescenza e la crisi della cellula conseguenti alla erosione dei telomeri rappresentano  due barriere che controllano la 
durata della vita della cellula

In seguito alla inattivazione di p53 e di
Rb la cellula può sfuggire alla
senescenza indotta dall’accorciamento
dei telomeri.
L’ulteriore accorciamento dei telomeri in
assenza di senescenza genera un
periodo di instabilità del genoma
caratterizzato da instabilità dei
cromosomi e morte cellulare. I telomeri
diventano soggetti alle attività di riparo
del DNA andando incontro a fusione con
altri telomeri o a altre zone di rottura
del doppio filamento di DNA.
Questa seconda barriera alla
proliferazione cellulare indotta
dall’accorciamento dei telomeri prende
il nome di crisi. Le cellule in crisi
replicativa vanno incontro a morte.



La disfunzione dei telomeri promuove lo sviluppo di tumori

Nelle cellule in cui p53 e pRb sono assenti
in assenza di telomerasi i telomeri vanno
incontro ad accorciamento senza causare la
senescenza.
Quando si raggiunge una lunghezza critica i
telomeri non sono più protetti e vanno
incontro a fusioni. Durante la mitosi la
migrazione dei cromatidi ai poli opposti
causa rottura del DNA.
Dopo diversi cicli l’upregolazione della
telomerasi da parte delle cellule maligne
permette la stabilizzazione del cariotipo del
tumore.





Attivazione della telomerasi

La ri-attivazione della telomerasi è stata
osservata nel 90% dei tumori umani.
Mutazioni nel promotore di TERT sono
frequenti in diversi tipi di tumore.
Queste mutazioni sono associate con un
aumento dell’espressione di TERT, aumento
dell’attività della telomerasi e aumento della
lunghezza dei telomeri.


