I'pigenetica: un pont
entre els gens 1 lambient

Lepigenética ha sorgit en les nostres vides, i res ja no tornara a ser el que era.
La metilacié del DNA i les modificacions de les histones s6n marques quimiques
que s’'afegeixen a la seqiiéncia de DNA i indiquen quins gens es poden expressar
i quins no. Lambient, 'envelliment i I'estil de vida afecten la nostra salut molt
meés profundament del que ens pensavem i canvien l'expressié dels nostres gens.
Aquestes modificacions son reversibles, i entendre com funcionen obre un ventall
de possibilitats tant a escala farmacologica amb vista a coneixer I'etiologia de

moltes malalties.
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L llarg de la nostra vida la seqiiéncia

de DNA és practicament la mateixa,

tot i aixo, els canvis en el nostre as-

pecte son evidents: envellim. Canvien
els nivells hormonals, la resposta immunitaria,
P'activitat de molts enzims i rutes metaboliques;
és a dir, canvia el nostre programa de regulacio
genica. Les claus per entendre aquests canvis es
troben en les modificacions que els factors am-
bientals i I’envelliment provoquen sobre la regu-
lacio dels nostres gens. L'epigenetica és la ma-
quinaria responsable del control de 'expressio
génica i, per tant, ens permet entendre de quina
manera I’ambient influeix en la nostra vida i en
el desenvolupament de malalties. Una evidén-
cia de la importancia de 'epigenética han estat
els estudis amb bessons monozigotics. Aquests
bessons comparteixen una mateixa seqiiencia de
DNA, pero, en certs casos, resulten discordants
per a alguna malaltia o sindrome amb un clar
component genétic. L’any 2005, el doctor Ma-
nel Esteller va publicar a la revista Proceedings
of the National Academy of Sciences (PNAS)
un estudi amb quaranta parelles de bessons
monozigotics entre els tres i els setanta-quatre
anys. Aquest estudi va demostrar ’acumulacio
de canvis en els patrons epigenetics en funci6 de
l'edat; és a dir, com més grans son els bessons,
més diferents soén. Per tant, I’envelliment i 'estil
de vida tenen un paper en el desenvolupament
de moltes malalties.
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L’epigenética estudia els canvis transmissi-
bles a través de divisions mitotiques que afecten
Pexpressi6 geénica sense alterar la seqiiencia de
DNA; és a dir, estudia els mecanismes que mo-
dulen I'expressio dels gens. La molecula de DNA,
on hi ha codificats aproximadament 25.000
gens, es troba encapsulada 10.000 vegades en el
nucli cel-lular. Per aconseguir-ho, esta sotmesa
a un estricte mecanisme d’empaquetament que
limita I'accés de la maquinaria transcripcional a
la seqiiéncia del DNA. El grau de compactacio i,
per tant, I'expressié o no del gens, és regulada
per les modificacions epigenetiques: la metila-
ci6 del DNA, les modificacions de les histones i
els RNA no codificants petits. La metilacio del
DNA és la principal modificacid epigenética que
regula el silenciament génic. En eucariotes, es
basa en l'addici6 d’'un grup metil en la posicié
Cs de les citosines precedides per guanines, ano-
menades dinucleotids CpG. En el genoma, la
proporecid i distribuci6 dels dinucleotids CpG no
és aleatoria, sin6 que es troben enriquits en les
regions promotores d’'un 40 % dels gens de ma-
mifers i s’anomenen illes CpG. En teixits sans,
les illes CpG no es troben metilades i permeten
Pexpressi6 dels gens que controlen. En canvi, en
un cancer, per exemple, certes illes CpG queden
metilades i apaguen com un interruptor l'ex-
pressié del gen (figura 1). La metilaci6 del DNA
és un procés essencial per a la vida que intervé
en processos com la inactivacié del cromosoma



X, en els gens empremtats i en alguns gens es-
pecifics de teixit. D’altra banda, els dinucleotids
que no formen part de les illes CpG estan sempre
metilats, cosa que permet I'estabilitzacié cromo-
somica i el silenciament de seqiiéncies endopa-
rasites. L’epigenética ha donat un impuls molt
important al camp de I'oncologia. Ara sabem,
que el cancer és una malaltia tant genética com
epigenetica, on s’ha descrit, per exemple, la hi-
permetilacié de gens supressors de tumors i,
per tant, I'apagada de gens que ens haurien de
protegir davant la malaltia. El patr6 de metilaci6
és especific de cada tipus de cancer. La hiper-
metilaci6 del promotor de BRCA1, per exemple,
és especifica del cancer de mama i, per tant, de-
tectar-la pot esdevenir una eina de diagnostic
important. El gran avantatge de l’epigenética
respecte a la genetica és que les modificacions
epigenetiques son reversibles. Avui, es coneixen
farmacs que poden restaurar el patré epigenétic
i que han demostrat que son eficacos en el trac-
tament d’algunes leucémies i limfomes.
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[ Qui controla I'expressié dels nostres gens?]

L’estudi del paper de ’epigeneética s’ha estes
a altres disciplines, com ara als trastorns neu-
rologics i a les malalties neurodegeneratives.
Recentment s’han identificat canvis en la meti-
lacié de gens, tant per hipermetilacié com per
hipometilaci6, en les malalties d’Alzheimer, de
Parkinson i de Huntington. A tall d’exemple,
vam realitzar un estudi de la importancia de la
metilaci6 del DNA en els canvis d’expressio ge-
nica del receptor d’adenosina A,, (A,,R) en la
malaltia de Parkinson (PD). Aquesta patologia
afecta aproximadament, un 2 % de les persones
de més de seixanta-cinc anys. Es caracteritza
per la perdua progressiva del sistema nigroes-
triatal, i la principal marca histopatologica és la
presencia d’agregats de la proteina a-sinucleina,
anomenats cossos de Lewy. La clinica apareix
quan degeneren més del 60 % de les neurones
dopaminérgiques de la substancia negra pars
compacta (SNpc) i aixo provoca tremolor, rigi-
desa muscular, inestabilitat postural i bradicine-
sia. Tradicionalment, aquests pacients han estat
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«Figural. lllaCpG. Les
illes CpG son regions d'alta
densitat de dinucleotids
CpG no metilats en la regio
promotora de molts gens.
La metilaci6 d'aquesta regié
silencia I'expressi6 genica.

Llegenda:
Dinucleotid CpG no metilatq
Dinucledtid CpG metilat @
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»Figura?2.Enla
malaltia de Parkinson,

la degeneracié de la
substancia negra produeix
un canvi en el circuit dels
ganglis basals que produeix
I'extincié del moviment.
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tractats amb L-dopamina (1-Dopa), una terapia
substitutiva de la dopamina. A partir dels dos
anys de tractament, els pacients poden desenvo-
lupar importants efectes secundaris dependents
de la dosi de L-Dopa, com ara els moviments
incontrolats o les discinesies. La rad per la qual
apareixen no es coneix, pero s’ha descrit un aug-
ment del receptor d’adenosina A R en el nucli
estriat de pacients de PD amb aquest tractament
farmacologic. Recentment s’ha demostrat una
correlaci6 entre 'augment de A ,R i el progrés
dels simptomes motors tant en pacients tractats
amb L-Dopa com en els que no han rebut trac-
tament.

Per qué és tan important el receptor
d’adenosina A R en la malaltia de Par-
kinson?

El receptor A ,R és un receptor associat a la
proteina G que té 'adenosina com a agonista
endogen. Aquesta purina realitza una gran vari-
etat de funcions fisiologiques a través de quatre
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receptors especifics repartits per tot I'organis-
me:A,A Al A, Classicament, es divideixen
segons I'efecte antagonic que tenen sobre I'accid
de I'adenilat ciclasa, on els receptors A i A . I'in-
hibeixen i els receptors A , i A, I'activen. En el
sistema nervios central, 'adenosina té un doble
paper modulador: com a regulador homeostatic,
comu a tots els tipus cel-lulars i associat al me-
tabolisme energétic; i com a neuromodulador,
un efecte limitat al terminal sinaptic de neuro-
nes excitadores com les glutamatérgiques, on
s’allibera juntament amb el neurotransmissor.
El receptor d’adenosina A ,R esta altament ex-
pressat en el nucli estriat dels ganglis basals, on
té un paper diferent del de la resta del cervell.
Els ganglis basals sén un conjunt de nuclis alta-
ment interconectats, reponsables del control del
moviment, formats pel nucli estriat, el globus
pal-lid, el nucli subtalamic i la subtancia negra.
En el diagrama anatomic s’observa que en la
malaltia de Parkinson les vies d’informaci6 dels
ganglis basals s’alteren a conseqiiéncia de la per-
dua de les neurones de la substancia negra, fet
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que provoca l'extinci6 del moviment (figura 2). El
nucli estriat es considera la porta d’entrada dels
ganglis basals i esta format per un 9o % de neu-
rones de projecci6 gabaérgiques amb alta densi-
tat d’espines dendritiques. Cada espina rep dues
aferencies principals: les glutamatergiques i, per
tant, excitadores, i les dopaminergiques, que so6n
inhibidores. En les neurones gabaérgiques, el
receptor A ,R es troba formant un heterodimer
amb el receptor de dopamina 2 (D,R) i amb el
receptor metabotropic de glutamat 5 (mGluR5),
on el receptor mGluRj5 activa el receptor A R i
aquest inhibeix al receptor D,R. En la malaltia
de Parkinson, quan la dopamina desapareix es
produeix un augment de la inhibici6 del recep-
tor D,R, cosa que agreuja la simptomatologia.
S’han realitzat estudis clinics amb antagonistes
del receptor A R, que permeten reduir la dosi
de L-Dopa i retarden I'aparici6 de les discinésies
(figura 3). Tot i que aquest receptor ha estat molt
estudiat des del punt de vista farmacologic, se
sap molt poc sobre la regulaci6 transcripcional a
que esta sotmeés. Per tal de conéixer els mecanis-
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mes moleculars responsables de I'increment pa-
tologic del receptor A R en pacients que tenen la
malaltia de Parkinson, vam estudiar un aspecte
clau de la seva regulacio transcripcional: la me-
tilaci6 del DNA. L’estudi bioinformatic del gen
ADORAZ2A, que codifica pel receptor d’adenosi-
na A, R, ens va permetre delimitar una regi6 de
15.000 parells de bases de la regié 5'UTR com a
candidata per a 'estudi del perfil de metilacié. El
treball es va realitzar amb dues linies cel-lulars:
les HeLa, d’origen epitelial, i les U87-MG, que
provenen de glioblastoma. Aquestes dues linies
presenten nivells d’expressié del receptor molt
diferents: les HeLa en presenten un nivell molt
baix i les U87-MG, un nivell molt alt. Aquest es-
tudi ens va permetre observar una relaci6 inver-
sa entre els nivells d’expressié dels receptors i el
percentatge de metilaci6 en la regi6 promotora
del gen ADORA2A. Aquest fet obre les portes a
pensar que l'increment patologic del receptor
AR en els pacients amb Parkinson descrit en
diferents articles pot ser causat per una pérdua
de metilaci6 de la regi6 promotora.
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4Figura 3. Les neurones
gabaergiques del circuit

dels ganglis basals reben
dues vies aferents: les vies
glutamatergiques (corticals)

i les vies dopaminergiques
(SNp@). En la malaltia

de Parkinson, la falta de
dopamina és substituida per
la L-Dopa. Els tractaments a
llarg termini generen efectes
secundaris, com les discinésies
(moviments involuntaris en
resposta a la dosi de L-Dopa).
L'Us d'antagonistes del
receptor A,,R redueixen la
dosi necessaria i, per tant, els
efectes secundaris. Adaptat
de Schiffmann, S. N. [et al],
2007 (6).

Llegenda:

’ adenosina
’ dopamina

glutamat
L-Dopa
A,,R antagonista

activacié

Ttooe

inhibicio

..................................



...............................

»Figura 4. Esquema del
metabolisme de metilacio
del DNA.
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DIETA

Actualment existeixen tractaments farmaco-
logics que permeten canviar el patr6 de metilacio,
tant amb agents desmetilants, com 1’azacitidina,
com a través d’agents metilants. Durant 'emba-
ras, per exemple, les dones amb un baix aport
de folat en la dieta (un donador de grups metil)
tenen un risc més gran que els seus fills pateixin
defectes en el tub neural, és a dir, espina bifida.
Per aquest motiu, les dones embarassades re-
ben folat com a complement, cosa que redueix el
percentatge de naixements amb aquesta malfor-
maci6 congenita (figura 4). En aquest sentit, en
el nostre treball vam observar com 1'4s d’agents
desmetilants permeten augmentar I'expressio del
receptor en les linies cel-lulars amb un alt percen-
tatge de metilacid, com les HeLa. Paral-lelament
I'Gs d’agents metilants com S-adenosilmetionina
(SAM) en la linia cel-lular U87-MG, amb un per-
centatge de metilaci6 menor, reduia els nivells
d’expressio del receptor A, R tant en el mRNA
com en les proteines. El SAM és un donador en-
dogen de grups metil per mitja de reaccions de
transmetilaci6 en acids nucleics, proteines, lipids
iamines biologiques. Aquest compost dona grups
metil al DNA gracies a les DNA-metiltransferases
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(DNMTSs). El cicle metabolic esta controlat per
laport de cofactors per mitja de la dieta com el
folat i les vitamines B (B12 i B6) (figura 4). Una
evidencia de la importancia de la dieta en el con-
trol epigenétic de I'expressio6 genica son en els ra-
tolins agutins. Aquests ratolins blancs poden can-
viar el color del seu pelatge a castany, si afegim
a la seva dieta donadors de grups metil. El canvi
de color és conseqiiencia de la metilacié d’'un pro-
motor especific. A més, s’han descrit tractaments
amb SAM, tant en linies cel-lulars com en ratolins
transgénics models de la malaltia d’Alzheimer,
que permeten reduir I'expressié de gens especi-
fics com la presenilina-1, una y-secretasa impor-
tant en la sintesi del péptid f-amiloide.

Un altre punt que pot ser interessant és com-
parar el perfil de metilaci6 en diferents regions
cerebrals de qualsevol gen. Totes les cel-lules
de lorganisme tenen la mateixa seqiiencia de
DNA, tot i que cada tipus cel-lular presenta si-
lenciats un conjunt de gens especific i genera un
transcriptoma diferent, i, per tant, una identitat
cel-lular independent. L’estudi del perfil de me-
tilaci6 en diferents regions cerebrals pot ser la



resposta, tot i que no I'inica, als diferents nivells
d’expressio del receptor en el cervell. L'estudi
dels nivells d’expressio, tant en condicions nor-
mals com patologiques, i I'estudi de compostos
que en regulin I'encesa o apagada pot ser una
resposta alternativa a la farmacologica.

Ls d’antagonistes del receptor A R per
reduir l'activitat del receptor en la malaltia de
Parkinson ha estat un objectiu farmacologic du-
rant els ltims anys i ja es troba en assaigs cli-
nics. L'epigenetica emergeix com una nova font
de coneixement que, en pocs anys, donara un
nou impuls en la investigacié de moltes malal-
ties neurodegeneratives i desordres neurologics,
com ho ha fet amb el cancer. La metilacié del
DNA i la modificacié d’histones s6n modificaci-
ons quimiques reversibles que obren les portes
a un nou espectre de dianes farmacologiques i a
P’esperanca de noves terapies. |

[ Qui controla I'expressié dels nostres gens?]
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