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RIASSUNTO. La metilazione del DNA & un meccanismo
fisiologico che regola |’ espressione genica e la stabilita
genomica. Disregolazioni della metilazione al DNA si
osservano nella patologia neoplastica e degener ativa e possono
riguardare |’intero genoma o geni specifici. Alterazioni
analoghe sono state recentemente associate all’ esposizione ad
agenti chimici cancerogeni. L a caratterizzazione di tali
anomalie con le moder ne tecniche di biologia molecolare potra
consentire lo sviluppo di nuovi indicatori molecolari di effetti
biologici precoci.

Parole chiave: metilazione al DNA, epigenetica, epigenomica,
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ABSTRACT. DNA methylation is a physiological mechanism
regulating both gene expression and genomic stability.
Abnormal DNA methylation is observed in neoplastic as well as
degenerative disease, and may affect both the whole genome and
specific genes. Aberrant DNA methylation has been recently
associated to the exposure to carcinogenic chemical compounds.
The characterization of DNA methylation abnormalities by
modern molecular biology methods may allow the development
of new molecular biomarkers of early biological effects.
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Lametilazione del DNA € una modificazione post-re-
plicativa del genoma, trasmissibile alla progenie (sia per
mitosi, che per meiosi), che rientra nell’ambito delle re-
golazioni epigenetiche della cromatina, in grado di mo-
dulare I’ espressione genica €/o I’integrita del genoma, e
dunque il fenotipo cellulare, in assenza di variazioni di
seguenza nucleotidica.

Consiste nel legame covalente di un gruppo metilico
sul carbonio in posizione 5 dell’ anello pirimidinico di una
citosina (C) che precede una guanina (G), con formazio-
ne di 5 metilcitosina (MC). Nell’ uomo, lareazione rientra
nel ciclo metabolico delle unitd monocarboniose ed é ca-
talizzata da una famiglia di enzimi specifici, denominati
DNA metiltransferasi (DNMTs, di cui si conoscono al-
meno quattro isoforme implicate: 1, 3a, 3b, 3L), che tra-
sferiscono il gruppo metilico del donatore S-adenosilme-
tionina. La deaminazione spontanea (sostituzione del
gruppo aminico con un gruppo chetonico) della™C si ve-
rifica con maggior frequenza rispetto a quella della C ed
€, rispetto ad essa, mutagenica. Mentreil residuo C viene
convertito in uracile, base estranea al DNA e dunque
prontamente riparata, la conversione della ™C in timina
viene fissata come transizione C->T. Nel DNA umano, i
residui MC si concentrano in sequenze contenenti un nu-
mero variabile di ripetizioni dinucleotidiche citosina-gua-
nina (isole CpG), caratteristiche dellaregione 5’ regolato-
riadi circail 40% dei geni umani e di sequenze ripetitive
e trasposoniche disperse nel genoma. Il grado di metila-
zione delle isole CpG di sequenze geniche € inversamen-
te associato ai livelli di trascrizione in mRNA, per cui I'i-
pometilazione si associa ad un aumento dell’ espressione
genica, mentre I'ipermetilazione a silenziamento genico.
La metilazione delle isole CpG di sequenze ripetitive ge-
nomiche con attivita ricombinogenica e trasposonica ne
silenzia I'attivita, con effetto stabilizzante sull’integrita
genomica. Lametilazione del DNA éinfineimplicatanel-
ladefinizione degli aggiustamenti di dosaggio genico, co-
me osservato nell’inattivazione del cromosoma X e nel-
I” espressione di geni soggetti ad imprinting genomico, os-
siatrasmessi ereditariamente con differente grado di me-
tilazione (e dunque differentemente espressi) a seconda
dell’ origine materna o paterna.

L’analisi dellametilazione del DNA si basa su metodi-
che di biologia molecolare dotate di buona sensibilita e
specificita e la valutazione, in quanto effettuata su DNA
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genomico, puod essere condotta su materiae siafresco, che
archiviato. Il gold standard analitico € rappresentato dal
pre-trattamento del DNA genomico isolato dal campione
in esame con sodio bisolfito per la conversione selettiva
dei residui di Cin uracile, mentrei residui ™C restano im-
modificati. I| DNA cosi pre-trattato puo essere valutato sia
con metodiche di sequenziamento genico, che tramite
PCR (polymerase chain reaction) con primers specifici
per le sequenze metilate e non metilate, 0 mediante mi-
croarrays o in spettrometriadi massa. Lavalutazione ésia
qualitativa (sequenza metilata vs non metilata) con defini-
zione dell’ epigenotipo dellale sequenzale indagatale, che
quantitativa (% sequenze metilate vs non metilate). Posso-
No essere caratterizzate sia la metil azione specifica a cari-
co di uno o piu geni, che la metilazione complessiva, ali-
vello genomico. In questo caso la caratterizzazione pud
essere sia indiretta, valutando come surrogato il grado di
metilazione di sequenze ripetitive disperse nel genoma
[sequenze Alu (circail 10% del genoma umano) e LINE-1
(lunghi elementi nucleari disseminati - famiglia 1; circa
17% del genoma umano)] (1), che diretta tramite microar-
rays genomici. Il costo delle analisi varia a seconda della
tecnica impiegata e del numero di sequenze indagate. Per
caratterizzazioni tramite PCR in Tempo Reale, per i soli
reagenti € da prevedere una spesa di circa dieci euro per
campione. || laboratorio di analisi deve disporre di attrez-
zature piuttosto avanzate di biologia molecolare, con per-
sonale dedicato e adeguatamente formato.

La variabilita dell’epigenoma & ameno cento volte
maggiore rispetto a quella del genoma. Questo € omoge-
neo nelle cellule di un individuo e, ad eccezione di condi-
zioni particolari (condizioni geneticamente determinate,
esposizione ad agenti genotossici, patologia neoplastica),
tende arimanere costante durante |a sua esistenza. L’ infor-
mazione epigenetica, invece, varia notevolmente durante
il periodo prenatale influenzando in modo particolare i
programmi di sviluppo embriogenetico. Successivamente,
permangono differenze nell’ epigenoma di cellule apparte-
nenti atessuti diversi, caratterizzanti i diversi percorsi dif-
ferenziativi. L’ epigenoma inoltre e fortemente influenzato
dal’eta dell’individuo e dalle esposizioni ambientali.
L'eta s associa ad una tendenza al’ipometilazione ed il
fenomeno sembra essere geneticamente controllato. La
dieta € un importante modificatore dell’ epigenoma a cau-
sa, ad esempio, del ruolo essenziale svolto dai folati come
donatori di gruppi metile nel metabolismo delle unita mo-
nocarboniose. Il consumo di alcool & stato associato sia a
silenziamento (ipermetilazione) di geni onco-soppressori
nel tumore del colon, che ad iperomocisteinemia per ri-
dotta biodisponibilita dell’acido folico, con conseguente
interferenza sulle reazioni DNA metiltransferasiche (ipo-
metilazione). Il fumo di tabacco e stato associato sia ad
ipometilazione di oncogeni che ad ipermetilazione di geni
oncosoppressori. Alterazioni della metilazione sono state
osservate anche dopo esposizione ad interferenti endocri-
ni (dietilstilbestrolo, bisfenolo A, genisteina), fungicidi
(vinclozolina) e pesticidi (metossichlor), metalli pesanti
(cromo, cadmio, arsenico), radiazioni ionizzanti ed ultra-
violette. Alterazioni epigenomiche sono state osservate in
particolare nella patologia neoplastica ma s ritiene che
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siano riscontrabili anche in altri disordini a patogenesi
complessa, come |'asma, la patologia cardiovascolare, il
diabete di tipo 2, I’allergia ed alcuni disturbi psichiatrici
(per review, 2).

Nella patol ogia tumorale sono state evidenziate siauna
ipometilazione globale del DNA, che una ipermetilazione
specificadi geni onco-soppressori e di microRNA (per re-
view, 3). I| DNA genomico € progressivamente ipometila-
to durante lo sviluppo tumorale, e cid contribuisce sia a-
I"instabilita genomica, per riattivazione di sequenze ri-
combinogeniche (Alu) e trasposoniche (LINE-1), che ala
perdita di imprinting genomico per geni critici, come
IGF2, associato a tumore del colon-retto. D’altra parte,
I"ipermetilazione di geni onco-soppressori € un evento
principale nella cancerogenesi. Tra i geni maggiormente
coinvalti ricordiamo, nell’ ordine dell’ evidenza scientifica,
il gene del retinoblastoma (Rb), il gene associato alla ma-
lattiadi Von Hippel Lindau (VHL), p16'NK4a (inibitore del-
la chinasi ciclina-dipendente CDK4), hMLH1 (omologo
del gene Mut in E. coli) e BRCAL (gene 1 per la suscetti-
bilitd a carcinoma mammario). Con tecniche epigenomi-
che sono state evidenziate da 100 a 400 aree di ipermeti-
lazione del promotore per tumore, che comprendono an-
che geni implicati in meccanismi chiave della canceroge-
nesi, quali regolazione del ciclo cellulare, riparazione del
DNA, metabolismo dei cancerogeni, comunicazione inter-
cellulare, apoptosi ed angiogenesi. Per definirei profili di
ipermetilazione tumore-specifici € stato coniato il termine
ipermetiloma. Nel caso del tumore polmonare, ad esem-
pio, oltre al’ipometilazione genomica globale, € frequen-
temente osservata un’ipermetilazione di p16'NK4a, DAPK
(protein chinasi 1 morte-associata) e RASS-1A (membro
1A dellafamiglia di associazione Ras).

In campo oncologico, gli indicatori di metilazione del
DNA sono attualmente in fase di valutazione come indi-
catori biologici con finalita di diagnosi precoce, prognosi
e predittivita della risposta alla terapia. L' ipermetilazione
dei geni p16'NK4a e FHIT (sito fragile codificante una dia-
denosinatrifosfato idrolasi) € un evento frequente e molto
precoce nella cancerogenes polmonare in quanto riscon-
trato con elevata frequenza in lesioni pre-neoplastiche
(aree di metaplasialdisplasia). 1| gene p16'NK42, ipermeti-
lato nel tessuto polmonare normale di circail 50% dei fu-
matori, € un evento precoce nello sviluppo del carcinoma
squamocellulare. 1| gene GSTP1 (glutatione S-transferasi
P1) e ipermetilato nell’80-90% dei tumori prostatici ma
non nell’ipertrofia prostatica benigna e dungue é di note-
vole utilitanelladiagnosi differenziale delle dueforme. La
ipermetilazione dei geni DAPK, p16'NKk4a e EMP3 (protei-
na epiteliale di membrana 3) € stata associata ad una bas-
saprognosi rispettivamente nei tumori polmonare, del co-
lon-retto e del cervello (per review, 4).

In campo epidemiologico, sono stati recentemente
pubblicati alcuni interessanti lavori che potrebbero por-
tare allo sviluppo di nuovi indicatori da utilizzare in pro-
grammi di monitoraggio degli effetti biologici. In gruppi
di lavoratori esposti a medie (61 pg/m3, benzinai), basse
(22 pg/m3, vigili urbani) e molto basse concentrazioni di
benzene (6 ug/m?3, impiegati, gruppo di controllo) sono
state osservate associazioni significative tra livelli di
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esposizione a benzene e profili di metilazione al DNA in
cellule linfomononucleate del sangue periferico (1). L'e-
sposizione era significativamente correlata ad ipometila-
zione delle sequenze Alu e LINE-1 (riduzioni del 2.3% e
dell’ 1%, rispettivamente, per incrementi di concentrazio-
ne del benzene di 10 volte), e del gene MAGE-1 (antige-
ne 1 del melanoma; riduzione dello 0.5%) e ad ipermeti-
lazione del gene p15'NK48 (inibitore della chinasi ciclina
dipendente; aumento dello 0.35%). Il gene H19 presen-
tava una perdita d’imprinting genomico nei soggetti a
maggi ore esposi zione esposti ma non nel gruppo di con-
trollo. Risultati simili sono stati ottenuti in un atro stu-
dio (5) su un gruppo di Inuit della Groenlandia con livelli
plasmatici medio-alti di diversi inquinanti organici persi-
stenti (POPs). Sono state osservate delle correlazioni in-
verse tra le concentrazioni plasmatiche di alcuni di que-
sti [a-clordano, ossiclordano, pp’-diclorodifeniltriclo-
roetano (pp’DDT), pp’-diclorodifenildicloroetilene
(pp’ DDE), B-esaclorocicloesano, policlorobifenili (PCB)
totali ed i congeneri 28, 99, 105, 118, 128, 138, 153, 156,
170, 180, 183] nonché della somma di tutti i POPs valu-
tati, e grado di metilazione delle sequenze Alu. L' analisi
era condotta anche con modelli di regressione lineare
multipla che tenevano conto dell’interferenza di fattori
noti come eta ed abitudine tabagica.

Dal punto di vista pratico, I’ applicazione dei nuovi in-
dicatori epigenetici (epigenoma, epigenotipi) allo scopo di
monitorare gli effetti biologici precoci in gruppi di lavora-
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tori esposti ad agenti chimici/cancerogeni, richiedera ulte-
riori studi di validazione, di tipo anche prospettico, per
unamigliore definizione delle specificitarispetto siaall’ e-
sposizione, che all’ endpoint da prevenire. Occorre inoltre
valutare e caratterizzare gli eventuali fattori di suscettibi-
litd, che, aparita di esposizione, possono modificarele re-
lazioni dose-risposta. In ogni caso, dato il coinvolgimento
dei disordini della metilazione al DNA nello sviluppo del-
la patologia non solo neoplastica ma anche degenerativa,
I’ utilita preventiva del nuovi indicatori epigenetici potra
essere rivolta agli effetti derivanti dall’ esposizione ad
agenti cancerogeni, ma non solo.
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