
Epigenetica  

Definita come lo studio dei 
meccanismi responsabili di 

cambiamenti ereditabili nelle 
funzioni del genoma senza 
alcuna modificazione nella 

sequenza del DNA  



“The difference between genetics and 
epigenetics can probably be compared 
to the difference between writing 
and reading a book. Once a book is 
written, the text (the genes or DNA: 
stored information) will be the same 
in all the copies distributed. However, 
each individual reader of a given book 
may interpret the story slightly 
differently, with varying emotions 
and projections as they continue to 
unfold the chapters. In a very similar 
manner, epigenetics would allow 
different interpretations of a fixed 
template (the genetic code) and 
result in different read-outs, 
dependent upon the variable 
conditions under which this template 
is interrogated.” 



• Our body contains hundreds of 
different kind of cells, although each 
one derives from the same starting 
point. As cells develop, their state is 
governed by the selective silencing of 
genes. This silencing is mainly regulated 
by epigenetic factors. Failure to 
silences genes can produce a hazardous 
cacophony. Epigenetic factors govern 
the interpretation of DNA within each 
cell. 



I due principali componenti del codice 
epigenetico sembrano essere la 
metilazione del DNA e le modificazioni 
della cromatina. Entrambi sono 
necessari per un corretto sviluppo e 
differenziamento, entrambi se mal 
controllati sono coinvolti in severe 
patologie umane  



La metilazione del DNA  

• Dove la troviamo nel nostro genoma; 
• Quali enzimi sono necessari per 
stabilire la sua specifica distribuzione; 
• A cosa serve e come esercita il suo 
meccanismo; 
•  Cosa succede se viene male distribuita 
o male interpretata.   





- La  metilazione  del  DNA  avviene  solo  sui 
dinucleotidi  CpG. La 5MC rappresenta  <1% dei 
nucleotidi. 

- La  frequenza  del  CpG  è  ~5X  minore 
dell’atteso  a  causa  di  un  incremento  della 
frequenza  di  mutazione.  Le  transizioni  C-T 
avvengono 10-40 volte più spesso di altri eventi 
di mutazione. (50% delle mutazioni di p53 nei 
tumori avvengono in CpG, principale  causa di 
mutazioni germinali). 





Alcuni Esempi Che Testimoniano 
L’importanza Della Metilazione Per 

Lo Sviluppo  
• I MAMMIFERI SONO CARATTERIZZATI DA UNO 
SPECIFICO PATTERN DI METILAZIONE CHE SI 
MANTIENE  INALTERATO  NEI  DIVERSI  TIPI 
CELLULARI. 

• TOPI  TRANSGENICI  PRIVI  DELLA  DNA 
METILTRANSFERASI  1  SONO  LETALI.  CELLULE 
STAMINALI (NON DIFFERENZIATE) IN COLTURA 
PORTANTI  LA  MEDESIMA  MUTAZIONE 
OMOZIGOTE  CRESCONO  SENZA  APPARENTE 
FENOTIPO. VANNO IN APOPTOSI IN SEGUITO A 
STIMOLAZIONE DEL DIFFERENZIAMENTO. 

• IL  CROMOSOMA  X  INATTIVO  NELLE  CELLULE 
FEMMINILI  DI  MAMMIFERO  E’  ALTAMENTE 
METILATO MENTRE QUELLO ATTIVO NON LO E’. 



Quando viene depositato 
nell’embriogenesi lo specifico 

pattern di metilazione? 



Il Pattern Di Metilazione Viene 
Stabilito E Mantenuto 

Attraverso Tre Processi   



DNMT1 

• NOTA DAL 1988. FINO AL 1997 ERA L’UNICA DNMT 
EUCARIOTICA CONOSCIUTA. 

• E’ ESPRESSA IN TUTTI I TESSUTI. 

• IN GENERE VIENE CONSIDERATA COME L’ENZIMA 
RESPONSABILE DEL MANTENIMENTO DEL PATTERN DI 
METILAZIONE DURANTE LA REPLICAZIONE (ma in vitro 
sa metilare anche del DNA non metilato). IN ACCORDO 
CON CIO’ SI LOCALIZZA SUI FOCI REPLICATIVI. 

• TOPI  KNOCK-OUT  MUOIONO  10  GIORNI  DOPO  IL 
CONCEPIMENTO  (TARDA  GASTRULAZIONE).  Non 
sappiamo  ancora  il  perchè.  QUESTI  TOPI  SONO 
CARATTERIZZATI  DA  UNA  GENERALE  (90%) 
DEMETILAZIONE DEL GENOMA. 

• IN  REALTA’  POTREBBE  AVERE  ANCHE  UN’ATTIVITA’ 
DE NOVO. IN ACCORDO CON CIO’ IN DIVERSI TUMORI 
L’OVERESPRESSIONE  DI  DNMT1  PORTA  ALLA 
METILAZIONE DI REGIONI  PRIMA NON METILATE. 





DNMT2 

• FUNZIONE ASSOLUTAMENTE IGNOTA (?). 

• IN VITRO NONOSTANTE IL DOMINIO TIPICO 
NON HA ATTIVITA’ CATALITICA (?). 

• I TOPI KNOCK-OUT NON HANNO FENOTIPO. 



• SIMILI MA CODIFICATE DA DUE GENI DIVERSI. 

• ENTRAMBE  MOSTRANO  IN  VITRO  ATTIVITA’  DE 
NOVO E DI MANTENIMENTO. 

• MEDIANO LA GLOBALE RIMETILAZIONE DEL GENOMA 
CHE AVVIENE AL  MOMENTO DELL’IMPIANTO.  FORSE 
ANCHE  COINVOLTE  NEL  MANTENIMENTO  DEL 
PATTERN DI METILAZIONE. 

• TOPI  PRIVI  DI  DNMT3a  MUOIONO  A  CIRCA  4 
SETTIMANE.  TOPI  KNOCK-OUT  DNMT3b  MUOIONO 
DOPO LA GASTRULAZIONE. TOPI PRIVI DI ENTRAMBI 
GLI  ENZIMI  MUOIONO  ALLA  GASTRULAZIONE. 
DNMT3b NELL’UOMO E’ CAUSA DELLA SINDROME ICF.  

• SONO  ALTAMENTE  ESPRESSE  IN  CELLULE  ES  E 
DOWNREGOLATE  DOPO  IL  DIFFERENZIAMENTO  ED 
ESPRESSE  A  BASSISSIMO  LIVELLO  NEI  TESSUTO 
SOMATICI ADULTI. 



DNMT 3L 

• MANCA DI UN’ATTIVITA’ METILTRANSFERASICA. 

• I  TOPI  KO  NON  STABILISCONO  I  SEGNALI 
D’IMPRINTING DATI DALLA METILAZIONE NEGLI 
OOCITI.  LA  PROGENIE  NON  HA  LA  TIPICA 
ESPRESSIONE  MONOALLELICA  DEI  GENI 
MATERNALLY IMPRINTED E MUORE A E10.5. 

• INTERAGISCE CON DNMT3A E B E NE REGOLA 
L’ATTIVITà  PROBABILMENTE  PORTANDOLE  SUI 
SITI DA METILARE. 







A Cosa Serve La Metilazione 
Del DNA? 

DUE  FUNZIONI  PRINCIPALI  NON  MUTUALMENTE 
ESCLUSIVE. 

1)  INIBIZIONE DELL’ESPRESSIONE GENICA 

2)  MANTENIMENTO  DELL’INTEGRITA’  GENOMICA 
ATTRAVERSO  L’INATTIVAZIONE  DI  SEQUENZE 
PARASSITE QUALI I TRASPOSONI E IL DNA DEI 
PROVIRUS. 
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MBD TRD 

• FATTORE NUCLEARE ABBONDANTE, IN GENERE È 
CONSIDERATO UBIQUITARIO. 

• GRAZIE  AL  MBD  LEGA  ANCHE  UN  SINGOLO 
DINUCLEOTIDE  CpG  SIMMETRICAMENTE 
METILATO. NON HA SPECIFICITÀ DI SEQUENZA. 

• IL TRD REPRIME LA TRASCRIZIONE SE PORTATO 
ARTIFICIALMENTE SUL DNA (GAL4-TRD). 

• LA  SUA  IMMUNOLOCALIZZAZIONE  RIVELA  UNA 
LOCALIZZAZIONE  PREVALENTEMENTE  SUL  DNA 
ETEROCROMATICO ED ALTAMENTE METILATO. 





MeCP2 

MBD TRD 

• NEL  1997  DUE  GRUPPI  INDIPENDENTI 
DIMOSTRANO  CHE  MECP2  SA  INTERAGIRE  CON 
DEI  COMPLESSI  AD  ATTIVITA’  ISTON-
DEACETILASICA. 



In accordo con il modello la repressione 
mediata dalla metilazione del DNA può essere 
parzialmente revertita  trattando con inibitori 
delle iston-deacetilasi 
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MeCP2 e/o le Methyl-binding Proteins 
Portano alla Formazione di una 

Particolare Struttura Cromatinica 



Le Methyl Binding Proteins 

• FUORI  DAL  MBD  QUESTE  PROTEINE  NON  SI 
ASSOMIGLIANO. 

• IN  GENERALE  QUESTE  PROTEINE  SONO 
UBIQUITARIAMENTE  ESPRESSE  NEI  TESSUTI 
SOMATICI.  
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MBD CxxCxxC 

MBD (GR)n 

MBD (E)12 

MBD Repair 

Chi Interpreta la Metilazione del 
DNA? 

MBD TRD 

MeCP2-/-complex 
neurological defects 

MBD1-/- defects  
in neurogenesis 



LA METILAZIONE DEL DNA E 
LE PATOLOGIE AD ESSA 

ASSOCIATE 







• NEL 1999 VIENE IDENTIFICATA LA CAUSA 
MOLECOLARE NEL GENE CHE CODIFICA PER MeCP2 
CHE E’ SITUATO SUL CROMOSOMA X. 

• 80%-90% DEI PAZIENTI AFFETTI DALLA FORMA 
CLASSICA DELLA SINDROME PRESENTANO 
MUTAZIONI IN MeCP2. 

Frequenza 

Tipo di mutazione 



Il modello murino privo di MeCP2 ricapitola le 
caratteristiche della Sindrome di Rett   

Wild-type Mecp2-null 

• Il topo ko sviluppa sintomi simili alla Rett. Il topo 
condizionale mostra che la sindrome di Rett è una 
malattia esclusivamente neuronale. 

• L’espressione di MeCP2 nei topi ko recupera per breve 
tempo il fenotipo ma in breve gli animali sviluppano un 
fenotipo che ricorda la Rett. In accordo con ciò, ora 
sappiamo che duplicazioni del gene MECP2 portano 
all’insorgenza della Rett nei maschi.  

Guy et al (2001). Nat. Genet. 27, 322-326; Chen et al (2001). Nat. Genet. 27, 327-331  



Topi privi del gene MeCP2

Sintomi dei topi privi del gene MeCP2.



Sintomi dei topi privi del gene MeCP2.  II



Ma Quale E’ La Causa Molecolare 
Dell’insorgenza Della Patologia? 

MODELLO:  
MeCP2 NON REPRIME PIU’ 

LA TRASCRIZIONE DI 
UN LARGO NUMERO DI 

GENI. 

PROBLEMI: 

1)  COME  MAI  UNA  PROTEINA  PRESSOCHE’  UBIQUITARIA 
CAUSA UNA MALATTIA PREVALENTEMENTE NEURONALE?  
RIDONDANZA IN ALTRI TESSUTI 



L’attivazione di signaling 
pathways porta alla 
fosforilazione di MeCP2 e al suo 
selettivo distacco dal promotore 
di BDNF 

Neurone a riposo 

HDAC 
MeCP2 

Adenylate  
cyclase 

Eccitazione neuronale Adenylate  
cyclase 

Ca2+ 

cAMP 

MAPK 

HDAC 
MeCP2 



Neurone a riposo di un topo 
privo di MeCP2 

Adenylate  
cyclase 

USF 
BDNF 

HDAC 



La Mancanza di MeCP2 Altera 
Lievemente l’Espressione di Diversi Geni 

che nel Loro Insieme Portano al 
Complesso Fenotipo 

Ma quanti e quali geni causano il complesso fenotipo 
della Sindrome di Rett? 



Fenotipi Associati a Disfunzioni in MeCP2 

• Mutazioni in MECP2 portano a molti diversi disordini 
neuropsichiatrici. 



La Sindrome Da Immunodeficienza, 
Instabilita’ Centromerica, Anormalita’ 

Facciali (ICF) 
•  Sindrome recessiva autosomica 

•  50 pazienti al mondo. Vita media 8 anni per 
continue infezioni alle vie respiratorie.  1/3 sono 
caratterizzati da ritardi nelle milestones dello 
sviluppo e da ritardo mentale. 

Caratterizzata: 

1.  da  un ’  importante  diminuzione  del le 
immunoglobuline nel  siero nonostante un normale 
numero di cellule B; 

2.  instabilità  dell’eterocromatina  pericentromerica 
dei  cromosomi  1,  16 e a volte 9 che porta a 
tipici e distintivi riarrangiamenti; 

3.  ipometilazione  del  DNA  satellite  e  dismorfismi 
facciali. 



•  In  genere  il  genoma  dei  pazienti  non  e’ 
ipometilato  ma  lo  e’  severamente  il  DNA 
satellite dei  cromosomi  1, 16, 9. Il  DNA 
satellite  centromerico  di  questi  cromosomi 
nei pazienti ICF e’ in genere decondensato e 
mostra una forte tendenza a rompersi e a 
r i un i r s i  causando  r iarrang iament i 
cromosomici. I cromosomi acquisiscono lunghe 
braccia e i linfociti  stimolati ad andare in 
mitosi  hanno  tipiche  configurazioni 
multiradiali dei cromosomi 

•  Demetilato anche satellite dell’Y nei maschi 
e alcune regione del corpo di Barr. 



• I pazienti  nel  60-70% dei  casi  portano  mutazioni 
bialleliche  eterozigoti  nel  dominio  catalitico  di 
DNMT3b. Si pensa che la totale assenza dell’attivita’ 
sia letale come nel topo. Il fenotipo probabilmente 
correla con l’attivita’ residua.

• Fuori  dal  dominio  catalitico  vi  sono  regioni 
d’interazione  prevalentemente  con  repressori  e  in 
genere queste regioni non sono mutate. Esiste solo 
una mutazione riportata che delocalizza la proteina e 
non  associandosi  più  all’eterocromatina  porta  a 
satellite demetilato.



• Topi nulli muoiono tra E13.5 e E16.5. Topi con due 
mutazioni missenso nel dominio catalitico in genere 
muoiono a un giorno di vita ma alcuni sopravvivono 
fino ad adulti. 

• Sono più piccoli, anomalie facciali, sistema 
immunitario difettoso ma per una riduzione di 
timociti causata da un aumento di apoptosi. 

• Hanno DNA satellite ipometilato.Cromosomi vanno 
incontro a rotture e in verità anche problemi di 
aneuploidia che nell’uomo non si riscontrano. 

• Per HPLC in brain trovato che ipometilazione è a 
carico del 7% delle 5metC. 

• Fatti diversi microarrays e molti geni deregolati 
potrebbero avere senso con la patologia. Non erano 
però tutti demetilati (30-50%). 

• Il modello attuale è che la causa della malattia sia 
l’ipometilazione principlamente dell’eterocromatina 
costitutiva (no chr Y) che normalmente influenza 
l’espressione genica via trascrizione di miRNA, e 
organizzazione dei territori nucleari (in effetti 
cellule in interfase hanno grandi PML bodies). 







Quali Sono I Principali Cambiamenti 
Nella Metilazione Del DNA Nel 

Cancro? Quali Gli Effetti?  





• L’IPERMETILAZIONE  DEL  DNA  APPARE  OGGI 
COME UN IMPORTANTE MEZZO PER LA DIAGNOSI 
E LA PROGNOSI DI UN TUMORE 

• L’IPOMETILAZIONE  DEL  DNA  PUO’  ANCHE 
ESSERE  UTILE  PER  DIAGNOSTICARE  O  PER  LA 
PROGNOSI DI UN TUMORE. IN ALCUNI TUMORI 
L’IPOMETILAZIONE  DI  SPECIFICHE  SEQUENZE 
CHE POSSONO ESSERE RIPETUTE O SINGLE COPY 
CORRELA  SIGNIFICATIVAMENTE  CON  LA 
PROGRESSIONE  DEL  TUMORE.  DIVERSI  STUDI 
MOSTRANO INOLTRE COME UNA SIGNIFICATIVA 
IPOMETILAZIONE DEL GENOMA SIA UN SEGNO 
DI CATTIVA PROGNOSI.  

• QUINDI  SERVONO  SIA  SAGGI  PER  VALUTARE 
L’IPERMETILAZIONE CHE L’IPOMETILAZIONE DEL 
GENOMA. 



EPIGENOMICA 



LA FARMACOLOGIA DELLA 
METILAZIONE 

• IL  FATTO  CHE  UN  TUMORE  ORGINI  DA 
IPERMETILAZIONE  E  NON  LOH  CI  DA’  UNA 
POSSIBILTA’  TEORICA  DI  RIACCENDERE  QUEL 
GENE  LEVANDO  LA  METILAZIONE  (TERAPIA 
EPIGENETICA). 

• SI  STANNO  USANDO  INIBITORI  DELLE  DNMT 
(AZACITIDINA E ZEBULARINA)

• PER  RAGIONI  IGNOTE  LE  LINEE  CELLULARI 
TUMORALI   TRATTATE  RISPONDONO  AL  FARMACO, 
QUELLE NORMALI NO.




