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della geneticax: si tratta di
una branca della Genetica e
studia le proprieta delle
cellule che vengono
modificate dall’ambiente nel
quale vivono. Tra i fattori
ambientali, il clima, lo stile di
vita, le emozioni e le
sofferenze provate possono
cambiare l'espressione di
alcuni geni, attivandoli o
disattivandoli.




introduzione all'EPIGENETICA il libro del mese abbinato a Le Scienze
(2011/12/01)

L'ultimo mistero dell'ereditarieta, il libro dello scrittore e biologo Richard C.
Francis in edicola con "Le Scienze' di dicembre, inedito in Italia, ¢ una delle prime
opere divulgative su questa nuova, affascinante materia di studio. Prendendo
spunto da casi specifici, Francis illustra quanto siamo riusciti a scoprire
sull'epigenetica in questi pochi anni, e quanto ci resta ancora da chiarire sul modo

in cui I'ambiente e i nostri comportamenti possono lasciare tracce indelebili sul
nostro DNA.

titolava un

numero del settimanale '""Time' del gennaio 2010.
Il termine epigenetica si riferisce alla recente scoperta secondo cui lo stress
ambientale puo avere un impatto cosi profondo sulla fisiologia di un individuo che
le sue modificazioni biologiche possono essere ereditate per generazioni a seguire.

Per esempio un recente studio ha dimostrato che gli uomini che iniziano a fumare
molto precocemente, durante la puberta, hanno figli con un'alta incidenza di
obesita. E 1'obesita potrebbe essere soltanto la punta dell'iceberg. Molti ricercatori

ritengono che nell'epigenetica si nasconda la chiave per capire il cancro,
I'Alzheimer, la schizofrenia e molte altre malattie che colpiscono con estrema
frequenza ai giorni nostri.




| LIVELLI DI Man mano che i livelli di complessit
salgono lungo la gerarchia

ORGANIZZAZIONE dell’atomo, della molecola, del gene,

della cellula, del tessuto,
dell’organismo e della popolazione,
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risultato di interazioni e di

interconnessioni che emergono ad

ogni nuovo livello.
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Organizzazione gerarchica

Proprieta emergenti



Usiamo il termine "vita" per indicare due fenomeni
diversi, benche' intuitivamente collegati: la "vita" di un
organismo, che va dalla sua nascita alla sua morte
(quindi in senso "epigenetico"), e la "vita" come
fenomeno globale degli organismi viventi, che va
dalla nascita del primo organismo vivente fino alla
morte dell'ultimo (quindi in senso "filogenetico"). Il
fenomeno per cui un organismo "cresce” e |l
fenomeno per cui gli organismi nel loro insieme si
"evolvono" sono due fenomeni di "sviluppo”
intuitivamente legati I'uno all'altro, ma completamente

diversi nella sostanza.
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LA GENETICA

Prima della scoperta della struttura
dei cromosomi e del DNA,
analizzando i caratteri che appaiono
nelle piante (fenotipo),
Mendel
identifico il comportamento dei geni
di generazione in generazione
(le cosiddette “Leggi di Mendel”)
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MA NOI NON SIAMO | NOSTRI GENI!

Di per sé un frammento di DNA non
ha informazione né per la sua
duplicazione né per la sintesi
proteica, ma ha bisogno di un
contesto in cui questo si realizzi.

In altre parole l'informazione emerge
dal contesto delle relazioni e non e
una proprieta intrinseca del singolo
elemento chimico, come si deduce,
invece, dalla /ogica del dogma
centrale.




11 flusso di informazione genica

Dalla visione lineare riduzionista (gene,
messaggero, proteina), alla visione di
complessita:

I'ipotesi della rete




DNA E INFORMAZIONE

* La molecola di DNA e il supporto per
I'informazione genetica, che e
paragonabile, come struttura logica, ad
una lingua, con:

* Un alfabeto (4 lettere)

* Un dizionario (64 parole, o triplette)

(regole per coordinare
le parti interne ai geni)

* Una sintassi (regole di relazione tra le
parti, cioe una rete di geni)




Reti Genetiche (cioé le relazioni tra le parti del genoma)

Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Napoli, Italy
Diego di Bernardo
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L'espressione dei geni dipende dal tipo
di cellula e di tessuto (cioé cambiano le relazioni)

s N
Cellula del Cellula Cellula
pancreas del cristallino nervosa
dell'occhio (embrione)
Geni per
un enzima
glicolitico
Geni perla

proteina
del cristallino

Geni per la
proteina
insulina

Geni per
I'emoglobina

Legenda:

Gene Gene
attivo inattivo




I geni possono essere espressi
con efficienza diversa
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Stl'uttura dei geni (aspetti grammaticali)
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Transeription
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Struttura di due geni umani. (A) Il gene della
B-globina, che codifica una delle  subunita
dellemoglobina, contiene 3 esoni. (B) Il gene del
Fattore VIII contiene 26 esoni.



Una serie di fattori di trascrizione deve legarsi al promotore prima che la
RNA polimerasi vi si possa legare e trascrivere quindi, a livello basale, il
gene.

L'efficienza della trascrizione dipende anche dal legame di proteine di
regolazione, attivatrici e, in alcuni casi di repressione, agli elementi
prossimali.

Altre sequenze di DNA, spesso molto distanti dal promotore, sono
ulteriormente implicate nella regolazione, aumentandola (enhancer) o
reprimendola (silencer).
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Promotori ed elementi regolativi agenti a distanza.
Enhancers e silencers. Effetto combinatorio dei fattori regolativi
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| geni, in particolare degli eucarioti, sono
«ambigui»

La ambiguita, del tutto epigenetica e cioé regolata dagli
inputs esterni, interviene sia nella trascrizione da DNA ad
RNA e poi dopo dal processo detto «splicing alternativo».
Questo si basa sul fatto che lo RNA trascritto viene poi
spezzato e frammenti di questo che non servono a fare
proteine (gli «introni») vengono eliminati, mentre i
frammenti restanti (gli «esoni») vengono riuniti a formare
lo RNA definitivo che verra poi tradotto in catene
polipeptidiche diverse.

La scelta delle catene che poi verranno usate dipende da
segnali che vengono dall'esterno.
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Splicing alternativo del gene della a-tropomiosina di ratto. Il trascritto

primario puo essere processato in differenti modi, come mostrato nella figura,
per produrre differenti mENAS, che danno origine a diverse proteine. Alcuni

degli splicing sono specifici per determinati tipi di cellule. Ad esempio, | -
tropomiosina del muscolo striato diffensce da quella del muscolo liscio.




Componenti del genoma
umano

Vane
S10 by - 16%

Poiché solo I'1,5 % del genoma € costituito da geni
qualcuno ha definito il resto DNA SPAZZATURA.

L’'uomo ha meno DNA del mais.



<YV APIIIC UJ
GENETICA DEI MAMMIFERI
Del Dna non si butta via niente
Tre studi su Nature Genetics decifrano I
modo in cui | geni vengono controllati
durante la differenziazione di una cellula.
Scoprendo le importanti funzioni del “Dna
spazzatura”

Gli elementi ripetuti non sono

affatto inerti e la cellula potrebbe aver imparato a vivere
in simbiosi con essi, fino ad usarli per autoregolarsi



L’espressione del
geni dipende anche
da segnali che
possono arrivare o
da altre cellule o
dall’ambiente
esterno (come
abbiamo visto nel
modello delle reti)



Meccanismo d’azione degli ormoni steroidei

Exterior

Hormone

Response

In assenza di stimolo il recettore ¢ inattivato mediante il legame
con una proteina di inibizione (HSP90)



+ Tutti gli organismi del Pianeta hanno sviluppato durante la evoluzione
strumenti per percepire i cambiamenti interni ed esterni e per reagire.
Devono quindi essere dotati di variabilita da usare in modo co-evolutivo
tenedo conto dei limiti imposti dalle regole dinamiche delle reti.

+ La variabilita puo essere genetica ( nella sequenza del DNA),
epigenetica ( nella espressione del DNA), comportamentale, culturale.
I batteri usano essenzialmente la variabilita genetica, le piante la
genetica e la epigenetica, gli animali la genetica, epigenetica e
comportamentale e noi umani anche quella culturale o simbolica.

+ Il cambiamento deve tenere conto delle regole del passato e muoversi
verso un futuro imprevedibile per le continue modificazioni
inferne/esterne. Il passato limita in parte i cambiamenti futuri (gli
umani non diventerano mai formiche o elefanti) ma entro questi limiti

i percorsi sono ignoti




Tutti gli organismi hanno sviluppato strumenti che permettono
di aumentare, in caso di bisogno, la variabilita genetica.

Questi strumenti sono attivati con processi epigenetici quali la
attivazione di geni nei batteri e il xrimescolamento» dei genomi
negli eucarioti.

Uno di questi sistemi si basa sulla attivazione da parte dello stress di
un gene (RPOs) che a sua volta provoca la induzione di un complesso
genetico di « mutatori ».un esempio di questa classe di geni € la DNA
polimerasi IV che replica il DNA con errori.

Nel caso degli eucarioti i_trasposoni ( porzioni di DNA capaci di
spostarsi

da un punto ad un altro del genoma), si muovono solo in caso di stress,
si moltiplicano e saltano in altre zone del genoma provocando
modificazioni del DNA e cioé variabilita




Storia dell’epigenesi
e sviluppo attuale
dell’epigenetica



EPIGENESI E PREFORMISMO

L'epigenesi e una teoria embriologica enunciata nel
XVIIl secolo, secondo la quale I'embrione si sviluppa
gradatamente, a partire da un germe indifferenziato, con
la comparsa successiva di parti dell'organismo nuove
per morfologia e struttura.

Il primo assertore dell’'epigenesi fu il fisiologo tedesco
Caspar Friedrich Wolff (1734 - 1794) il quale la espose
nel 1759 nell'opera "Theoria generationis". La teoria di
Wolff si contrapponeva a quella preformista, sostenuta
nelle epoche precedenti, secondo la quale nel germe
(uovo o spermatozoo) si trova gia precostituito in
miniatura, con tutte le sue parti, I'individuo adulto.



Evoluzione, Epigenesi
e Preformismo
dopo la scoperta del DNA



Sono passati piu di 50 anni dalla
scoperta della struttura a doppia
elica del DNA da parte di James
Watson e Francis Crick.
Questa scoperta, insieme alla
diffusione della teoria
darwiniana dell’evoluzione, ha
contribuito a rendere di dominio

pubblico |'idea che il DNA

reditarie,



Per J. Monod il Dogma centrale della biologia
implica che, dato un particolare DNA, [‘'organismo
puo assumere una ed una sola “configurazione”:
il DNA, pertanto, e stabile ed assume la natura di

un progetto senza errori.

Questa visione, come spiega M. Buiatti, ha determinato,
a livello concettuale, una netta vittoria della concezione
preformista su quella epigenetica.ln realta, basandosi
sui dati della Biologia contemporanea, si € visto che |l
genoma permette un forte livello di ambiguita, in
relazione al numero e alle probabilita delle
conformazioni che un organismo, con uno specifico
DNA, puo assumere.




Il programma genetico, come un
complesso spartito musicale,
rimarrebbe muto senza un’orchestra
di cellule (i musicisti)

e di fattori epigenetici (gli strumenti
musicali) per poterlo interpretare.

L'epigenetica cerca di capire come
il nostro genoma sia influenzato dai
meccanismi che regolano
I'espressione genica.




Come spiega M. Massimi, I’epigenetica fornisce anche
una spiegazione di come il materiale genetico si
adatti ai cambiamenti ambientali.
L’'ambiente puo anche provocare cambiamenti
epigenetici i cui effetti sono visibili sulle

generazioni successive.

Studi sui topi hanno dimostrato che il colore del pelo,
che puo essere marrone, giallo o a chiazze a seconda del
grado di metilazione del gene agouti durante lo sviluppo

embrionale, e influenzato dalla dieta. Se durante la

gravidanza le madri venivano nutrite con supplementi a

base di acido folico o vitamina B12, che sono ricchi in

gruppi metilici, la progenie aveva soprattutto pelo di
colore marrone, mentre le madri nutrite normalmente

(senza supplemento) avevano progenie con pelo giallo.




Per queste ragioni, sebbene due
gemelli abbiano gli stessi geni,
potrebbero esserci geni attivi in un
gemello e non nell’altro e viceversa.
Vale a dire che due gemelli possono
essere identici geneticamente ma non

epigeneticamente.

Recenti esperimenti (Fraga et al., 2005),
condotti su 80 coppie di gemelli monozigoti,
hanno rivelato che il loro DNA e
differentemente modificato con gruppi
metilici.




I geni nhon costituiscono un
programma di percorso unico ma
sohno, invece, strumenti
concatenati con gradi di liberta
tali da “"auto-organizzare”
"fasci” di organismi diversi.

La scelta fra questi e dinamica e
mai definitivamente fissata fino
alla fine del ciclo vitale.



Secondo Barbieri il processo epigenetico che porta dai geni all 'organismo
& costituito da una successione di assemblaggi di due tipi diversi: quelli
catalizzati, realizzati attraverso semplici reazioni chimico-hsiche e quelli
codificati, che richiedono l'intervento di adattatori dotati di significato

(codici). Allo stesso modo I'intervento di codici organici viene invocato per
comprendere come gli stimoli esterni possano arrivare al genoma di una
cellula determinando, come reazione, 'espressione di geni specifici. (Juesto
significa che “le cellule usano 1 segnali esterni per inferpretare il mondo, non
per subirlo”. L'autore individua anche I'esistenza di vere e proprie memorie
organiche accanto a quella genetica. La memoria epigenetica sarebbe infatti
costruita durante lo sviluppo con 1 processi a tappe dell epigenesi, ossia
con successive acquisizioni di nuove proprieta.

M. Barbieri, I codici organici, PeQQuod, Ancona, 2000



Il processo dell'"epigenesi”, che trasforma il
genotipo (informazione genetica) in fenotipo
('organismo), puo’ essere visto come una
serie di Istruzioni logiche che danno luogo a
reazioni chimiche.

Ma, se anche avessimo la descrizione
completa del codice genetico di un
organismo, non saremmo ancora in grado
di dedurre come l'organismo e fatto.




2. Epigenetic mechanisms

The three major epigenetic regulatory mechanisms that are
generally associated with the initiation and maintenance of
silencing of gene expressions include DNA methvlation,
histone modifications, and RNA-associated pathwavs. These
mechanisms can interact to each other to etfect heritable
silencing  [5,11]. Other epigenetic mechanisms of gene
expression include X-¢ ome inactivation and genomic
imprinting [12,13], as well as transposable elements [14].

S.M. Reamon-Buertner et al. / Muration Research xxx (2008 ) xxx—xxx



Genoma, epigenoma e ruolo degli istoni
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Modificazioni epigenetiche

5-methylcytosine
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Modificazioni istoniche

Variazioni stabili del DNA o degli
istoni che influenzano I'espressione
genica, ma non consistono in
variazioni della sequenza del DNA




LA METILAZIONE DEL DNA
Nelle cellule norrmali la metilazione avviene soprattutto nelle regioni povere di Citosina e
Guanina, mentre le zone ricche di C-G, chiamate “isole CpG” restano NON metilate, Le
Citosine localizzate in posizione 5’ rispetto alle Guanine sono presenti nelle regioni
regolatrici di molti geni. La loro METILAZIONE incide profondamente sull’espressione di
diversi geni eucariotici.

Pertanto una piu estesa metilazione anche delle “isole CpG” e associata ad inattivazione
delle regioni regolatrici di geni “imprinted”, cosi come nelle sindromi di Prader-Willy ed
Angelman e all'inattivazione di geni soppressori dei tumori.



Lo spostamento dei nhucleosomi

e YTy Nel caso degli eucarioti il DNA ¢
e «arrotolato» intorno al «core»
istoni dei nucleosomi non é in gra
essere trascritto per cui quando
arrivano segnali con il «compless:t
rimodellamento» gli istoni si stac
il DNA libero viene trascritto. G
il DNA & metilato questo non awy
ed é la acetilazione che invece
favorisce il rimodellamento e qui
trascrizione.
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Metilazione del DNA e repressione genica
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The Epigenetic Players

Instituto
de Salud
Carlos|li

ON OFF

DNA Histones

Methylation + modification

+ silenziamento genic
ad opera di RNA non
codificanti

Euchromatin

Mentre le modificazioni istoniche rappresentano
un processo dinamico (= Codice Istonico),

la metilazione del DNA e considerata un evento
stabile ed ereditabile

"The study of heritable changes in gene function that occur
without a change in the DNA sequence”



Regolazione genica mediante micro-RNA
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Sono state evidenziate numerose sequenze di regolazione all'interno delle
sequenze non tradotte (5' e 3' UTR). Esistono proteine che legandosi a
specifiche sequenze di RNA controllano l'espressione genica a livello

traduzionale



Transcriptional regulation of
vertebrate axon guidance
and synapse formation

Franck Polleux*, Gulayse Ince-Dunn* and Anirvan Ghosh®

Abstract | The establishment of functional neural connections requires the growth of axons
to specific target areas and the formation of synapses with appropriate synaptic partners.
Several molecules that requlate axon guidance and synapse formation have been identified
in the past decade, but itis unclear how a relatively limited number of factors can specify a
large number of connections. Recent evidence indicates that transcription factors make

a crucial contribution to the specification of connections in the nervous system by
coordinating the response of neurons to guidance molecules and neurotransmitters.

La regolazione della formazione delle sinapsi avviene su
segnale attraverso la produzione di fattori proteici di
trascrizione che

attivano geni specifici. I geni che li producono quindi vengono
attivati
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Il gene DNMT3 metila
blocca la sintesi e l'ape
reale» ( royal jelly). Il
regine da operaie

1cm

RNAi-induced Control
queen worker

Fig. 3. Newly emerged RNAi-induced queen following injection of larvae with gene
silencing of DNMT3 and its comparison to a control worker. Interference with the
expression of DNMT3, which has that capacity to methylate DNA de nove, mimics the
effect of royal jelly on larval development. The majority of RNAi-treated larvae emerge
as queen-like females.



fMaternal Trasmissione
LG transgenerazionale di
modificazioni epigenetiche
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Figure 2.  lllustration of the behavioral tra nsmission of epigenetic modifications agaoss gen-

arations wia maternal care. Yariations in maternal LG are ransmitted from mother (Fg 1 to
Female offspring (F, ). and differential methylation of the 1, promoter region of the GR is like-
wise induced by F, LG. Wardation in LG of femake offspring (F, ) is then traremitted to the F,

genar@tion, as are patterns of GE mathylation.



Biologia
Online su "Nature"

La prima mappa completa dell'epigenoma

Lo studio comparato di diverse tipi di cellule ha consentito di evidenziare un nuovo schema di
lazione del DNA tipico delle e staminals 0 splegare | do esse, o stabily

1oz siato di cellnle i .

Sebbene 1l sequenziamento del genoma umano sia stato completato da tempo e sia nota I'mtera
sequenza dei tre miliardi di basi che costituiscono 1l DNA, nessuno conosce la maggior parte dei
meccanismi che ne regolano la funzione.

Un primo passo per colmare tale lacuna é rappresentato ora da uno studio effettuato presso 1l Salk
Institute che ha permesso di realizzare la prima mappa dettagliata dell’epigenoma umano. il livello
d1 controllo genetico che si trova oltre 1 meccanismi di regolazione intrinseci nella sequenza stessa
dei1 geni.

"Finora. la nostra visione & rimasta limitata a piccole porzioni sconnesse dell’epigenoma”, ha
spiegato Joseph Ecker, primo autore dell’articolo pubblicato sulla versione online di “Nature” e
direttore del Genomic Analysis Laboratorv del Salk Institute e membro del San Diego Epigenome
Center.

Lo studio ha confrontato gli epigenomi di cellule stamimali embrionali umane e cellule del tessuto
connettivo differenziate note come fibroblasti, rivelando un ampio spettro di gruppi metile, molto

»  diamico ma attentamente controllato. C10 ha consentito di evidenziare un nuovo schema di
metilazione del DNA tipico delle cellule staminali che puo spiegare in che modo esse stabiliscono e
mantencono 1l loro stato di cellule pluripotenti.




Genetica ed epigenetica delle
malattie cronico degenerative
e ruolo dell’ambiente



Nella pratica quotidiana e indiscutibile

’aumento e la comparsa in persone
sempre piu giovani di patologie
degenerative quali: cancro, malattie
autoimmuni, demenze, disturbi del
comportamento, patologie
disendocrine - fra le quali si
dovrebbero verosimilmente includere
anche certe forme di obesita! -
diminuzione della fertilita, problemi

riproduttivi in generale.



Interferenti endocrini (endocrine

disruptor)

Particolarmente inquietante e I’esposizione crescente ad
agenti quali gli “endocrine disruptor”. Con questo termine si
intendono centinaia di sostanze chimiche — fra cui diossine,
dibenzofurani, policlorobifenili, pesticidi, fungicidi, IPA,
ormoni - che si legano a specifici recettori cellulari (il piu
noto € ’AhR recettore nucleare per estrogeni), con funzione
di fattori di trascrizione. Si viene a creare quindi una
“competizione” con i fisiologici ligandi ed una interferenza
nel funzionamento di settori “strategici”, quali quelli
riproduttivo, immunitario, nervoso, ormonale. Tali sostanze
sono persistenti (emivita dai 7 ai 10 anni), lipofile e, nel feto
in cui il tessuto adiposo non é ancora presente, si
accumulano a livello del Sistema Nervoso Centrale.



*La maggior parte delle sostanze chimiche sul mercato
non sono mai state testate e valutate per la loro
sicurezza in modo adeguato. Sebbene non sia noto a
quale livello di esposizione aumenti l'incidenza di certe
malattie nella popolazione, le sostanze chimiche
possono avere un ruolo nell’insorgenza di tumori,
nelle reazioni allergiche, nei difetti congeniti,
nell’alterazione della fertilita, ecc.

‘Le sostanze possono modificare direttamente il
DNA (mutazioni)

°ll ruolo dei contaminanti all’inizio della vita possono
alterare l'espressione e nella funzione dei geni,
come evidenziano gli studi di epigenetica.




MUTAZIONI

I diversi tipi di mutazioni

Mutazioni geniche (o puntiformi)

Mutazioni cromosomiche

» Mutazioni nel numero dei cromosomi

» Mutazioni nella struttura



Mutazioni
geniche

Le mutazioni geniche puntiformi sono dovute in gran parte
alla sostituzione di una singola base nucleotidica del DNA*

Altri tipi di mutazione si originano in sequito alla perdita
(delezione) o alla inserzione di una base nel filamento del

DNA

e Sostituzione

e Delezione

e Inserzione




Da che cosa sono causate le mutazioni?

Un certo numero di errori durante la replicazione del
DNA avviene spontaneamente.

Agenti fisici (ad es raggi X o UV

Il tasso di mutazione

puo essere

enormemente

aumentato Agenti mutageni chimici
dall’esposizione ad

agenti mutageni

I mutageni chimici sono molecole che si combinano
con il DNA oppure causano cambiamenti chimici nelle
basi nucleotidiche oppure sono simili alle basi
nucleotidiche e vengono incorporate al loro posto
causando pero errori di appaiamento




- | fattori epigenetici non regolano solo la espressione
qualitativa e quantitativa dei geni ma anche la frequenza di
mutazione, ricombinazione, riarrangiamento dei genomi.

- Un ruolo importante in questo campo é giocato da trasposoni,
retroposoni, elitroni (che si possono portare dietro frammenti di
DNA).

-Gli Elementi Genetici Mobili ( MGE), se attivi, posso
rimaneggiare i genomi inducendo mutazioni nei luoghi di
inserzione, inserendo sequenze di DNA in luoghi on previsti,
facilitando eventi di ricombinazione “ineguale’fra elementi
omologhi e non omologhi e modificando quindi il numero di
copie di sequenze di DNA, “invadendo” il genoma ecc.

-L’organismo si difende dalla eccessiva mobilita del genoma
bloccandola con le metil trasferasi e gli RNA di interferenza
specifici

-Tuttavia, sotto stress, gli MGE vengono demetilati e si attivano
vari processi che producono riarrangiamenti,le mutazioni
classiche e variazione nel numero di copie ( CNV)

-Queste mutazioni si verificano a livello somatico ma anche

nalla inaa Aaarminala £ 1710 ODD0ND enarrmmi NItAa AAartara miirfa=siAant




Transposable elements can be seen as a natural genetic engineering system

capable of acting on the genome as a whole .. This dynamic view of the genome has
been illustrated most |mpreSS|ver by Shaplro who stated that the genome is

that can be altered

under certam clrcumstances

Available online at www.sciencedirect.com

sorenon @ormeor- GENE

SECTION
EVOLUTIONARY GENOMICS

ELSEV]ER Gene 345 (2005) 91-100

www.elsevier.com/locate/gene

Review

A 21st century view of evolution: genome system architecture,
repetitive DNA, and natural genetic engineering

James A. Shapiro

Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Chicago, 920 E. 58th Street, Chicago, IL 60637, United States

The last 50 years of molecular genetics have produced an abundance of new discoveries and data that make it useful to revisit some basic
concepts and assumptions in our thinking about genomes and evolution. Chief among these observations are the complex modularity of
genome organization, the biological ubiquity of mobile and repetitive DNA sequences, and the fundamental importance of DNA
rearrangements in the evolution of sequenced genomes. This review will take a broad overview of these developments and suggest some new
ways of thinking about genomes as sophisticated informatic storage systems and about evolution as a systems engineering process.
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Figure 1. Schematic Representation of the Sequence Relationship between Maize Inbreds B73 and Mol 7 at Locus9002 on Chromosome 1L (Bin 1.08;
fMarkers bz2, Ant, and wmcl446).

Anche nelle piante e negli animali si sono sviluppati
processi che aumentano, su segnale, la frequenza di
mutazione.In particolare gli elementi mobili possono
rimaneggiare i genomi “saltando” da un punto ad un altro
del genoma. Gli elementi sono normalmente bloccati con
metodi epiagenetici ma si attivano e saltano in presenza di




| principali tipi di processi epigenetici sono: metilazione,
acetilazione, fosforilazione Negli eucarioti sono noti i processi di
acetilazione degli istoni e quello di metilazione del DNA,
soprattutto delle citosine.

Un altro meccanismo spesso coinvolto é I’ "imprinting”; con
questo termine si intende la condizione in cui uno dei due alleli e
reso silente da un danno epigenetico: il problema si crea se il gene
espresso e danneggiato o contiene varianti che rendono
I’organismo piu vulnerabile a germi, agenti tossici o inquinanti.

Fra le patologie piu studiate e correlate a modificazioni
epigenetiche vi é il Cancro e recentemente il direttore della
“Carcinogenesis Division” del “Japan’s National Cancer Center
Research Institute” ha affermato che tale meccanismo rappresenta
dal 30% al 50% di tutte le alterazioni geniche conosciute ed uno dei
cinque meccanismi piu importanti coinvolti nel processo della
cancerogenesi (Toshikazu Ushijima, riportato in: Environmental Health Perspectives °

VOLUME 114 | NUMBER 3 | March 2006 - Focus - Epigenetics: The Science of Change) .



Epigenetics in evolution and disease

Manel Esteller

We are not our genes. Genes are just part of the story. We cannot fully blame our
genome for our behaviour and susceptibility to disease. In Lehninger’s classic
textbook for students of medicine and biology we can find a more accurate definition:
we are our proteins (and our carbohydrates, fat, and so on). This more precise
definition relates to the central dogma of molecular biology, that our proteins are
generated from our DNA via an RNA intermediate state. These RNA molecules are
translated into proteins. However, some RNA molecules do not encode proteins, and
they have developed very specific and important cellular functions.

DNA methylation has crucial roles in the control of gene activity and nuclear
architecture. In human beings, DNA methylation occurs at cytosine within
CpG dinucleotides. These sites are not randomly distributed in the human genome;
CpG-rich regions, known as CpG islands, are commonly associated with the
S regulatory region of many genes and are usually unmethylated in normal cells.

wwnar thelancet.com Darwin's Gifts December 2008
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: s genetic information from DNA to RNA—is
.:. Methylated CpG pair one route by which epigenetic mechanisms

Acetylated histone tail )

can adversely impact health.

Il processo di trascrizione
del DNA tramite metilazione
consiste nel legame
covalente di gruppi metilici
alle basi azotate del DNA;
negli eucarioti avviene
principalmente la
metilazione delle citosine e
si associa a ridotto livello di
trascrizione dei geni con
effetti favorenti, ad
esempio, la cancerogenesi,
qualora si tratti di
inattivazione di geni
ONCOSOPPressori.



Oggi sappiamo che alcune malattie hanno una base epigenetica, e per
molte altre si stanno accumulando evidenze in tal senso. All’inizio
degli anni 2000 solo 3 patologie erano considerate legate
all’epigenetica: la sindrome di Rett, la sindrome dell’X fragile e la
sindrome ICF. Quello che é diventato evidente negli ultimi 10 anni é
che la maggior parte delle malattie multifattoriali e caratterizzate da
eziologia non-mendeliana sono o potrebbero essere indotte da
alterazioni dell’epigenoma. Fra queste, sono in primo piano i tumori, le
sindromi neurodegenerative e, in generale, le malattie associate
all’invecchiamento.

Dobbiamo pensare che I’epigenoma (I'insieme delle modificazioni
epigenetiche di un organismo) viene stabilito alla fine dello sviluppo
embrionale e poi mantenuto, a fronte di alcune regolazioni, durante
tutta la vita dell’individuo. Nel corso della vita adulta, I'’epigenoma puo
essere soggetto a modificazioni “non normali”’ che causano
cambiamenti nello stato di attivazione di un gene. Per prendere
I’esempio dei tumori, 'ipometilazione di un oncogene o
I'ipermetilazione di un gene oncosoppressore danno luogo
all’attivazione del primo e al silenziamento del secondo, creando un
disequilibrio che puo tradursi nell’insorgenza tumorale.



The two main components
of the epigenetic code

DA methylation
Methyl marks added 1o certain

Doty bises repress gene activity

Histane modification

& carmbination of Seant
malscuid can Atkach 1o the Yails
of proteind cabled histanes. These
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K
agisce piu direttamente
sullepigenoma (assetto
cromatinico-hystone code,
metilazione DNA, RNA
minori.. proteine...) e
attraverso questo
sul Genoma (Nature):
possiamo anche dire che |
caratteri individuali
(fenotipo: anche
atologico !!
sono determinati
dall'epigenoma piu
che dal genoma |

Brena RM, Costello JF.
Genome-epigenome interactions

in cancer. Hum Mol Genet. 2007
Apr 15;16(R1):R96-R105.
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Epigenetics and environmental chemicals
Andrea Baccarelli and Valentina Bollati

Purpose of review

Current Opinion in Pediatrics 2009, 21:243-251

Epigenetics investigates hentable changes in gene expression occurring without

changes in DNA sequence. Severa
methylation, histone modifications, 4
function under exogenous influence
epigenetic alterations mediate toxic
Recent findings

In-vitro, animal, and human investigg
environmental chemicals that modify
arsenic, nickel, chromium, and meth

.. we_have identified several classes of environmental chemicals
that modify epigenetic marks.. including

- metals (cadmium, arsenic, nickel, chromium, CH3-mercury),
- peroxisome proliferators (trichloroethylene,

dichloroacetic acid...),
- Air Pollutants (PM 0,1/2,5/10, black carbon, benzene),

- EDCs - Endocrine-Disrupting/reproductive toxicants

(trichloroethylene, dichloroacetic aci (DES, bisphenol A, persistent organic pollutants, dioxin).
carbon, and benzene), and endocringe-aisruptmg/reproauciive toxicants
(diethylstilbestrol, bisphenol A, persistent organic pollutants, and dioxin). Most studies

conducted so far have been centered on DNA methylation, whereas only a few
investigations have studied environmental chemicals in relation to histone modifications

and microRMA.
Summary

For several exposures, it has been proved that c
and that the same or similar epigenetic alteration
disease of concern or in diseased tissues. Future g
to determine whether exposed individuals develop

Because these epigenetic changes are small,
potentially cumulative, and they may develop over
time, it may be difficult to establish the cause-effect
relationships among environmental factors,

in turn, which such alterations increase the nsk g gpigenetic Changes1 and diseases.

needed to determine whether environmental epigenetic changes are transmitted

transgenerationally.




Figure 1 Potential mechanisms linking environmental expo-
sures to epigenetic effects
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l ...particular awareness has aroused a
- 6 study that documented the presence of
Polycyclic (geno) toxic and mutagenic

- Ecosystem ﬁ;o%a:g;bons substances in all the umbilical
Society (FAH) cords tested, demonstrating the

Heavy Metals ubiquity of embryo-fetal exposure
Dioxin and Population Benzen Mothers Milk: Record levels of toxic fire
Dioxin-like Behavior retardants found in American mothers’
molecules breast milk. Washington, DC. Available at

\| http://www.ewg.org/reports/mothersmilk/
l/ NAS (National Academy of Sciences).
2000. Scientific Frontiers in
Developmental Toxicology and Risk
Ir,'temal 9 o éff’T é Extern Assessment. Committee on Developmental
environment e environm Toxicology. Washington, DC: National

Academies Press; EPA (U.S.
Environmental Protection Agency). 2003a.
America's children and the environment.
Measures of contaminants, body burdens,
Physiology and illnesses. Available online at
Organs http://www.epa.gov/envirohealth/children.

Fic. 1. The fetus is particularly vulnerable to changes in the external
‘ and internal environments, Which Interact to mnifuence fetal devel-
opment and have both immediate and life-long consequences. Such
environmentally induced changes can occur at all levels of biological
organization, from the molecular to the organism’s behavior and place
G in society, and tend to be amplified in their conzequences as they

ascend through these levels. Ultimately. these influences may be
‘EPWJWMMMMD_

ne expression without changing the DNA.



http://www.ewg.org/reports/mothersmilk/
http://www.epa.gov/envirohealth/children
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Developmental Programming

Exposition Windows

Exposure of developing tissues
or organs to an adverse
stimulus or insult during

critical periods of development

that can Eermanentlx
reprogram normal

physiological responses 1n such

a way as to glve 1ise fo disease

XXl e siecle: transformation spectaculaire de later 1n 11 fe
I'environnement et du microenvironnement
utérine




JOLIRRAL OF
DEVELOPMENTAL
ORIGINS OF HEALTH
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Multiorgan Effects of
Endocrine Disruptors

In Vitro Fertilization Y
of Future Health A \

" Asthma and allergies
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Carestia Olandese 1944-45

L' esposizione alla carestia, intorno al concepimento, crea:

* Minore metilazione del DNA della prole,in particolare a livello del
locus IGF2 (gene che gioca un ruolo fondamentale nello sviluppo
iniziale e nel cognitivo);

* Aumenti dei difetti del tubo neurale (DTN)

* Diagnosi schizoidi a 18 anni

* Ospedalizzazione per schizofrenia in eta adulta




Epigenetics of autism spectrum disorders

N. Carolyn Schanen'%**

'Center for Pediatric Research, Nemours Biomedical Research, Wilmington, DE 19803, USA, 2E-:ioh:ugical Sciences,
University of Delaware, Newark, DE 19716, USA and °Jefferson Medical College, Philadelphia, PA 19107, USA

Received July 14, 2006; Revised and Accepted August 1, 2006

The autism spectrum disorders (ASD) comprise a complex group of behaviorally related disorders that are
primarily genetic in origin. Involvement of epigenetic requlatory mechanisms in the pathogenesis of ASD

has been suggested by the occurrence of ASD in patients with disorders arising from epigenetic mutations
(fragile X syndrome) or that involve key epigenetic regulatory factors (Rett syndrome). Moreover, the most
common recurrent cytogenetic abnormalities in ASD involve maternally derived duplications of the imprinted
domain on chromosome 15q11-13. Thus, parent of origin effects on sharing and linkage to imprinted regions
on chromosomes 15¢ and 7q suggest that these regions warrant specific examination from an epigenetic per-
spective, particularly because epigenetic modifications do not change the primary genomic sequence, allow-
Ing risk epialleles to evade detection using standard screening strategies. This review examines the potential

role of eEigenetic factors in the etinlng! of ASD.
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Reference: Zhang, et al. Exogenous plant MIR168a specifically targets mammalian LDLRAP1:

evidence of cross-kingdom regulation by microRNA. Cell Research, (20 September 2011) |
doi:10.1038/cr.2011.158

Cell Research (2012) 22:3-5.

©2012 IBCB, SIBS, CAS  All rights reserved 1001-0602/12 § 32.00
RESEARCH HIGHLIGHT www.nature.com/cr

Ingested plant miRNAs regulate gene expression in
animals

Herve Vaucheret!, Yves Chupeau!

Unstitut Jean-Pierre Bourgin, INRA, 78000 Versailles, France
Cell Research (2012) 22:3-5. do1:10.1038/cr.2011.164: published online 25 October 2011

The incidence of genetic material or epigenetic information
transferred from one organism to another is an important

biological question. A recent study demonstrated that:

« plant small RNAs acquired orally through food intake
directly influence gene expression in animals after migration
through the plasma and delivery to specific organs ».



4/12/07 - Effetti del DNA contenuto negli

Ogm sul sistema immunitario umano
Studio realizzato dal Prof. Werner Mueller e Anna Jaschok

Un nuovo studio ha dimostrato che il DNA
sintetico degli Ogm, una volta immesso nel
corpo umano, non viene interamente
degradato nel tratto intestinale ma penetra
nel sistema linfatico e nel sangue e si
deposita negli organi. Li svolge una funzione
immunomodulatoria dagli effetti ancora
sconosciuti.



Genetica (molecolare)
Epigenetica
Ambiente
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Epigenetica

In greco il termine
significa «al di sopra
della geneticax: si tratta di
una branca della Genetica e
studia le proprietd delle
cellule che vengono
modificate dall’ambiente nel
quale vivono. Tra i fattori
ambientali, il clima, 1o stile di
vita, le emozioni e le
sofferenze provate possono
cambiare Uespressione di
alcuni geni, attivandoli o
disattivandoli.







| LIVELLI DI Man mano che i livelli di complessita
salgono lungo la gerarchia

ORGANIZZAZIONE dell’atomo, della molecola, del gene,

della cellula, del tessuto,
dell’organismo e della popolazione,

N Vo) ) Y (o) B lele) B DN ) : (e 7N A @l COompaiono nuove proprieta come
/ risultato di interazioni e di

/ - N
interconnessioni che emergono ad

/
/
ogni nuovo livello.
y;
v
Organismi pluricellulari

(S. J. Gould)

Organizzazione gerarchica

Proprieta emergenti



Usiamo il termine "vita" per indicare due fenomeni
diversi, benche' intuitivamente collegati: la "vita" di un
organismo, che va dalla sua nascita alla sua morte
(quindi in senso "epigenetico"), e la "vita" come
fenomeno globale degli organismi viventi, che va
dalla nascita del primo organismo vivente fino alla
morte dell'ultimo (quindi in senso "filogenetico"). Il
fenomeno per cui un organismo "cresce" e il
fenomeno per cui gli organismi nel loro insieme si
"evolvono" sono due fenomeni di "sviluppo"
intuitivamente legati I'uno all'altro, ma completamente

diversi nella sostanza.






LA GENETICA

Prima della scoperta della struttura
dei cromosomi e del DNA,
analizzando i caratteri che appaiono
nelle piante (fenotipo),
Mendel
identifico il comportamento dei geni
di generazione in generazione
(le cosiddette “Leggi di Mendel”)

. Costituzione genetica (alleli) " " . P
Piante P P o li alleli sono le diverse variabili dei
eni (gene colore, alleli bianco o viola)

[ 3
Gameti Ty é Tuni@ Per ogni gene possiamo avere molte
arianti alleliche nella popolazione

Loci genici Dominants|

Piante Fy: Tutte
(ibridi) e P Ny,
X |®/ \|® L -
Gameti 3 2 Cromosomi
amologhi

Interpretazione ey
Rcessi

1 Piante della Fy: Gameti maschil Roces

cromosomica delle

|egg| di Mendel Rapporofnatpico | @ AL
Gameti s P
Rapporto genotipico femminili
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MA NOI NON SIAMO | NOSTRI GENI!

Di per sé un frammento di DNA non
ha informazione né per la sua
duplicazione né per la sintesi
proteica, ma ha bisogno di un
contesto in cui questo si realizzi.

In altre parole I'informazione emerge
dal contesto delle relazioni e non &
una proprieta intrinseca del singolo
elemento chimico, come si deduce,
invece, dalla Jogica del dogma
cenftrale.













L’espressione dei geni dipende dal tipo
di cellula e di tessuto (cioé cambiano le relazioni)

( Cellula del Cellula Cellla |
pancreas del cristallino nervosa
dell'occhio (embrlone)
@ &> e

Geni per
un enzima
glicolitico

Geni perla
proteina

del cristallino
Geni perla
proteina
insulina

Geni per
I'emoglobina

[T 1 - .
| |

Legenda:

Gene Gene
attivo inattivo













Una serie di fattori di trascrizione deve legarsi al promotore prima che la
RNA polimerasi vi si possa legare e trascrivere quindi, a livello basale, il
gene.

L'efficienza della trascrizione dipende anche dal legame di proteine di
regolazione, attivatrici ¢, in aleuni casi di repressione, agli elementi
prossimali.

Altre sequenze di DNA, spesso moltoe distanti dal promotore, sone
ulteriormente implicate nella regolazione, aumentandola (enhancer) o
reprimendola (silencer).

NN NN ZS NN NN N RSN NSNS NSNS SN

Enhancer Regulator ~ Transcription RNA  Transcribed
protein factor ~ polymerase  region
Activator bmdmg bmdmg bi nd ing —

' /prote]'n . _RNA
f L ,-" N
(b Regulator — /4 Q\ [ J'J/polymerase Il
prOtem / o

Y
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Promotori ed elementi regolativi agenti a distanza.
Enhancers e silencers. Effetto combinatorio dei fattori regolativi
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La ambiguita, del tutto epigenetica e cioé regolata dagli
inputs esterni, interviene sia nella trascrizione da DNA ad
RNA e poi dopo dal processo detto «splicing alternativo».
Questo si basa sul fatto che lo RNA trascritto viene poi

spezzato e frammenti di questo che non servono a fare
proteine (gli «introni») vengono eliminati, mentre i
frammenti restanti (gli «esoni») vengono riuniti a formare
lo RNA definitivo che verra poi tradotto in catene
polipeptidiche diverse.

La scelta delle catene che poi verranno usate dipende da
segnali che vengono dall’'esterno.







Componenti del genoma
umano

Geroma Limang
J200 Mt

Il D& inlengemco
| 00 Mb - 67 5%

Poiché solo I'1,5 % del genoma & costituito da geni
qualcuno ha definito il resto DNA SPAZZATURA.

L’'uomo ha meno DNA del mais.



LU RAprilie vuo
GENETICA DEI MAMMIFERI
Del Dna non si butta via niente
Tre studi su Nature Genetics decifrano il
modo in cui i geni vengono controllati
durante la differenziazione di una cellula.
Scoprendo le importanti funzioni del “Dna
spazzatura”

ripetuti non sono

» aver imparato a vivere
arli per autoregolarsi



L’espressione dei
geni dipende anche
da segnali che
possono arrivare o
da altre cellule o
dall’ambiente
esterno (come
abbiamo visto nel
modello delle reti)



Meccanismo d’azione degli ormoni steroidei

Exterior

Nucleus

Response
element

In assenza di stimolo il recettore & inattivato mediante il legame
con una proteina di inibizione (HSP90)



+ Tutti gli organismi del Pianeta hanno sviluppato durante la evoluzione
strumenti per percepire i cambiamenti interni ed esterni e per reagire.
Devono quindi essere dotati di variabilita da usare in modo co-evolutivo
tenedo conto dei limiti imposti dalle regole dinamiche delle reti.

+ La variabilita puo essere genetica ( nella sequenza del DNA),
epigenetica ( nella espressione del DNA), comportamentale, culturale.
I batteri usano essenzialmente la variabilita genetica, le piante la
genetica e la epigenetica, gli animali la genetica, epigenetica e
comportamentale e noi umani anche quella culturale o simbolica.

+ Il cambiamento deve tenere conto delle regole del passato e muoversi
verso un futuro imprevedibile per le continue modificazioni
interne/esterne. Il passato limita in parte i cambiamenti futuri (gli
umani non diventerano mai formiche o elefanti) ma entro questi limiti

i percorsi sono ignoti



Tutti gli organismi hanno sviluppato strumenti che permettono
di aumentare, in caso di bisogno, la variabilita genetica.

Questi strumenti sono attivati con processi epigenetici quali la
attivazione di geni nei batteri e il xrimescolamento» dei genomi
negli eucarioti.

Uno di questi sistemi si basa sulla attivazione da parte dello stress di
un gene (RPOs) che a sua volta provoca la induzione di un complesso
genetico di « mutatori ».un esempio di questa classe di geni é la DNA
polimerasi IV che replica il DNA con errori.

Nel caso degli eucarioti i trasposoni ( porzioni di DNA capaci di
spostarsi

da un punto ad un altro del genoma), si muovono solo in caso di stress,
si moltiplicano e saltano in altre zone del genoma provocando
modificazioni del DNA e cioé variabilita



Storia dell’epigenesi
e sviluppo attuale
dell’epigenetica



EPIGENESI E PREFORMISMO

L'epigenesi € una teoria embriologica enunciata nel
XVIII secolo, secondo la quale I'embrione si sviluppa
gradatamente, a partire da un germe indifferenziato, con
la comparsa successiva di parti dell'organismo nuove
per morfologia e struttura.

Il primo assertore dell’epigenesi fu il fisiologo tedesco
Caspar Friedrich Wolff (1734 - 1794) il quale la espose
nel 1759 nell'opera "Theoria generationis". La teoria di
Wolff si contrapponeva a quella preformista, sostenuta
nelle epoche precedenti, secondo la quale nel germe
(uovo o spermatozoo) si trova gia precostituito in
miniatura, con tutte le sue parti, l'individuo adulto.



Evoluzione, Epigenesi
e Preformismo
dopo la scoperta del DNA



Sono passati piu di 50 anni dalla
scoperta della struttura a doppia
elica del DNA da parte di James
Watson e Francis Crick.
Questa scoperta, insieme alla
diffusione della teoria
darwiniana dell’evoluzione, ha
contribuito a rendere di dominio
pubblico l'idea che il DNA
tifi tteristicl
litari



Per J. Monod il Dogma centrale della biologia
implica che, dato un particolare DNA, |'organismo
pud assumere una ed una sola “configurazione”:
il DNA, pertanto, & stabile ed assume la natura di

un progetto senza errori.

Questa visione, come spiega M. Buiatti, ha determinato,
a livello concettuale, una netta vittoria della concezione
preformista su quella epigenetica.ln realta, basandosi
sui dati della Biologia contemporanea, si € visto che il
genoma permette un forte livello di ambiguita, in
relazione al numero e alle probabilita delle
conformazioni che un organismo, con uno specifico
DNA, pud assumere.




Il programma genetico, come un
complesso spartito musicale,
rimarrebbe muto senza un‘orchestra
di cellule (i musicisti)

e di fattori epigenetici (gli strumenti
musicali) per poterlo interpretare.

L'epigenetica cerca di capire come
il nostro genoma sia influenzato dai
meccanismi che regolano
I'espressione genica.




Come spiega M. Massimi, I’epigenetica fornisce anche
una spiegazione di come il materiale genetico si
adatti ai cambiamenti ambientali.
L’ambiente pud anche provocare cambiamenti
epigenetici i cui effetti sono visibili sulle

generazioni successive.

Studi sui topi hanno dimostrato che il colore del pelo,
che puo essere marrone, giallo o a chiazze a seconda del
grado di metilazione del gene agouti durante lo sviluppo

embrionale, e influenzato dalla dieta. Se durante la

gravidanza le madri venivano nutrite con supplementi a

base di acido folico o vitamina B12, che sono ricchi in

gruppi metilici, la progenie aveva soprattutto pelo di
colore marrone, mentre le madri nutrite normalmente

(senza supplemento) avevano progenie con pelo giallo.




Per queste ragioni, sebbene due
gemelli abbiano gli stessi geni,
potrebbero esserci geni attivi in un
gemello e non nell’altro e viceversa.
Vale a dire che due gemelli possono
essere identici geneticamente ma non

epigeneticamente.

Recenti esperimenti (Fraga et al., 2005),
condotti su 80 coppie di gemelli monozigoti,
hanno rivelato che il loro DNA &
differentemente modificato con gruppi
metilici.




I geni non costituiscono un
programma di percorso unico ma
sono, invece, strumenti
concatenati con gradi di liberta
tali da “"auto-organizzare”
"fasci” di organismi diversi.

La scelta fra questi € dinamica e
mai definitivamente fissata fino
alla fine del ciclo vitale.



Secondo Barbieri il processo epigenetico che porta dai geni all 'organismo
& costituito da una successione di assemblaggi di due tipi diversi: quelli

catalizzati, realizzati attraverso semplici reazioni chimico-fsiche e quelli
codificati, che richiedono l'intervento di adattatori dotati di significato
(codici). Allo stesso mode l'intervento di codici organici viene invocato per
comprendere come gli stimoli esterni possano arrivare al genoma di una
cellula determinando, come reazione, I'espressione di geni specifici. Questo
significa che “le cellule usano i segnali esterni per interpretare il mondo, non
per subirlo”, L'autore individua anche I'esistenza di vere e proprie memorie
organiche accanto a quella genetica. La memoria epigenetica sarebbe infati
costruita durante lo sviluppo con 1 processi a tappe dell’epigenesi, ossia

con successive acquisizioni di nuove proprieta.

M. Barbier, I codicr organics, PeQuod, Ancona, 2000



Il processo dell'“epigenesi”, che trasforma il
genotipo (informazione genetica) in fenotipo
(I'organismo), puo' essere visto come una
serie di istruzioni logiche che danno luogo a
reazioni chimiche.

Ma, se anche avessimo la descrizione
completa del codice genetico di un
organismo, non saremmo ancora in grado
di dedurre come l'organismo é fatto.




2. Epigenetic mechanisms

The three major epigenetic regulatory mechanisms that are
generally associated with the initiation and maintenance of
silencing of gene expressions include DPNA_methvlation.
histone modificagons. and RNAassociated pathways. These
mechanisms can interact to each other to effect heritable
silencing  [S.11]. Other epigenetic mechanisms of gene
expression include Xog ‘ - inactivati and genomic
imprinting [12,13], as well as transposable elements [14].

SM. Reamon-Buetmmer et al. / Murarion Research xxx (2008 ) xo—aocx
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Maodificazioni istoniche

Variazioni stabili del DNA o degli
istoni che influenzano I'espressione
genica, ma non consistono in
variazioni della sequenza del DNA




LA METILAZIONE DEL DNA

Nelle cellule norrmali la metilazione avviene soprattutto nelle regioni povere di Citosina e
Guanina, mentre le zone ricche di C-G, chiamate “isole CpG” restano NON metilate, Le
Citosine localizzate in posizione 5’ rispetto alle Guanine sono presenti nelle regioni
regolatrici di molti geni. La loro METILAZIONE incide profondamente sull’espressione di
diversi geni eucariotici.
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Nel caso degli eucarioti il DNA ¢

Complesso di rimodellamente
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| fattori € la RNA
polimerasi si legano

e «arrotolato» intorno al «core»
istoni dei nucleosomi non é in gra
essere trascritto per cui quando
arrivano segnali con il «compless:
rimodellamento» gli istoni si stac
il DNA libero viene trascritto. G
il DNA é metilato questo non avv
ed ¢ la acetilazione che invece
favorisce il rimodellamento e quit
trascrizione.



Metilazione del DNA e repressione genica
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Histones
modification

ilenziamento genicd
ad opera di RNA non
codificanti

Mentre le modificazioni istoniche rappresentano
un processo dinamico (= Codice Istonico)

la metilazione del DNA é considerata un evento
stabile ed ereditabile

43



Regolazione genica mediante micro-RNA
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Sono state evidenziate numerose sequenze di regolazione allinterno delle
sequenze non fradofte (B' e 3' UTR). Esistono proteine che legandosi a
specifiche sequenze di RNA controllano l'espressione genica a livello
traduzionale



Transcriptional regulation of
vertebrate axon guidance
and synapse formation

Franck Polleux*, Gulayse Ince-Dunn* and Anirvan Ghosh®

Abstract| The establishment of functional neural connections requires the growth of axons
to specific target areas and the formation of synapses with appropriate synaptic partners.
Several molecules that regulate axon guidance and synapse formation have been identified
inthe past decade, but it is unclear how a relatively limited number of factors can specify a
large number of connections. Recent evidence indicates that transcription factors make

a crucial contribution to the specification of connectionsin the nervous system by
coordinating the response of neurons to guidance molecules and neurotransmitters.

La regolazione della formazione delle sinapsi avviene su
segnale attraverso la produzione di fattori proteici di
trascrizione che

attivano geni specifici. I geni che li producono quindi vengono
attivati

.



Il gene DNMT3 metila
blocca la sintesi e 'ape
reale» ( royal jelly). Il
regine da operaie

1cm

RNAi-induced Control
queen worker

Fiz. 3. Newly emerged RNAi-induced queen following injection of larvae with gene
silencing of DNMT3 and its comparison to a control worker. Interference with the
expression of DNMT3, which has that capacity to methylate DNA de novo, mimics the
effect of royal jelly on larval development. The majority of RNAi-treated larvae emerge
as queen-like females.



Maternal

M aternal Trasmissione
transgenerazionale di
L modificazioni epigenetiche

Maternal
LG

GR 1,

promoter
methylation

F, F, F,

Figure 2 lustrationof the behavioral transmission of epigenetic modifications aaoes gen-
erations wia maternal care, Variations in maternal L3 are ransmitted from mother (Fg ) to
female offspring (F, ), and differential methylation of the 1, promoter region of the GR is like-
wise induced by F, LG. Varation in LG of female offspring (F, ) is then transmitted to the F,
genertion, as are patterns of GR mathylation.



Biologia
Online su "Nature"

La prima mappa completa dell'epigenoma

Lo studio comparato di diverse tip1 di cellule ha consentito di evidenziare un nuovo schema di

Sebbene 1l sequenziamento del genoma umano sia stato completato da tempo e sia nota I'intera
sequenza dei tre miliardi di basi che costituiscono il DNA., nessuno conosce la maggior parte dei
meccanismi che ne regolano la funzione.

Un primo passo per colmare tale lacuna é rappresentato ora da uno studio effettuato presso 1l Salk
Institute che ha permesso di realizzare la prima mappa dettagliata dell’epigenoma umano, il livello
di controllo genetico che si trova oltre i meccanismi di regolazione intrinseci nella sequenza stessa
dei geni.

"Finora, la nostra visione & rimasta limitata a piccole porzioni sconnesse dell’epigenoma”, ha
spiegato Joseph Ecker, primo autore dell’articolo pubblicato sulla versione online di “Nature” e
direttore del Genomic Analysis Laboratorv del Salk Institute e membro del San Diego Epigenome

Center. Lo studio ha confrontato gli epigenomi di cellule staminali embrionali umane e cellule del tessuto

connettivo differenziate note come fibroblasti, rivelando un ampio spettro di gruppi metile, molto

= diamico ma attentamente controllato. Cid ha consentito di evidenziare un nuovo schema di
metilazione del DNA tipico delle cellule staminali che puo spiegare in che modo esse stabiliscono e
mantengono il loro stato di cellule pluripotenti.



Genetica ed epigenetica delle
malattie cronico degenerative
e ruolo dell’ambiente



Nella pratica quotidiana é indiscutibile

I’aumento e la comparsa in persone
sempre piu giovani di patologie
degenerative quali: cancro, malattie
autoimmuni, demenze, disturbi del
comportamento, patologie
disendocrine - fra le quali si
dovrebbero verosimilmente includere
anche certe forme di obesita! -
diminuzione della fertilita, problemi

riproduttivi in generale.



Interferenti endocrini (endocrine

disruptor)

Particolarmente inquietante e I’esposizione crescente ad
agenti quali gli “endocrine disruptor”. Con questo termine si
intendono centinaia di sostanze chimiche - fra cui diossine,
dibenzofurani, policlorobifenili, pesticidi, fungicidi, IPA,
ormoni - che si legano a specifici recettori cellulari (il piu
noto é I’AhR recettore nucleare per estrogeni), con funzione
di fattori di trascrizione. Si viene a creare quindi una
“competizione” con i fisiologici ligandi ed una interferenza
nel funzionamento di settori “strategici”, quali quelli
riproduttivo, immunitario, nervoso, ormonale. Tali sostanze
sono persistenti (emivita dai 7 ai 10 anni), lipofile e, nel feto
in cui il tessuto adiposo non é ancora presente, si
accumulano a livello del Sistema Nervoso Centrale.



*La maggior parte delle sostanze chimiche sul mercato
non sono mai state testate e valutate per la loro
sicurezza in modo adeguato. Sebbene non sia noto a
quale livello di esposizione aumenti I'incidenza di certe
malattie nella popolazione, le sostanze chimiche
possono avere un ruolo nell’insorgenza di tumori,
nelle reazioni allergiche, nei difetti congeniti,
nell’alterazione della fertilita, ecc.

‘Le sostanze possono modificare direttamente il
DNA (mutazioni)

°ll ruolo dei contaminanti all’inizio della vita possono
alterare I’espressione e nella funzione dei geni,
come evidenziano gli studi di epigenetica.




MUTAZIONI

I diversi tipi di mutazioni

Mutazioni geniche (o puntiformi)

Mutazioni cromosomiche

» Mutazioni nel numero dei cromosomi

» Mutazioni nella struttura



Mutazioni
geniche

Le mutazioni geniche puntiformi sono dovute in gran parte
alla sostltuzmne di una singola base nucleotidica del DNA*

Altri t|p| di mutazione si originano in seguito alla perdita
(delezione) o alla inserzione di una base nel filamento del

DNA

e Sostituzione

e Delezione

e Inserzione




Da che cosa sono causate le mutazioni?

Un certo numero di errori durante la replicazione del
DNA avviene spontaneamente.

Agenti fisici (ad es raggi X o UV)

Il tasso di mutazione

puo essere

enormemente

aumentato Agenti mutageni chimici
dall’esposizione ad

agenti mutageni

I mutageni chimici sono molecole che si combinano
con il DNA oppure causano cambiamenti chimici nelle
basi nucleotidiche oppure sono simili alle basi
nuclectidiche e vengono incorporate al loro posto
causando pero errori di appaiamento




- | fattori epigenetici non regolano solo la espressione
qualitativa e quantitativa dei geni ma anche la frequenza di
mutazione, ricombinazione, riarrangiamento dei genomi.

- Un ruolo importante in questo campo é giocato da trasposoni,
retroposoni, elitroni (che si possono portare dietro frammenti di
DNA).

-Gli Elementi Genetici Mobili ( MGE), se attivi, posso
rimaneggiare i genomi inducendo mutazioni nei luoghi di
inserzione, inserendo sequenze di DNA in luoghi on previsti,
facilitando eventi di ricombinazione “ineguale”fra elementi
omologhi e non omologhi e modificando quindi il numero di
copie di sequenze di DNA, “invadendo” il genoma ecc.

-L’organismo si difende dalla eccessiva mobilita del genoma
bloccandola con le metil trasferasi e gli RNA di interferenza
specifici

-Tuttavia, sotto stress, gli MGE vengono demetilati e si attivano
vari processi che producono riarrangiamenti,le mutazioni
classiche e variazione nel numero di copie ( CNV)

-Queste mutazioni si verificano a livello somatico ma anche

nalla linaa Aaarminala [ 1/10 NNN enarmi ni1tA nartara miitazinni



Transposable elements can be seen as a natural genetic engineering system

capable of acting on the genome as a whole .. This dynamic view of the genome has
been illustrated most |mpresswely by Shaplro who stated that the genome is
anner that can be altered

under certam circu mstances

Available online at www.sciencedirect.com
SOI!NGE@DIHEOT"
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ELSEV]R Gene 345 (2005) 91100

www.elsevier.com/locate/gene

Review

A 21st century view of evolution: genome system architecture,
repetitive DNA, and natural genetic engineering

James A. Shapiro

Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Chicago, 920 E. 58th Street, Chicago, IL 60637, United States

The last 50 years of molecular genetics have produced an abundance of new discoveries and data that make it useful to revisit some basic
concepts and assumptions in our thinking about genomes and evolution. Chief among these observations are the complex modularity of
genome organization, the biological ubiquity of mobile and repetitive DNA sequences, and the fundamental importance of DNA
rearrangements in the evolution of sequenced genomes. This review will take a broad overview of these developments and suggest some new
ways of thinking about genomes as sophisticated informatic storage systems and about evolution as a systems engineering process.
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Figure 1. Schematic Representation of the Sequence Relationship between Maize Inbreds B73 and Mo17 at Locus9002 on Chromosome 1L {Bin 1.08;
Markers bz2, AnT, and umcT446).

Anche nelle piante e negli animali si sono sviluppati
processi che aumentano, su segnale, la frequenza di
mutazione.ln particolare gli elementi mobili possono
rimaneggiare i genomi “saltando” da un punto ad un altro
del genoma. Gli elementi sono normalmente bloccati con
metodi epiaenetici ma si attivano e saltano in presenza di




| principali tipi di processi epigenetici sono: metilazione,
acetilazione, fosforilazione Negli eucarioti sono noti i processi di
acetilazione degli istoni e quello di
soprattutto delle citosine.

Un altro meccanismo spesso coinvolto é I’ imprinting”; con
questo termine si intende la condizione in cui uno dei due alleli &
reso silente da un danno epigenetico: il problema si crea se il gene
espresso é danneggiato o contiene varianti che rendono
I’organismo piu vulnerabile a germi, agenti tossici o inquinanti.

Fra le patologie piu studiate e correlate a modificazioni
epigenetiche vi é il Cancro e recentemente il direttore della

“Carcinogenesis Division” del “Japan’s National Cancer Center
Research Institute” ha affermato che tale meccanismo rappresenta
dal 30% al 50% di tutte le alterazioni geniche conosciute ed uno dei

cinque meccanismi piu importanti coinvolti nel processo della

cancerogenesi (Toshikazu Ushijima, riportato in: Environmental Health Perspectives ¢

VOLUME 114 | NUMBER 3 | March 2006 - Focus - Epigenetics: The Science of Change) .




Epigenetics in evolution and disease

Manel Esteller

We are not our genes. Genes are just part of the story. We cannot fully blame our
genome for our behaviour and susceptibility to disease. In Lehninger's classic
textbook for students of medicine and biology we can find a more accurate definition:
we are our profeins (and our carbohydrates, fat, and so on). This more precise
definition relates to the central dogma of molecular biology, that our proteins are
generated from our DNA via an RNA intermediate state. These RNA molecules are
translated into proteins. However, some RNA molecules do not encode proteins, and
they have developed very specific and important cellular functions.

DNA methylation has crucial roles in the control of gene activity and nuclear
architecture. In human beings, DNA methylation occurs at cytosine within
CpG dinucleotides. These sites are not randomly distributed in the human genome;
CpG-rich regions, known as CpG islands, are commonly associated with the
. regulatory region of many genes and are usually unmethylated in normal cells.

www.thelancet.com Darwin's Gifts December 2008
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Oggi sappiamo che alcune malattie hanno una base epigenetica, e per
molte altre si stanno accumulando evidenze in tal senso. All’inizio
degli anni 2000 solo 3 patologie erano considerate legate
all’epigenetica: la sindrome di Rett, la sindrome dell’X fragile e la
sindrome ICF. Quello che é diventato evidente negli ultimi 10 anni é
che la maggior parte delle malattie multifattoriali e caratterizzate da
eziologia non-mendeliana sono o potrebbero essere indotte da
alterazioni dell’epigenoma. Fra queste, sono in primo piano i tumori, le
sindromi neurodegenerative e, in generale, le malattie associate
all’invecchiamento.

Dobbiamo pensare che I’epigenoma (I'insieme delle modificazioni
epigenetiche di un organismo) viene stabilito alla fine dello sviluppo
embrionale e poi mantenuto, a fronte di alcune regolazioni, durante
tutta la vita dell’individuo. Nel corso della vita adulta, I’epigenoma puo
essere soggetto a modificazioni “non normali” che causano
cambiamenti nello stato di attivazione di un gene. Per prendere
I’esempio dei tumori, 'ipometilazione di un oncogene o
I'ipermetilazione di un gene oncosoppressore danno luogo
all’attivazione del primo e al silenziamento del secondo, creando un
disequilibrio che puo tradursi nell’insorgenza tumorale.



The two main components
of the epigenetic code

Histene madification

hitp:ifwww.nature. com/news/2006/060508/images/d441143a-i2.0 jpg

L
agisce piu direttamente
sul’epigenoma (assetto
cromatinico-hystone code,
metilazione DNA, RNA
minori.. proteine...) e
attraverso questo

sul Genoma (Nature):
possiamo anche dire che i
caratteri individuali

(fenotipo: anche
patologico !!)

sono determinati
dall’epigenoma piu

che dal genoma !

Brena RM, Costello JF.
Genome-epigenome interactions

in cancer. Hum Mol Genet. 2007
Apr 15;16(R1):R96-R105.
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The tails of
histones could
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component

of the genome
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Epigenetics and environmental chemicals
Andrea Baccarelli and Valentina Bollati

Purpose of review

Epigenetics investigates heritable changes in gene expression occurring without

.. we_have identified several classes of environmental chemicals

changes in DNA sequence. Severa
methylation, histone modifications,

Current Opinion in Pediatrics 2009, 21:243-251

function under exogenous influence|
epigenetic alterations mediate toxic
Recent findings

In-vitro, animal, and human investig
environmental chemicals that modi
arsenic, nickel, chromium, and metl
(trichloroethylene, dichloroacetic aci
carbon, and benzene), and endocril

that modify epigenetic marks.. including
- metals (cadmium, arsenic, nickel, chromium, CH3-mercury),
- peroxisome proliferators (trichloroethylene,
dichloroacetic acid...),
- Air Pollutants (PM 0,1/2,5/10, black carbon, benzene
- EDCs - Endocrine-Disrupting/reproductive toxicants
(DES, bisphenol A, persistent organic pollutants, dioxin).

(diethylstilbestrol, bisphenol A, persistent organic pollutants, and dioxin). Most studies
conducted so far have been centered on DNA methylation, whereas only a few
investigations have studied environmental chemicals in relation to histone modifications

and microRNA.

Summary

For several exposures, it has been proved that ¢l
and that the same or similar epigenetic alteratior|
disease of concem or in diseased tissues. Future
to determine whether exposed individuals develop
in turn, which such alterations increase the risk (

Because these epigenetic changes are small
potentially cumulative, and they may develop over
time, it may be difficult to establish the cause-effect
relationships among environmental factors,
epigenetic changes, and diseases.

needed to determine whether environmental epigenetic changes are transmitted

transgenerationally.
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Figure 1 Potential mechanisms linking environmental

sures to epigenetic effects
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..particular awareness has aroused a
a study that documented the presence of
(geno) toxic and mutagenic

Polycyclic
:;om’aibons substances in all the umbilical
(FAH) cords tested, demonstrating the
ubiquity of embryo-fetal exposure
Benzen Mothers Milk: Record levels of toxic fire
retardants found in American mothers'
breast milk. Washington, DC. Available at
http://www.ewg.org/reports/mothersmilk/
NAS (National Academy of Sciences).
r 2000. Scientific Frontiers in
Extern ll}evelopmentg‘l Toxtcolo% aDml Risk o
environ Toxicology. Washington, DC: National

Academies Press; EPA (U.S.
Environmental Protection Agency). 2003a.
America's children and the environment.
Me s of ¢ inants, body burdens,
and tllnesses Available online at
http://www.epa.gov/envirohealth/children.

ans

_—

(

—>

Fi6. 1. The fetus is particularly vulnerable to changes in the external
T e e e TR e e S
opment and have i ife- uch
environmentally induced changes can occur at all levels of blologlcal
orgamzatlon from the molecular to the organism’s behavior and place
in society, and tend to be amplified in their consequences as they
ascend through these levels Ulti




Developmental Programming

Exposition Windows

ExEosure of develoEing t1ssucs

or organs to an adverse
stimulus or insult during
critical periods of development
that can permanently
reprogram normal
physiological responses in such

a way as o gIyC IISC 0 discase
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Carestia Olandese 1944-45

L' esposizione alla carestia, intorno al concepimento, crea:

* Minore metilazione del DNA della prole,in particolare a livello del
locus IGF2 (gene che gioca un ruolo fondamentale nello sviluppo
iniziale e nel cognitivo);

* Aumenti dei difetti del tubo neurale (DTN)

* Diagnosi schizoidi a 18 anni

* Ospedalizzazione per schizofrenia in eta adulta
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Epigenetics of autism spectrum disorders

N. Carolyn Schanen'?**

'Center for Pediatric Research, Nemours Biomedical Research, Wilmington, DE 19803, USA, “Biological Sciences,
University of Delaware, Newark, DE 19716, USA and SJefferson Medical College, Philadelphia, PA 19107, USA

Received July 14, 2006; Revised and Accepted August 1, 2006

The autism spectrum disorders (ASD) comprise a complex group of behaviorally related disorders that are
primarily genetic in origin. Involvement of epigenetic requlatory mechanisms in the pathogenesis of ASD
has been suggested by the occurrence of ASD in patients with disorders arising from epigenetic mutations
(fragile X syndrome) or that involve key epigenetic regulatory factors (Rett syndrome). Moreover, the most
common recurrent cytogenetic abnormalities in ASD involve maternally derived duplications of the imprinted
domain on chromosome 15q11-13. Thus, parent of origin effects on sharing and linkage to imprinted regions
on chromosomes 15¢ and 7q suggest that these regions warrant specific examination from an epigenetic per-
spective, particularly because epigenetic modifications do not change the primary genomic sequence, allow-
ing risk epialleles to evade detection using standard screening strategies. This review examines the potential

role of eEigenetic factors in the etiolog¥ of ASD.
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Figure 1. Telomere length in no childhood maltreatment and childhood
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Reference: Zhang, et al. Exogenous plant MIR168a specifically targets mammalian LDLRAP1:
evidence of cross-kingdom regulation by microRNA. Cell Research, (20 September 2011) |
doi:10.1038/cr.2011.158

Cell Research (2012) 22:3-5

©2012 IBCB, SIBS, CAS Al rights reserved 1001-0602/12 § 32.00
RESEARCH HIGHLIGHT www nature.com/cr

Ingested plant miRNAs regulate gene expression in
animals

Hervé Vaucheret!, Yves Chupeau!

!nstitut Jean-Pierre Bourgin, INRA, 78000 Versailles, France
Cell Research (2012) 22:3-5. doi:10.1038/cr.2011.164; published online 25 October 2011

The incidence of ganatic.material arepigenaticinformation

transferred from one organism to another is an important
biological question. A recent study demonstrated that:

« plant small RNAs acquired orally through food intake
directly influence gene expression in animals after migration
through the plasma and delivery to specific organs ».



4/12/07 - Effetti del DNA contenuto negli

Ogm sul sistema immunitario umano
Studio realizzato dal Prof. Werner Mueller e Anna Jaschok

Un nuovo studio ha dimostrato che il DNA
sintetico degli Ogm, una volta immesso nel
cCorpo umano, non viene interamente
degradato nel tratto intestinale ma penetra
nel sistema linfatico e nel sangue e si
deposita negli organi. Li svolge una funzione
immunomodulatoria dagli effetti ancora
sconosciuti.
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