LA EPTGENETICA
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PROYECTO GENOMA HUMANO

- OBJETIVO

IDENTIFICAR GENES QUE SE TRADUCEN EN PROTEINAS

SE PUBLICO EN ABRIL DEL 2003 LA SECUENCIA
DEL ADN DE Homo sapiens.

SE CREE QUE EN SUS 3000 MILLONES DE BASES ESTAN LOS
PLANOS DE LA VIDA.

¢ES EL GENOMA ALGO MAQUINA BIOQUIMICA
ESTATICO Y CON ELEMENTOS
TRASMIS]IBLE'> QUE INTERACTUAN
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MECANISMO GENOMICO

EL ADN
CONTIENE

DE PROTEINAS

[ GENES CODIFICADORES

1

SON LAS
ESTRUCTURAS
MEJOR CONOCIDAS
<2% ADN TOTAL

( N
REGION NO CODIFICADORA [

INFORMACION OCULTA }

CAPA EPIGENETICA

FUERA DE LA
| DEL ADN ) SECUENCIA DEL ADN
[ NOPE;{%TTEEWA’\S‘AN ] [ PAPEL IMPORTANTE ]
DAN LUGAR A
ARN ACTIVOS

QUE MODIFICAN
EL COMPORTAMIENTO
DE LOS GENES
CODIFICADORES
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CAPA EPIGENETICA

SON PROTEINAS Y METABOLITOS QUE SE
ADHIEREN AL ADN

NO ALTERAN LA SECUENCIA DEL ADN

PUEDEN AFECTARALASALUD Y
CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS

ALGUNOS PASAN DE PADRES A HIJOS

PARECEN TENER UN PAPEL ESENCIAL EN
EL DESARROLLO, EL ENVEJECIMIENTO Y
EL CANCER

LAS EPIMUTACIONES CONTRIBUYEN A LA
DIABETES, ESQUIZOFRENIA, TRASTORNO
BIPOLAR Y OTRAS ENFERMEDADES
COMPLEJAS.
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METILOS EPIGENETICOS

EL METILO TIENE AFINIDAD ESPECIAL POR LAS CITOSINAS

CUANTO MAS METILADA ESTA UNA HEBRA DE ADN MENOR
ES LA PROBABILIDAD DETRANSCRIBIRSE EN ARN

LA METILACION DEL ADN DEFIENDE EL GENOMA DE LOS
TRANSPOSONES YA QUE LOS BLOQUEA
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; QUE SON LOS
TRANSPOSONES?

SON LOS TAMBIEN LLAMADOS GENES
SALTARINES

SON GENES QUE SE AUTOCLONAN

SE INSERTAN EN REGIONES DISTANTES
DEL GENOMA

CONSTITUYEN EL 45% E LA SECUENCIA
DEL GENOMA;,...?
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FUNCION DE LOS
TRANSPOSONES

« UNAS VECES SUPERACTIVAN GENES

 OTRAS VECES LOS DESACTIVAN
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; QUE OCURRE CUANDO FALLAN
LAS DEFENSAS METILICAS?

Se han realizado experimentos con células
madres embrionarias, y mediante tecnicas
de ingenieria genética se bloquearon las
enzimas que anadian los grupos metilos.

¢ Cual fue el resultado?
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. QUE OCURRE CUANDO FALLAN
LAS DEFENSAS METILICAS?

- Se activan muchos transposones y la tasa
de mutaciones en el ADN se decuplico.

¢EXISTE ALGUNA RELACION ENTRE
ANOMALIAS EPIGENETICAS Y EL
DESCONTROL GENETICO QUE
CONDUCE AL CANCER?

* Las células tumorales tienen su genoma
escasamente metilado y algunos genes
altamente metilados para evitar que las

células dafadas. se.vuelvan.malignas.n




¢POR QUE SE PRODUCE ESA DESMETILACION?

No se sabe.
No se han identificado enzimas desmetilantes.

Se sospecha que los cromosomas pobres en metilo
funcionan peor durante la divisién celular.

CONCLUSION

* La idea de que la carencia de metilos en el
ADN desemboque en un cancer es solo una
hipotesis, sin embargo muchas células
tumorales poseen genes oncosupresores con
secuencias normales de ADN pero inoperantes
por un exceso de metilacion.
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éQUé DIRIGE A LAS ENZIMAS METILANTES HACIA ESOS
GENES SUPRESORES DE TUMORES?

* La metilacion no silencia los genes, sino que fija su
estado latente.

Las enzimas metilantes actdan seguin ordenes de
alguna otra parte.

+ La reprogramacion epigenética fracasa en clones
obtenidos al sustituir por ADN de una célula adulta el
ADN de un dvulo fecundado. Estos clones tienen
patrones anormales de metilacion y de expresion
génica.
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¢POR QUE EL RIESGO DE PADECER CANCER CRECE
CON LA EDAD?

EN LOS CROMOSOM@

ZONAS MUY CONDENSADAS ZONAS NO METILADAS
Y ALTAMENTE METILADAS

1 |

SON MUY ACTIVAS

SON SILENCIOSAS

ESAS BARRERAS SE DESINTEGRAN CON EL PASO DE LOS ANOS A
MEDIDA QUE LAS CELULAS SE DIVIDEN O ENVEJECEN




EPIGENETICA

METILACION Y CANCER
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PRESENTACION

Definicidon de epigenética y mecanismos
Técnicas
Ambitos de aplicacion

— Metilacion de DNA y cancer

« Concepto
 Utilidades
 Aplicacion en cancer de pulmon (proyecto)

Conclusiones
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EPIGENETICA

. cambios heredables en la
expresion genica que no van
acompanados de cambios en Ia
secuencia de DNA

* Modificacion por el entorno: edad, dieta,
tabaco...
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EPIGENETICA
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EPIGENETICA

Mecanismos silenciadores

‘Comprende:
‘Metilacion de DNA .M
-Modificacion de histonas: v
- Deacetilacion %
. Metilacion

n %

‘RNA de interferencia 3
modification > methylation
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RNA polymerase
transcription factors

acetylated histones

Chromatin remodelling
proteins

/—° deacetylated histones




EPIGENETICA E

NuRD
complex

% Acetylated histone tail



EPIGENETICA

Unmethylated c?sine CH.

TTCGATTATCGA

5 3

T

5

A ALGCTA AATGC

 La metilacion tiene
|

lugar en las citosinas
de los dinucledtidos Arem.m
CpG CHa

» Herencia conservadaa _T[IT[T[T[][. .TTIT[TITT]T;

5 AL G CTAELTGCT
|
C

través de DNMTs
b Methylation Methylation
* Interes basado en las l H l H

islas CpG, zonas de rrconsrades  vrconrrales
alta densidad de SENEENEENEE NS NN NN
dinucleotidos ‘ o b
localizadas en aimananca mathylase
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EPIGENETICA

CpG Island Demonstration

111111

111111

111111

0000000000000000

 |slas CpG:

— Regiones de entre 0.5 y 5Kb con un contenldo en
dinucleoétidos G:C de al menos un 55%

— Suponen un 1% del genoma
— La mayoria no estan metiladas
— En condiciones normales no juegan un papel
importante en la regulacion genica
« Aproximadamente el 70% de las parejas CpG
del genoma se encuentran metiladas
(intrones, transposones)
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ROLES DE LA EPIGENETICA

* La epigenetica participa en:
— Desarrollo embrionario
— Diferenciacion tisular
— “Imprinting” génico
— Inactivacion del cromosoma X
— Represion de DNA parasito (transposones)

— Papel menor en la regulacion génica (islas
CpG normalmente no metiladas), pero
Importante en patologia
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EPIGENETICA Y CANCER: TECNICAS

— Conversion de las muestras
con bisulfito

« Paso de las citosinas no
metiladas a uracilo (las metiladas
se mantienen por impedimento
esterico)

* PCR por duplicado con primers
para muestras metiladas y no
metiladas (sustitucion de uracilos
por timinas)

» Sensibilidad: 1 de cada 10.000
(50.000 en caso de usar nested,
con primers externos)

» Problema de falsos positivos:

inclusion de gontrqle metilado
www.eldesper

NO Metllados en cada proceso
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pory ¥

[EPIGENETICA Y CANCER: TECNICAS

i
methylated sequence
CH, CH, CH,
5’ -ggagCGgagCCttCGgatgggCGtggCCa-3/ forward sequence
3’ -CCtCGCCtCggaaGCCtaCCCGCaCCygt-5/ reverse complement sequence
CH, <|:H, clzﬂ,
l bisulphite conversion

O el
5’ -ggagCGgagUUttCGgatgggCGtggUUa-3’

sm §413 mmcau

-;—na.-q

)
- e

3! —UUtU(ﬁlUtUggaaG_(liUtaUUUGQaUUggt—5’
|
CH, CH, CH,
l PCR amplification

5’ -ggagCGgagTTttCGgatgggCGtgygTTa-3’ BISUL_METH_FW

3/ -TTtTGCTtTggaaGCTtaTTTGCaTTggt-5’ BISUL_METH_RC

unmethylated sequence

5’ -ggagCGgagCCttCGgatgggCGtggCCa-3/ forward sequence 4
3’ -CCtCGCCtCggaaGCCtaCCCGCaCCygt-5 reverse complement sequence

l bisulphite conversion

5’ -ggagUGgagUUttUGgatgggUGtggUUa-3’

3’ -UUtUGUUtUggaaGUUtalUUGUaUUggt-5'

l PCR amplification

AN

5’ -ggagTGgagTTttTGgatgggTGtggTTa-3’ BISUL_UNMETH_FW

3’ -TTtTGTTtTggaaGTTtaTTTGTaTTggt-5’ BISUL_UNMETH_RC

|cor



EPIGENETICA Y CANCER: TECNICAS

— Basado en PCR a tiempo real e incorporacion de
fluoroforos

— Curvas Melting: liberacion del fluordforo a una
determinada temperatura una vez completada la
reaccion

— Diferentes temperaturas debido a los enlaces
entre pares de bases:
« T-G (2 enlaces)
« C-G (3 enlaces)
— Uso de primers
« MSP
« Externos
— Ventajas:
« Mayor sensibilidad y rapidez
* Rosibilidad:derctiantificadidomww.bio-reconexion.cl
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 EPIGENETICA Y CANCER: TECNICAS
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ALGUNAS APLICACIONES
INCIPIENTES

« Ateroesclerosis_

 Alzheimer-Parkinson
y otras alteraciones
del sistema nervioso

aaaaaaaaaaaaaaaaa
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e Cancer

v
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EPIGENETICA'Y CANCER
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EPIGENETICA Y CANCER

» Las celulas malignas van acompanadas
de una hipometilacion global (20-60%)
y una hipermetilacion local (islas CpG) y
ambos sucesos son graduales

* Inestabilidad cromosomica
* No papel en activacion de oncogenes

» Genes supresores de tumores
— Multitud de candidatos
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Evading Insensitivity to
apoptosis . anti-growth signals

Sustained _ Tissue invasion
angiogenesis fz & metastasis




EPIGENETICA Y CANCER

— Ventajas:

» Deteccion precoz, en muchos casos bastante anterior a
la aparicion de mutaciones somaticas

» Posibilidad de hallar combinaciones especificas de
marcadores para cada tumor

» Accesibilidad a través de casi cualquier tipo de muestra:
— Biopsia
— Puncion
— Esputo
— Jugo pancreatico
— Heces
— Suero (DNA libre)
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EPIGENETICA Y CANCER

Realative risk

Pravalence of
COKNZA methylation (%)
w
=

Basal-call Squamous-cell
hypearplasia metaplasia

Carcinoma Squamous-call
n stu carchoma

Intervention poirt?

0 Markers 1 positive 2 poeitiva 3 positive 4 poeitiva Clinical
methylation  methylation  methylation | methylation  lung cancer
marker markars

age

markears markears

Y

3 yaars -2 yaars -1 years

_— @ e =

) l l
N = 1 .

Time (years)

thylation as a biomark
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EPIGENETICA Y CANCER

— Ej: hipermetilacion de p16 y DAPK como
factor de agresividad en tumores
pulmonares y colorrectales

— Ej: hipermetilacion de MGMT como factor
de buen pronostico en terapias alquilantes

— Agentes demetilantes (Decitabine)

« Aprobado para sd. mielodisplasico y leucemia
mieloide aguda

» Ritsy8 e aieraeisaglotyap-bioreconexion.d



EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO
EN CANCER DE PULMON

— 30% del total de muertes por cancer
— 86% debido a tumor irresecable

— Supervivencia a 5 anos 4-6 veces inferior respecto
a mama, colon o prostata

— Tumores inferiores a 1cm: tasa de recurrencia
inferior a 50%

— Introduccion de TAC espiral: 3-9 veces mas eficaz
gue rayos-X y/o citologia esputo. Problema de
falsos positivos (nédulos benignos)
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EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO
EN CANCER DE PULMON

Marcadores epigenéticos: revision bibliografica:

21 muestras de pacientes ingresados por posible cancer de pulmoén y 123
libres de cancer

Palmisano WA et al. Predicting lung cancer by detecting aberrant promoter
methylation in sputum. Cancer Res. 2000 Nov 1;60(21):5954-8.

75 parejas de NSCLCs con sus correspondientes tejidos pulmonares no
neoplasicos:

Yanagawa N et al. Promoter hypermethylation of tumor suppressor and
tumor-related genes in non-small cell lung cancers. Cancer Sci. 2003 Jul;
94(7):689-92.
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EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO
EN CANCER DE PULMON

247 pacientes con sospecha de cancer de pulmon investigados
retrospectivamente

Schmiemann V et al. Methylation assay for the diagnosis of lung cancer on

bronchial aspirates: a cohort study. Clin Cancer Res. 2005 Nov 1;11(21):
7728-34.

Belinsky SA. Gene-promoter hypermethylation as a biomarker in lung cancer.

Nat Rev Ganget| 2904-5eR#HVf970h el  www.bio-reconexion.cl




EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO
EN CANCER DE PULMON

— 30 muestras apareadas de biopsias pulmonares y
broncoaspirados en pacientes con sospecha de
cancer de pulmon

— Analizar mediante MSP y Light-Cycler la
metilacion de los genes:

* P16

* APC
 DAPK
 RASSF1A

— Comparar los resultados con mutaciones en k-ras,
P53 y valores de marcadores tumorales
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EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO
EN CANCER DE PULMON
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EPIGENETICA Y CANCER: PROYECTO

EN CANCER DE PULMON

Primeros resultados:

— 9 resultados confirmados
para p16 por MSP:

» 7 positivos

— 6 canceres de pulmén
(estadios avanzados)

— 1 neumonia
* 2 negativos:

— 1 sarcoidosis
— 1 Linfoma Hodgkin
— 10 resultados confirmados
para DAPK con Light Cycler
en muestras de cancer de

pulmon:
* 4 positivos
* 6 negativos

(Revision bibliografica: 19-

44% de positivos.
Toyooka S Epigenetic down-

regulation of death-associated
protein kinase in lung cancers.
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CONCLUSIONES

La epigenetica se presenta como un arma
potencialmente muy util para diagnostico,
seguimiento y tratamiento de multiples
patologias: cancer, ateroesclerosis,
Alzheimer...

Se precisa aun de numerosos estudios para:
— Optimizar sus posibles aplicaciones
— Garantizar su reproducibilidad

— Aumentar la especificidad

Planteamiento de |la necesidad de un
“proyecto epigenoma”
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