Centro
Universitario
Rivera

B> CENUR

SEDE TACUAREMBO N O R- E S T E

2da Clase

EPIGENETICA

Yasser V. Vega Requena
yassve2@gmail.com

Yasser.vega@cut.edu.uy
Prof. Adjunto
CENUR Noreste
UdelaR

o

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY



- CENUR
v SEDEEAREMBﬁ NORESTE
CONTENIDO

Metilacion del ADN y expresidon génica

Islas CpG

Mecanismos de represion de la transcripcion del ADN
Sindrome de Rett

Metilacidn del ADN en elementos repetitivos

Funcion mutagénica de la metilacion del ADN
Desmetilacion del ADN y desarrollo embrionario
Metilacidn del ADN en la inactivacion del X

Sindrome del X Fragil.

i

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY



Mecanismo basico de la Transcripcion del ADN

Gene promoter



Metilacion del ADN
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5-metilcitocina

- Ocurre simétricamente en los dinucledétidos CpG. 5 3’

- Metilaciéon de Novo ocurre por la DMT3ay DMT3b. CG

- Entre un 70 -80 % de los CpG en los mamiferos estan metilados. 3’ 5
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Islas CpG _—~

N ——

- Region de entre 300 a 3000 pb con
contenido de GC > 50%.

> 60 % de los genes humanos tienen un
promotor con islas CpG.

CCCAGGTCCECGCAGGGAAGAGCCACCTCAACGBGCAGGGCCCATCCGCGA
GAGGCCAGCECCCCCBGCCAGTCCACCCCAGGCCCECCACCTCCACCCTG
GGCTGCTCCCTCCAGGCCCTGCACCACCCTCCTEGCTACTTGGACCACTTC
CTCACBCCCTTCTCCACCCCECECACCAGCCTCCCACACACAGCATCGEE
ATCTCGGCCAATAAAGGAGAAAGGGCGCGGCCCATACBCGCECCAGGTGC
GTGGGCEAGACCAGCTCACGCCCCTCCTCCAGCCE@CCAAGGCCCCEGCCC
ACAGCTGCCTGGCTGCAGTCAGAAGCATAGCCCBAGACAAGGAAGGGCEC
CTTGACTCECACTTTTGTCCAGTTCEAACATTCTGCTCAGTGGTGCATGG
AATGCGAGCECETCTTAAAATCEBATGGCACCTAGGAGTCCATGAAATACG
GTACAGGCTTCCBGCBACEGATGCCCCECCCCTCACCCACBCTCCECCCT
CCBGGGATGCCCCACCCCTCATGGCAGTCCCACCCETCCCCACACAGGCE
CGCTCEGGCTGCCACTGGCTCTTCGCACGCAGCCATAGCCGACTCCEAGC
TGCAGCTGGTTGAGCAGCEGCATCCECAGCTTCCCCEACTTCCCCACCCCA
GGC@TGGTATTCAGGTGCACBCACAGGCCACCCTCATCGCACCCCBACCT
GCBGGCCTACBGATGGGAGCABCATGGCCCECAACCTCCAGGCAGGCAGGE
CGGGAACCCTCATCTTTCE@CCCCCBGGGCCCTGCCCTCCTTCAGCCCCBG
CGTCACCAGGCCTGTCCTTGGGTCCAGGGACATCTCEBCCCATCCTGAAGG
ACCCCGCCTCCTTCCEGCACCECCATCAGCCTCCTGGCBCBACACCTGAAG
GCBACCCACBCGGCCCBCATCEACTACATCECAGCCBAGTGCCCAGCTGGC
CECATCTAGGGCACTTCCACCTCTGCACACACCAAGGGCAGCACATGGGE
TCTGCECATCTGCTTGEGGGGAGGGCCTTTGGGGTGCTTCAGGGGGCACCE
GGACBGGCBCCATGCTTGGGTCACCCAGGAAGGGTTGTGAGATTGAGCCC
CCBAGGCCECCECACTGTGCAGGCAETCCTTCCCECAGGTTCCEGGTCCCC
AGCCCAGGACAGGCATGACCBAGTTGCCAGGTCAGTTGGTCTCCCTGGAG
TGCCCAAGCTGAATCCACAGGGCCCAGCTGCCTTGCTTCTTGTTCCTTCT
GCEBAGCTGGTATTGAGCACCTGCCACBAGCCAGGCCTTCCCTGGTGAAGA
TCACBGAATGCCCACCCAGGGAAGGGAGGCCTGGAGGCCTCCAGGAGAGC
CCAAGAGGTGGCCCAGGGAGAACAGAGTGTTCCTGGCCATCTTGCCTCTC
CTAGGGTGTGACAGCCCACTCCCTGGACACTGCCCTGAGGARAGCGCCAG
CTCTTGCTGGAGCCACAACACTGCCAGAGCTCCCTTCTCACCTCCTGCAG
GAAGCCCTCCCTGACCTCCTGCCAGGCCAGGGCAGGGTTTCCCTGAGCAT
CCCCCAACCATCACAGCTCAGGCCACCTCEAGAGACTCCCTTTTTAGACA
GAAGCCCTGGTGCAGAGCTGCCTTTGAGAGTAAGCTGAGGCCTGTCAGGT
TTCTACCAGCCCAGTTACAGATGGGCTGCTCAGCTCACAGAGAGGGGTGG
TGACTCCCCTAGGAACACACAGCTAAGAAGTGGTCCCTTAAAAGACAGAC
CCAGGTCTGCACTCTGACCTGGAAGCAGCTCCEBGGTAGGTGATGGGTAAC
ATTCCTTAAATGGTGCATGTCACTGGCCTTTCAGCTGGGAGCCAACCAGG
TACCCCTTGCCACCEGCCAACCCTGGCCCCTGGGGATTCCCATGCTGCCG
AGTCACTCCTGTCACTTACCCTGACAGGCCTAGACTCCCBAGGCTTCCTC
TTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCETGCTCATCCA
AAAGCGGGGGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGG
AGTACGGGAAGGTAAGAGGGCTGGGGCTGGCCAGAGGAAGGGCAGGGCCAG
GCCACC@TGGCCACTCTCCCCCAGTTCTAAAAGGCCTTCCCAGGCETGTC
AAGTGGAGCTGCTGTGGTTACAGTGGCCTTGGGAGCTCAGAGAGGTTGAG
ACATAGGCTGGGCTCACACAGCCAGGTAACAGCAAGGTGGGGTTGGAGTC
AGGGTCTAGGGTGGCAGCTGCCAAGCTGTGCAACAAAGCTGTTTTCTGCG
GGAGGCTGAGGACCACACACCACTTCCCACTCCAGGCTGAGCTGGAGATT
CAGAAAGACGCCCTGGAGCCAGGACACGAGGCTGCTCETCETGCGATGATCT
GCTGGCCACTGGTGGTAAGGGTCTCCCCECAGCCAACTGCTGTGGCTCCA
AGGGCCTGGTGGGAGTGGGACAGGACCTCACTGTGTGACATGGGATGCAG
CTTACTGTTGTCCAGAGGGTGCCTGGTGGCCAGGCCEACACCTTCCTCTC
CCCATGCCTTCCCCTCCCCAACCCAGGGGCTGGCCTGGAGCACCTGCTCT
CTGCAGCCCAGGCCAACTGGGGACCTCACCCTCCCATCCCCAGGAACCAT
GAACGBCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCABCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGT
GCETGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCACTTAAGGGCAGGGAGAAGCTGGCA
CCTGTACCCTTCTTCTCTCTCCTGCAGTATGAGT@ACCACAGGGCCTCCC
AGCCCAACATCTCCAGCTGGATCCCAGGGAAATATCAGCCTTGGGCAACT
GCAGTGACCAGGGGCACCAGCTGCCCACAGGGAACACATTCCTTTGCTGG
GGTTCAGCECCTCTCCTGGGGCTGGAAGTGCCAAAGCCTGGGGCAAAGCT
GTGTTTCAGCCACACTGAACCCAATTACACACAGCGGGAGAACGCAGTAA
ACAGCTTTCCCAC



Represion de la transcripcion y metilacion del ADN

, \ Proteinas MBD (Methyl CpG Binding Domaing)
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Sindrome de RETT

Sindrome genético que afecta el desarrollo neurologico
Pérdida de la funcion de |la proteina MeCP2

Se produce por mutaciones en el gen MeCP2

El gen MeCP2 se encuentra en el cromosoma X

Afecta 1:10.000 femeninas

Entre los primeros 6 a 8 meses pueden ser normales y
después aparecen las primeros sintomas



Sindrome de RETT

Convulsiones
Rigidez muscular

Falta de habla

Escoliosis = R
& TBhi:;gels(f;(F:lens Page
Hiperventilacion

Fenotipo similar al autismo



Sindrome de RETT

X-chromosome
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Sindrome de RETT

Increased
MeCP2 levels
(duplication)

Normal Reduced MeCP2
MeCP2 levels MeCP2 levels mutations
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MeCP2
Healthy Autism Rett Syndrome Duplication
Syndrome



Metilacion del ADN

Elementos Regiones
repetitivos Intergénicas
Metilados Metilados
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Funcion de la Metilacion del ADN

- Altas tasas de mutacién W\ utagénica

- CpG se observan en menor frecuencia
de lo esperado menos de 1/5.
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Cytosine  5-methyl Cytosine Thymine



Funcion de la metilacion del ADN en las regiones Intergénicas

- Silenciar sitios de inicio de transcripcion cripticos #

. .. Estabilidad gendmica
- Ositios de splicing inadecuados
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Células DNMT1 null presentan inestabilidad gendmica



Células DNMT1 nulo presentan inestabilidad gendmica
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Funcion de la Metilacion del ADN en los elementos repetitivos

- Prevenir la transposicion

- Prevenir la errores de recombinacion

- Generar mutaciones que permitan prevenir la transposicion
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- Han contribuido a la expansién
del genoma.

- Permitido la creacidon de
nuevos elementos funcionales.

- Contribuyen a la diseminacion
de la metilacion.

Metilacion del ADN en los elementos repetitivos
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Desmetilacion del ADN
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Pasiva

!

Se va perdiendo la
metilacion en cada
division celular y por
ausencia de DMT1
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Desmetilacion del ADN

- paternal genome
= maternal genome

A

DNA methylation
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egg epiblast
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Desmetilacion del ADN

- paternal genome
= maternal genome

DNA methylation
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epiblast primordial
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Reprogramacion Epigenética
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Inactivacion del cromosoma X
Metilacion del ADN
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SINDROME X FRAGIL

CARACTERISTICAS MAS FRECUENTES

* Cara alargada con frente amplia y mentdn prominente
* Pabellones auriculares grandes y salientes

* Hiperlaxitud articular

* Macroorquidismo




RESENA HISTORICA SINDROME X FRAGIL

Mother ‘ ‘ '

Proband 3 8 8 ‘ ' 1969, Opitz y col.
s [ 2N @

Brother ’ ' ; a ! ' 5. M-B

I'16. 4—The satellites appeared symmetrically at the end of the chromatids (left), with dis-
acement of one satellite to the other chromatid {lejt center), as a single centrally placed satellite
mnier) or rarely as tandem satellites (right). L 7y

(Lubs, 1969)
American Journal of Human Genetics 21 (3): 231-244.



FENOTIPO FISICO EN VARONES

Estrabismo

* Soplo cardiaco (prolapso mitral)

* Piel fina

 Macrocefalia

* Anomalias en la boca, con paladar elevado y dientes apifiados

* Disminucién en la curvatura de la béveda plantar

* Alrededor de un 15% de pacientes con SXF presenta epilepsia suelen desaparecer
antes de cumplir los 20 afos



NINOS Y VARONES ADULTOS CON LA MUTACION

C.l: Discapacidad intelectual moderada a severa

Trastorno de atencion

Hiperactividad
Evitacion del contacto visual

Estereotipias




FENOTIPO CONDUCTUAL

NINAS Y MUJERES ADULTAS CON LA MUTACION COMPLETA
* 30y un50%
* Alteracion del aprendizaje

* Timidez y las dificultades en las
relaciones sociales

* Problemas de atencion e impulsividad

* Ansiedad, fobias

* Ellenguaje — 1,8 afios




TIPOS DE MUTACIONES EN FMR1

1- Expansion de trinucleétidos CGG >200

2- Deleciones en las repeticiones CGG.
Coffee y col., 2008

3- Disensa. p.lle304Asn
De Boulle y col., 1993

4- Deleciéon 1 pb. Exén 5. c.373delA.
Proteina truncada
Lugenbeel vy col., 1995




Normal Premutation Full Mutation

(CGG) (CGG) (CGG)

n<55 55<n<200 n=200 Genotype
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Translation TR P——— 1
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4 A Distinct DMA-Methylation Boundary in the
FRONTERA DE METILACION 5'- Upstream Sequence of the FMRT Promoter Binds
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Cambios en la secuencia Naumanny col., 2009



z A Distinct DMNA-Methylation Boundary in the
FRONTERA DE METILACION 5'- Upstream Sequence of the FMART Promoter Binds
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METODO: SECUENCIACION CON BISULFITO

Tratamiento del ADN
con bisulfito de sodio

cytosine sulfonated cytosine sulfonated uracil
|“'~NH+ HSO0; =N HO NH
B — e —d
1o
NS0 0,8 r?/&o ‘o8 N’go
|
sugar sugar sugar
alkalinel -HS05
(o]
| NH
-~
sugar

uracil

~

e
58— GAGTCACCETTCGTTAR —
I, Bisulfite treat

5'— GhGTUﬂUUG‘I"I‘%GTTM —_—
l PCR amplify, clone, sequence

5 GAGTTATTGTTCGTTAA —
2 me-cylosine



Secuenciacidn con bisulfito de la region promotora del gen FMR1

24 pacientes
22 a 34 repeticiones CGG

PP PPIY TTPT WU TP WITYRI?

1 Z % 4 5 s 7 8 9 10 11 i3 14
30 <0 S0 T0 80 of 100 20
AGTOIGT TTGT 15T T?TTTT.—'\.GTT?TTT@TITTTZ‘AI 'EA..-\.GT.-\@?T@GTTTGTTTTT@& T@G AT T TEG o (@8 T

e e

15 16 i7 18 19
130 140 150 160

TGG TTTTTAG T__;__G TTITTIAGG TTATTEGAAG .A.G..G.-LGGG@:‘.GG T




Pacientes 5y 22
> 200 CGG

Secuenciacién con bisulfito de la region promotora del gen FMR1.

15 16
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Paciente 27

Secuenciacién con bisulfito de la region promotora del gen FMR1 > 200 CGG

3 4 5 6 7389 10 11 12 13

A D rror 1 D @D A @@
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RESULTADOS

Secuenciacién con bisulfito de la region promotora del gen FMR1.
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RESUMEN SOBRE LA METILACION DEL ADN

Ocurre principalmente en los dinucledtidos CpG.
Si ocurre en un promotor se asocia con silenciamiento o inactivacion de un gen.
Ayuda a mantener la estabilidad gendmica.

Es mantenida por la accion de DNMT.



RESUMEN SOBRE LA METILACION DEL ADN

Es mitéticamente heredable por la acciéon de DNMT1.

Puede ser removida pasiva o activamente (TET).

Alteracion en la produccion de MeCP2 produce el sindrome de Rett.
Es uno de los mecanismos de inactivacion del cromosoma X.

Alteracion de la metilacidon del promotor de FMR1 produce el sindrome del X Fragil.
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