Epigenetica nella regolazione
dell’'espressione genica

* Che cosael’ epigenetica
* Modelli di regolazione epigenetica
* Alterazioni di regolazione epigenetica




Tutti uguali, Tutti diversi

Polymorphism
"Poly” many “morphe” form



Le cellule di uno stesso individuo:

-stesso genoma
-differenti fenotipi
-differenti profili di espressione




Espressione Cellulo/tessuto-specifica:

-stimoli esterni
-ambiente
-fattori di trascrizione

-EPIGENOMA




Che cosa e |' EPIGENETICA?

- Col termine di ° ' si indicano
modificazioni del DNA e della cromatina che
influenzano il genoma e |'espressione genica senza
alterare il DN% stesso

"

- L'epigenoma decide che gene deve essere °

oppure " in una singola cellula, determinando
uh segnale di espressione genica.

- L'epigenoma puo’ essere ereditato da generazioni
di cellule, salvando lo stesso programma genico o
puo’ cambiare ( )



STESSO GENOMA, DIFFERENTE EPIGENOMA

TRE PRICTIPALI INFORMAZIONTI EPIGENETICHE

1) METILAZIONE DEL DNA

METILOMA o oo oe oo o
Metilazione delle citosine del DNA
Modificazione covalente del DNA in cui
DNA-B5methyltransferasi trasferisce un CH
Me gruppo da S-adenosylmethionine alla CH, CH, =" CHyH,
posizione C5 di citosina. La metilazione T =
del DNA avviene ai CpG nucleotidi con un S

ruolo importante nell' espressione genica
e silenziamento di elementi ripetufti



2) ‘Genomic Imprinting’

'E una regolazione epigenetica del dosaggio genico. 'E mantenuto in parte da
regioni diversamente metilate e riprogrammate normalmente nella linea
germinale.
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‘Centri di controllo Imprinting’ (ICs or ICCs) esistono e sono
richiesti per il controllo regionale dell’ imprinting



Perche avviene?

Si deve trovare un equilibrio. Esempio:

Padre — promuove la crescita fetale

Madre - controlla la crescita fetale

Meccanismo di Difesa

« Perdita dell'allele non soggetto ad
Imprinting = assenza di proteina

» Perdita dellimprinting (LOI, /oss of
imprinting) = livello di proteina
raddoppiato rispetto al normale




La sindrome e Ssono un esempio
eccellente dell'imprinting come malattia.

Entrambe sono il risultato di una delezione (nella maggior parte
dei casi) nella stessa area del cromosoma 15.

e la sindrome che si instaura se ereditata dal se
ereditata dalla
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3) Modificazioni della

Cromatina
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Modificazioni istoniche
Acetilazione, metilazione,
fosforilazione etc soho
importanti nella regolazione
trascrizionale e molti sono
mantenuti stabilmente durante
la divisione cellulare anche se il
meccanismo di questa specifica
ereditabilitd non & ancora ben
compreso. Le proteine che
mediano queste modificazioni
sono spesso in complesso con
quelle  che  regolano la
metilazione del DNA
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Modificazioni post-Traslazionali sugliistoni H3 and H4
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Demetilasi istoniche

Catalizzata da PAD (Protein Arginine Deiminases)
Risulta in citrullina e metil-ammonio

Catalizzata da LSD (Lysine-specific Demethylases)

miethiyl-
AMmonium

mzna-rmethyl
argining

a-miedrmyl
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Citosina Metil-citosina



* Le sequenze CpG sono sotto-rappresentate nel genoma
(probabilmente per la tendenza della 5-metilcitosinaa
venire deaminatae mutatain T)

5 — CpG —
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5— CpG — 3
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il {ferms mismatch with G; J—GpC —27F
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* ma abbondanti nelle regioni promotrici del geni



e novo methylation
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Active demethylation Maintenance mathytation

Mature Reviews | Genetics




L a metilazione e regolata durante
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Le principali funzioni della metilazione
sono collegate alla repressione della
trascrizione:

* Difesa controi trasposoni: lametilazione
e fondamentale per mantenere silenti |
genomi del trasposoni e del retrotrasposoni

* Regolazione genica: lametilazione
contribuisce a stabilire e mantenere uno
stato trascrizional mente inattivo
(eterocromatina)




Metilazione e regolazione genica:

- Dnmt metilano il DNA

+ Il DNA metilato e legato da proteine che legano il
metile

(MeCP2, MBD1-4)

* Queste a loro volta sono in grado di reclutare
diversi HDAC -> repressione della trascrizione
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Effetti della CpG metilazione sull'espressione genica

CpG Non metilate
CpG Metilate
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Sequenze di eventi che collegano la configurazione
della cromatina e la repressione trascrizionale
da metilazione del DNA

Deacg tilazione
Istonica
DNMT1
DNMT3a Iston_e e
Modif.

E Modif. E




Open Chromatin, Ready for Expression
2992999 I
???ﬂ??? DNA Methylation

Methyl-Binding
Protein Recruitment

Silencing

Loop Histone Deacetylase

Recruitment

Recruitment

Histone H3K9
Methylase

Chromatin Compacted, Silenced




Patterns di Metilazione del DNA nel
Genoma
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‘Imprinted genes’



Mosaicismo epigenetico
nell'invecchiamento



Mosaicismo epigenetico
nell'invecchiamento
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Siaipo- che iper-metilazione sono stati associati all’ invecchiamento cellulare:
perdita generica di metilazione, ipermetilazione di geni specifici



Epigenetica & malattia

Table 1 Epigenetic diseases

Irtedectud cisabiitiss Mutation in Rsk-2 (histone phsphandation)

ATR-X syrdrome, o halassaemis, mental retardation syndrome, X nked; BWS, Backe ih-Wiedemann syndrome; CRE, cAMP-resporas-sement-bhdng proteiry HAT, histone acetylanetrass;
HKT, hiztone methy transferass; 1GF, mmuncdetcency, centromenz ragion Insbbity snd fackl anomales syrdrome; UTF, untrare Eted ragion,

Egger et al. Nature, 2004




Metilazione, regolazione genica e cancro:
Il pattern di metilazione dei geni e alterato

nelle cellule tumorali, e metilazione alle
Isole CpG di certi geni e associata al loro
silenziamento specifico

Il promotore del gene RAR[

Ciclo cellulare RB1, INK 4a, INK4b, p14 ARF
‘Signal transduction’ APC, LKB1/STK11, RASSF1
‘Apoptos’ DAPK, caspase-8

‘riparo del DNA’ MGMT, BRCA1, MLH1
Metabolismo di carcinogeni GSTP1

Risposta ormonale ER, PR, RAR

Metastas

E-cadherin, VHL



E le modificazioni della cromatina ?

Uno sguilibrio nell’ acetilazione e della
metilazione degli istoni puo causare
alterazioni della struttura della cromatina
con regolazione aberrante di geni coinvolti
nel controllo del ciclo cellulare, del

e/o dell’

V ediamo qual che esempio:



Acetilazione aberrante nel cancro:
coinvolgimento delle HAT-HDAC

Geni codificanti per diverse HAT sl trovano traslocati, amplificati,
sovraespress €/o mutati in diversi tumori

Mutazioni missenso o0 associate a p300 tronca NON FUNZIONALE s
trovano associate atumori del colon/retto e gastrici

Gli individui con mutazione che inattival’ attivitaHAT di CBP ->
aumentato rischio di tumori

perditadi eterozigos attorno al locus di CBP e associata a carcinomi
epatocellulari.

Traslocazioni di p300 e CBP risultanti in fusioni in frame con divers
geni -> associate adivers tumori ematologici



L " importanza delle acetilasi degli istoni: CBP/p300
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HDAC e cancro

HDAC (istone deacetilag):

* Linfomanon-Hodgkin: il repressore trascrizionale LAZ3 e
anormal mente sovraespresso e calsa repressione
trascrizionale aberrante (HDAC dipendente) con conseguente
trasformazione tumorale

* Laleucemia acuta mieloide M2 e associata con t(8;21) che
genera una proteinadi fusone AML1/ETO che agisce come
un potente repressore trascrizionale dominante tramite
reclutamento di HDAC




Esempio dell’ aberrante reclutamento di HDAC da parte di PML-RAR edi
PLZF-RAR nellaleucemia promielocitica acuta

HDAC-Is +

RA\

N\
HDAC-Is+—

PML-RARaQ,
I’oncoproteina generata da una fusione per traslocazione
cromosomica del gene codificante |’ attivatore trascrizionae
RARA con il dominio di repressione del gene PML , reprime i geni
normalmente attivati da RARa mediante metilazione e reclutamento
di un co-repressore contenente attivita HDAC



Genetica

Mutazione

Gene

Delezione

!

Terapia genica

Epigenetica

Rimodellamento della cromatina

DNA metilato

I promotore I

!

Terapia epigenetica




Concetto generale della terapia epigenetica

Geni tumor suppressor :

I promotore I RB, RAR-f

Inibitori del ciclo cellulare : p21

|

HDAC
Perdita della funzione- SR
di soppressione tumorale HDAC HAT

B
‘ Gene
[promotore |

Bersaglio

Ri-espressione di geni tumor suppressor
bersaglio & acquisizione della funzione di
soppressione tumorale

promotore




Terapia epigenetica : riaquisizione di
funzione genica

Gene Funzione Evidenze

silenziato

= Recettore Riacquisizione di espressione e
E2 'signaling’

RARB2  Retinoic Funzione Tumor suppressor

receptor riacquisita
MLH1 '‘Mismatch Correzione del difetto

repair’

P16/INK Regolazione Riacquisizione del RB

4aq del ciclo checkpoint

P14/ARF 1Inibizione Riaquisizione della normale
MDM?2 distribuzione cellulare di

MDM2



Inibitori delle HDAC: una nuova
terapia anti-cancro

* Questi Inibitori
causano

e differenziamento

(documentati in tutti 1 tipi
cellulari trasformati)

Nature Reviews | Cancer

*Noti Geni bersaglio:
—CDKNI1A (p21/WAF1), TRAIL/TNFR10, CDKNZ2A (p16)



Cooperativita tra modulatori
dell'azione epigenetica

h-aza-2' -desossicitidina -> ipometilazione e
riattivazione di ‘tumor soppressors
silenziati

Puo cooperare con inibitori delle HDAC
qguali TSA, SAHA con potenziale riduzione
delle dosi richieste e dellatossicita, € minori
possibilita di insorgenza di meccanismi di
resistenza




Analoghi Ipometilanti della Citosina

NH, NH, NH, 2
<\N @@(\N N/\ N
Hoo WA LA WA

Ribose

Cytosine 5-methyl- j-aza- 5-aza-2'-deoxy-
cytosine cytidine cytidine

Nuovi modulatori sono rappresentati da inibitori enzimatici
delle DNMT.



Ricapitolando...

1. L’epigeneticaregolal’ espressione genicanon
alterando il DNA (seguenza)
2. Esistono molteplici tipi di regolazione come
— Lametilazione del DNA
— L’imprinting genomico
— Lemodificazioni istoniche

3. Meccanismi di alterazione epigenetica sono alla
base di molteplici patologie fracui le neoplasie

4. Sl puo’ riprogrammare I’ epigenoma cellulare con
modulatori epigenetici



Letture aggiuntive
Su siti internet di interesse

Modificazioni della cromatina e metilazione del DNA

ePrader-Willi syndrome - /

cAngelman syndrome - /
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