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Quando negli anni 1980 mi veniva chiesto che lavoro facessi e io rispondevo «il Genetista», mi
trovavo spesso a dover dare qualche ulteriore indicazione relativa alla parola usata. Oggi il
problema non si pone piu. La maggior parte delle persone conosce la parola Genetica, cosi come
DNA, termini che sono ormai largamente usati anche dai profani. E usuale sentir dire «questa
caratteristica fa parte del suo DNA» o altre espressioni simili. Tutto cio deriva dagli evidenti
cambiamenti che la Genetica ha apportato al mondo moderno. Quindi, non abbiamo piu bisogno
di chiarire di cosa si occupano i genetisti, ma piuttosto di spiegare come se ne occupano e quale
contributo la Genetica abbia dato e dia quotidianamente alla nostra vita.

Questo ¢ lo scopo principale di questo libro, che tratta i fondamenti della Genetica a partire
dagli aspetti classici fino ai pitt moderni approcci molecolari. Il testo vuole essere un approccio
di base alla Genetica come viene insegnata nel triennio dei corsi di laurea di Biologia, Biotecno-
logie e Scienze Naturali nelle Universita italiane, senza dimenticare di rispondere alle curiosita
degli studenti su argomenti piu specialistici presenti sia nel testo cartaceo sia nei box e nei vi-
deo nella versione e-book associata al libro.

Al momento di decidere come impostare un libro di Genetica, si sono presentate due possi-
bilita: impostare il libro in modo “storico”, partendo cioé dalle prime scoperte e raccontando lo
svolgersi degli avvenimenti in modo cronologico, oppure partire da quanto oggi sappiamo sui
geni e sul loro funzionamento e spiegare “linearmente” I'azione dei geni nella cellula e nell’'or-
ganismo. La nostra scelta e caduta sul primo approccio, perché riteniamo che per uno studente
possa essere affascinante seguire passo dopo passo il succedersi delle diverse scoperte, per-
correndo tutte le tappe che hanno portato a svelare struttura e funzione dell'informazione ge-
netica e come questa determini il comportamento delle cellule e degli organismi. Del resto,
tutta la prima parte della Genetica, la cosiddetta Genetica classica, non aveva e non ha bisogno
di nessuna nozione molecolare per essere compresa. Ci rendiamo pienamente conto, tuttavia,
che e un po’ come giocare a carte scoperte (o sapendo gia che il colpevole e il DNA...). Infatti, al
giorno d’oggi, la maggior parte degli studenti sa che i geni sono composti di DNA, che questi
stanno sui cromosomi e sono costituiti da una sequenza di basi nucleotidiche, che hanno un
preciso significato in termini di aminoacidi in una proteina e che ogni individuo possiede due
copie di un gene, ciascuna ereditata da un genitore. Nell'affrontare i diversi aspetti della Gene-
tica classica, e stato fatto implicito riferimento a queste nozioni gia note. Tuttavia, nulla vieta
che il docente possa seguire il percorso didattico che ritiene piti appropriato, grazie anche alla
particolare veste editoriale di questo volume, con la possibilita di creare per via elettronica
nuove combinazioni di argomenti.

Infatti, una scommessa e legata alla nuova veste di questo libro, che, oltre al formato carta-
ceo, presenta anche il formato e-book, cioe il formato elettronico. Questa scelta editoriale, se da
un lato non abbandona gli amanti del cartaceo, dall'altro va incontro ai desideri della nuova
generazione, sempre piu legata all'uso di tablet o altri supporti elettronici per lo studio. Inoltre,
i docenti possono “creare” un loro libro personalizzato, contattando I'editore e indicando quali
parti del testo debbano essere incluse e quali “saltate” o spostate nell'ordine in modo da perso-
nalizzare il testo per il proprio corso. Cio rende il testo duttile e facilmente adattabile alle diver-
se esigenze della didattica in Italia.

Il contributo al volume di molti genetisti esperti nei diversi aspetti della materia costituisce
un ulteriore punto di merito al volume. Ci auguriamo, quindji, che questo nuovo testo incontri il
gradimento dei docenti e degli studenti italiani, al netto dei numerosi errori che appariranno,
nonostante i nostri sforzi, in questa prima edizione, e che vi invitiamo a segnalare.

Giorgio Binelli
Daniela Ghisotti



I docenti che utilizzano il testo a scopo didattico possono scaricare dal sito www.edises.it,
previa registrazione all’area docenti, le immagini del libro in formato PowerPoint.
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® Metilazione del DNA
® Modifiche della cromatina e degli istoni
® Ruolo di proteine e ncRNA che regolano le modificazioni epigenetiche

® Struttura tridimensionale del genoma
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INTRODUZIONE

Il termine epigenetica fu coniato da Conrad Wadding-

Capitolo 18

ton (1905-1975) nel 1942, in riferimento a “quella

branca della Biologia che studia le interazioni causali
fra i geni e i loro prodotti, che pongono in essere il feno-
tipo”. Si attribuisce ad Aristotele (384-322 a.C.) la prima
introduzione del concetto di epigenesi, cioé lo studio del-
lo sviluppo di una forma organica a partire da cio che
non ha forma.

Oggi per epigenetica s’intende lo studio di qualsia-
si diversita fenotipica che non sia correlata a differenze
genotipiche, ovvero tutto cio che concerne meccanismi
di ereditarieta nei quali l'informazione genetica non é li-
mitata alla sequenza del DNA. I meccanismi epigenetici,
inoltre, sono la chiave per comprendere la relazione tra
organismo e ambiente e come essa influenzi I'espressione
genica.

L'organismo umano € costituito da almeno 200 tipi cel-
lulari, differenti per morfologia, struttura e funzione.
Nello stesso individuo, tutti i tipi cellulari (con poche
eccezioni) condividono la medesima informazione ge-
netica (genotipo), eppure il loro modo di rispondere a
stimoli esterni e interni cambia, determinandone la fun-
zione (fenotipo).

[ tipi cellulari che compongono il nostro organismo
hanno un’identita diversa pur avendo lo stesso genoma,
ovvero possiedono diversi epigenomi che definiscono
il programma di espressione genica. Tale diversifica-
zione € un processo che avviene durante lo sviluppo
dell’organismo, quando il genoma viene programma-
to per dare luogo ai diversi epigenomi (Fig. 18.1). La
programmazione dell’epigenoma ¢ alla base di processi
quali il differenziamento, il mantenimento dell’'identita
cellulare e la plasticita cellulare. La regolazione genica
e, infine, intimamente correlata all’'organizzazione fisi-
ca del DNA e, in particolare, al modo in cui esso € orga-
nizzato nella cromatina.

L'espressione genica e orchestrata in modo cellula-spe-
cifico attraverso differenti livelli di regolazione epigene-
tica, che vanno oltre I'interazione canonica tra sequenze
di DNA e fattori di trascrizione e implicano la metilazio-
ne del DNA, le varianti istoniche, le modificazioni degli
istoni, il rimodellamento della cromatina e la presenza
di proteine e RNA regolatori non codificanti con mol-
teplici funzioni; 'insieme di tutte queste caratteristiche
definisce uno specifico epigenoma (Fig. 18.2). L'epige-
noma contribuisce a qualit3, stabilita ed ereditabilita di

EPIGENETICA

programmi trascrizionali specifici delle cellule che subi-
scono profondi cambiamenti durante lo sviluppo, il dif-
ferenziamento cellulare e/o i cambiamenti metabolici.
La struttura di base e costituita dalla cromatina che,
grazie alle modifiche epigenetiche, pud modulare I'in-
formazione genetica e consente di avere molteplici livel-
li di lettura del DNA. L'informazione genetica posseduta
da una cellula e molto estesa (la somma delle lunghezze
di tutte le molecole di DNA in una cellula raggiunge i
2 m), tanto da necessitare un impacchettamento ordi-
nato di circa 200.000 volte: I'informazione deve essere
accessibile al macchinario trascrizionale e al contempo
deve essere condensata per poter essere ospitata in un
nucleo con un diametro di pochi micrometri. La struttu-
ra della cromatina rende tale impacchettamento ordi-
nato e accessibile: il DNA si avvolge per 147 pb attorno
a un ottamero istonico (tetramero H3-H4 e due dimeri
H2A-H2B), costituendo l'unita base della cromatina, il
nucleosoma. La presenza dell'istone H1 e l'interazione
tra i nucleosomi consentono il passaggio da una fibra
piu lassa (del diametro di 10 nm) a un fibra cromatini-
ca piu condensata (del diametro di 30 nm); tale fibra si
organizza in anse che costituiscono dei domini funzio-
nalmente e topologicamente definiti, i quali a loro volta
si ancorano su supporti proteici di composizione varia-
bile a seconda della fase del ciclo cellulare. La cromatina
rappresenta, quindi, una piattaforma su cui il genoma
si organizza dinamicamente in risposta a una varieta di
segnali endogeni ed esogeni. Una prima storica distin-
zione descriveva due classi di cromatina a seconda dello
stato di condensazione: I'eucromatina, piu lassa e acces-
sibile alla trascrizione, e '’eterocromatina, pitt compatta
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FIGURA 18.1 » Da un unico genoma a molti epigenomi.
(A) Da un unico genoma possono originare molteplici epige-
nomi, grazie a specifiche combinazioni della struttura della
cromatina. (B) Durante lo sviluppo degli organismi multicellu-
lari si assiste alla diversificazione degli epigenomi a partire da
un uovo fecondato a cellule via via piu specializzate. Ciascuna
di queste e caratterizzata da un epigenoma diverso.



/Organizzazione
nucleare

Territori
cromatinici

% Cromatina
condensata
Cromatina——=
aperta

Strutture di
ordine superiore

DNWEISQ%%K:\J\@/A/ oQ %ﬁg}@ Modificazioni

istoniche

ncRNA =

(lunghi e corti)

9 Variant
@ %stomche

Metilazione del DNA

FIGURA 18.2 > Il genoma é finemente organizzato nel
nucleo mediante diversi livelli di regolazione epigene-
tica. La regolazione epigenetica consiste in cambiamenti della
struttura della cromatina mediati dalla metilazione del DNA,
dalle varianti istoniche all'interno del nucleosoma, da modi-
fiche post-traduzionali delle code istoniche, dall’associazione
con proteine e RNA non codificanti (ncRNA) che mediano il
ripiegamento della cromatina e dalla struttura tridimensiona-
le della cromatina; tutte queste modifiche sono responsabili
dell’architettura del nucleo e della struttura tridimensionale
del genoma.

e scarsamente trascritta. Cambiamenti della struttura
della cromatina, principalmente modifiche post-tradu-
zionali delle regioni N-terminali degli istoni, varianti
istoniche (istoni con residui aminoacidici differenti) e
metilazione del DNA sui residui di citosina, consento-
no di spiegare, almeno in parte, i diversi livelli di con-
densazione all'interno della stessa macromolecola e, in
modo speculare, il quadro di attivita trascrizionale che
si delinea all'interno di una cellula. Metilazione del DNA
e modifiche post-traduzionali degli istoni costituiscono,
inoltre, segnali per reclutare “proteine effettrici”, enzimi
che consentono il rimodellamento delle interazioni tra
i nucleosomi o tra questi e il DNA, regolando quindi lo
stato di condensazione e I'accessibilita della cromatina.
Recentemente e stato dimostrato come anche i ncRNA
(RNA non codificanti o non-coding RNA, vedi Cap. 10)
possano partecipare al processo di reclutamento di tali
proteine. Anche la struttura tridimensionale della cro-

[18.3] Metilazione delDNA [461]

matina, e in particolare la regolazione delle interazioni
mediate da proteine tra porzioni di DNA distanti, con-
tribuisce a rendere ancora piu dinamica la cromatina.
La plasticita e la dinamica delle strutture di ordine su-
periore sono elementi chiave dei processi di trascrizio-
ne e di altri processi biologici inerenti al DNA. Il mante-
nimento di un determinato epigenoma é fondamentale
per lo sviluppo, il differenziamento e il mantenimento
dell'identita cellulare, pur mantenendo le cellule re-
sponsive all’ambiente. Se da un lato le modifiche epige-
netiche sono stabili (trasmissibili durante le divisioni
cellulari), dall’altro devono essere reversibili per poter
garantire responsivita all'ambiente esterno.

[18.3]

La metilazione del DNA puo considerarsi il primo livello
di modificazione epigenetica e determina di norma una
riduzione dell’espressione genica, inibendo il legame
degli attivatori trascrizionali. Il processo consiste in una
modificazione biochimica che prevede il legame cova-
lente di un gruppo metilico (-CH,) a livello del carbonio
5 della base azotata citosina (C), quasi esclusivamen-
te nel contesto del dinucleotide 5-CpG-3” (Fig. 18.3).
Il termine CpG si riferisce alla base citosina (C) legata
tramite un gruppo fosfato alla base guanina (G) nella
sequenza nucleotidica del DNA. La maggior parte dei
dinucleotidi CpG nel genoma umano e metilata; tutta-
via, le sequenze CpG non metilate non sono distribuite
casualmente, ma sono solitamente raggruppate nelle
cosiddette “isole CpG”, che si trovano prevalentemente
in prossimita dei promotori di molti geni, in particolar
modo di geni housekeeping e di alcuni geni tessuto-spe-
cifici.

Gli enzimi che stabiliscono, riconoscono e rimuovo-
no la metilazione del DNA sono suddivisi in tre clas-
si: writer, reader ed eraser. | writer sono gli enzimi che
catalizzano l'aggiunta di gruppi metilici a residui di C,

C5HgNH,COOH C3HsNH,COOH
H,C—S—CH, 0 S—CH, 0
CNgH

@ T @ CSN6H4
N N

5-Metilcitosina

Citosina

FIGURA 18.3 » Citosina e 5-metilcitosina. La DNA metil-
transferasi e responsabile di una modificazione biochimica
che prevede il legame covalente di un gruppo metilico (-CH,)
a livello del carbonio 5 della base azotata citosina (C), gene-
rando 5-metilcitosina grazie alla concomitante conversione di
S-adenosilmetionina (SAM) in S-adenosilomocisteina (SAH).
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ovvero le DNA metiltransferasi (DNMT). Nei mammi-
feri sono conosciute due classi di DNMT: DNMT3A/B,
metiltransferasi responsabili di stabilire un nuovo
schema di metilazione in un DNA non modificato, in al-
tre parole deputate alla metilazione de novo del DNA;
DNMT1, metiltransferasi attiva durante la replicazio-
ne del DNA, per copiare e dunque mantenere il pattern
di metilazione dal filamento parentale a quello appena
sintetizzato, grazie alla sua particolare affinita per le
sequenze emimetilate (Fig. 18.4). I reader riconoscono
e legano i gruppi metilici: sono una classe di proteine
con alta affinita per la C metilata e contribuiscono alla
repressione della trascrizione dovuta a questa modi-
fica. Si tratta di tre famiglie diverse di proteine: core-
pressori trascrizionali quali MBD (methyl-CpG-binding
protein), UHRF (ubiquitin-like containing PHD and RING
finger domain) e proteine zinc-finger (Fig. 18.5). Gli
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FIGURA 18.4 » Meccanismi di metilazione e demetilazio-
ne del DNA. Durante le prime fasi dello sviluppo, i pattern di
metilazione sono inizialmente stabiliti dalle DNA metiltransfe-
rasi de novo (DMNT3A e DNMT3B). In seguito alla replicazione
del DNA e alla divisione cellulare, questi marcatori di metilazio-
ne sono mantenuti nelle cellule figlie dalla DNA metiltransfera-
si di mantenimento DNMT1, che ha una preferenza per il DNA
emimetilato. Se DNMT1 ¢ inibita o assente quando la cellula si
divide, il filamento di nuova sintesi del DNA non viene metila-
to e con i successivi cicli di divisione cellulare cio si traduce in
una demetilazione passiva. Al contrario, una demetilazione at-
tiva pud avvenire attraverso la modificazione enzimatica della
5-metilcitosina a dare citosina grazie all’azione degli enzimi Tet.
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FIGURA 18.5 > Potenziali scenari per il ruolo della 5-me-
tilcitosina e il legame di fattori di trascrizione. (A) Un
fattore di trascrizione insensibile alla metilazione del DNA si
lega al DNA indipendentemente dallo stato di metilazione.
(B) Un fattore di trascrizione si lega specificamente allo stato
metilato del suo sito di legame. (C) Un fattore di trascrizione
sensibile alla metilazione & bloccato dalla 5-metilcitosina. (D)
Proteine con il dominio di legame alle CpG metilate (MBD)
si legano allo stato metilato, determinando una repressione
indiretta. (E) Un fattore di trascrizione insensibile alla meti-
lazione agisce come fattore pioniere e crea un sito di ridotta
metilazione che consente il legame a un fattore sensibile alla
metilazione.

eraser modificano e rimuovono i gruppi metilici. La
demetilazione puo essere data da demetilazione/os-
sidazione che produce un substrato riconosciuto dal
meccanismo di riparazione BER (base excision repair),
il quale riposiziona una C non metilata. Un altro siste-
ma prevede l'intervento degli enzimi Tet (ten-eleven
translocation), i quali aggiungono un gruppo idrossili-
co sul gruppo metilico della C metilata, cosi da formare
I'idrossimetilcitosina, e in seguito catalizzano ossida-
zioni successive fino a portare alla C non metilata (Fig.
18.4). Nei vertebrati, la metilazione del DNA sembra
agire di concerto con altre modifiche epigenetiche per
prevenire l'attivazione trascrizionale ed e general-
mente associata a uno stato represso della cromatina.
In particolar modo, la metilazione di un promotore a
monte di un gene causerebbe la sua repressione, che
a sua volta puo essere revertita tramite demetilazione
della stessa sequenza. In altre parole, i diversi pattern
di metilazione regolano I'accensione e lo spegnimento
di alcuni geni. Si ipotizza che la metilazione del DNA si
sia evoluta come meccanismo di difesa dell'ospite per
silenziare il DNA estraneo proveniente da sequenze vi-
rali o elementi trasponibili e ripetuti.

La modificazione epigenetica della metilazione del
DNA é essenziale per il normale sviluppo, controllan-
do l'espressione di geni coinvolti in specifici stadi em-
brionali e nel differenziamento cellulare e altri processi
chiave, tra cui I'imprinting genomico (BOX 18.1), I'inat-
tivazione del cromosoma X, il silenziamento di elementi
ripetuti e la cancerogenesi.
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BOX 18.1

Imprinting

Normalmente, entrambe le copie di ciascun gene, derivanti una dalla linea materna e una da quella paterna, hanno la stessa
potenzialita di essere attive in qualsiasi cellula, dando percid origine a un‘espressione detta biallelica. Un gene si dice invece
sottoposto a imprinting se non vengono espressi entrambi gli alleli, bensi uno solo di essi, e se questa espressione differenziale
dipende dal fatto che l'allele derivi dalla madre o dal padre. Questa regolazione interessa solo un centinaio dei circa 20.000
geni del genoma umano e i geni soggetti a imprinting sono generalmente organizzati in cluster contenenti anche un gene il
cui prodotto € un RNA non codificante. Si tratta di una regolazione tipicamente epigenetica, in quanto viene ereditata pur non
essendo legata a un cambiamento di sequenza. Lespressione differenziale & infatti regolata dalla metilazione del DNA a livello di
una regione di regolazione del cluster detta DMR (regione a metilazione differenziale o differentially DNA-methylated region),
e tipicamente repressiva, avviene a livello dei gameti e viene mantenuta dopo la fecondazione. Cio implica che la genitorialita
viene data al genitore che fornisce I'allele silente. Limprinting viene quindi detto materno se un allele ereditato dalla madre &
trascrizionalmente silente, mentre e attivo quello ereditato dal padre. Viceversa, I'imprinting viene detto paterno se |'allele deri-
vante dal padre e silenziato, mentre & attivo quello derivante dalla madre, che quindi non ha ricevuto imprinting. Questo tipo di
regolazione modula I'espressione fisiologica dei geni ed & quindi molto interessante per lo studio dei meccanismi di regolazione
epigenetica, ma € anche implicato in patologie, molte delle quali neurologiche. La maggior parte dei geni regolati da imprinting
ha, infatti, funzioni legate allo sviluppo dell'embrione, della placenta e del neonato, ma anche a processi neurologici. Esempi
classici di disordini umani legati ad alterazioni dellimprinting sono le sindromi di Prader-Willi, di Angleman, di Silver-Russell, di
Beckwith-Wiedemann (BWS), I'osteodistrofia ereditaria di Albright e la disomia 14 uniparentale. Molti dei geni coinvolti codifica-
no fattori di crescita (come IGF2 nel caso della sindrome di Beckwith-Wiedemann) o fattori che interferiscono con la loro azione
(come GRB10 nella sindrome di Silver-Russell). Generalmente i geni espressi in linea paterna favoriscono la crescita, mentre i geni
espressi in linea materna la riducono. La BWS prende il nome da Wiedemann e Beckwith, che per primi la caratterizzarono nel
1964 e nel 1969. Si tratta di una sindrome generalmente sporadica, seppur nel 10-15% dei casi sia stata riportata una trasmissione
autosomica dominante. La sindrome viene definita “da ipercrescita”, in quanto le caratteristiche principali della patologia sono
la macrosomia (aumentata massa muscolare alla nascita) e la macroglossia (aumentata massa della lingua), occhi prominenti,
presenza di una o piu pieghe nella parte anteriore del lobo dell'orecchio e altre caratteristiche legate a iperaccrescimento, inclu-
sa l'organomegalia. La mortalita & stimata intorno al 21% ed e dovuta a problemi respiratori e a difficolta nell'ingestione di cibo
dovute alla macroglossia, nonché all’elevata frequenza di tumori addominali (10-20%). La maggioranza dei pazienti non ha ano-
malie cromosomiche, bensi alterazioni epigenetiche, generalmente a carico della regione 11p15.5, caratterizzata da un cluster di
geni contigui sottoposti a imprinting che comprende IGF2 (espressione paterna), H19 (espressione materna), COKN1C (espressione
materna), KVLQTT (espressione materna) e KCNQTO0T1 (o LIT1, espressione paterna). Questi geni sono organizzati in due domini
separati sottoposti a imprinting, detti ICR1 e ICR2 (Imprinted Controlled Region), rispettivamente telomerico e centromerico. La
regione ICR1 & normalmente metilata solo nella copia di derivazione paterna del cromosoma 11. Lipermetilazione del dominio
ICR1 spiega circa il 5% dei casi di BWS. Questa alterata regolazione causa perdita dellattivita del gene H19, che codifica un lungo
RNA non codificante con funzione di soppressore. Ne consegue |'espressione biallelica del gene IGF2 (Insulin-like Growth Factor
2), che codifica un mitogeno fetale che stimola la crescita in molti tessuti diversi. La regione ICR2 & invece normalmente metilata
soltanto a livello della copia materna del cromosoma 11. In circa il 50% dei casi di BWS € presente ipometilazione nella linea ma-
terna di questa regione, che causa un‘aumentata attivita del gene KCNQTOT1 o LIT1, che codifica un lungo RNA non codificante
espresso normalmente in linea paterna, dove reprime il gene CDKN1C. La perdita di imprinting causa aumento di attivita del gene
KCNQTOTT, con eccessiva repressione dei geni limitrofi, incluso CDKNTC, normalmente coinvolto in giusta dose nella limitazione
della crescita e della divisione cellulare. Una riduzione eccessiva dell'attivita di questo gene causa quindi sovracrescita e altre
caratteristiche tipiche della BWS.

18.4.1

La cromatina € costituita da DNA, istoni e proteine non
istoniche e rappresenta la struttura sulla quale si orga-
nizza il genoma nei nuclei eucariotici.

L'unita funzionale della cromatina € il nucleosoma:
147 coppie di basi di DNA che si avvolgono attorno a un
ottamero istonico costituito da una coppia di ciascuno
degli istoni H2A, H2B, H3, H4 (Fig. 18.6).

Nel 1960, gli studi pionieristici di Vincent Allfrey evi-
denziarono come gli istoni fossero soggetti a modifica-

Introduzione

zioni covalenti post-traduzionali (PTM, Post-Trans-
lational Modifications), ma le prime nozioni su come
queste modificazioni potessero influenzare la struttura
della cromatina furono ottenute soltanto nel 1997, a se-
guito dell’'ottenimento della struttura del nucleosoma
mediante analisi cristallografica.

Tale struttura mostro che le code N-terminali degli
istoni protrudevano dal nucleosoma, prendendo con-
tatto con i nucleosomi adiacenti: prese allora piede I'i-
potesi che le modificazioni covalenti post-traduzionali
delle code istoniche potessero interferire con le intera-
zioni internucleosomiche, producendo un effetto globa-
le sulla struttura della cromatina (Fig. 18.6).
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BOX 18.2

EPIGENETICA

Sequenziamento con bisolfito per determinare le regioni metilate del DNA

Con la terminologia sequenziamento con bisolfito si indicano in generale tecniche di analisi sulla metilazione del DNA dopo
trattamento con bisolfito, che converte i residui di citosina (C) in uracile (U), lasciando i residui di 5-metilcitosina (5-mC) intatti.
Per questo motivo, tale trattamento introduce specifici cambiamenti nella sequenza del DNA che dipendono dallo stato di me-
tilazione dei singoli residui di C, con una risoluzione al singolo nucleotide. In particolare, un‘analisi di sequenziamento leggera

come timina (T) le C non metilate e come C le 5-mC (Figura).

Allele 1 (metilato)

m
———ACTCCACGG ———-TCCATCGCT — - -

——-—-TGAGGTGCC — — - AGGTAGCGA — — —
m

Allele 2 (non metilato)

———ACTCCACGG ———-TCCATCGCT — - —
——-—-TGAGGTGCC — — - AGGTAGCGA — — —

Trattamento con bisolfito
Alchilazione
Denaturazione spontanea

- —-—-AUTUUAUGG — - -TUUATCGUT — - —

—-—-—-TGAGGTGUU — — - AGGTAGCGA — — —

\

- —-—-AUTUUAUGG — - -TUUATUGUT ———

- —-—-TGAGGTGUU — — - AGGTAGUGA — — —

—

PCR specifica per sequenze metilate
PCR specifica per sequenze non metilate

Rilevamento dei polimorfismi
oftenuti dal trattamento
con bisolfito

Sequenziamento con bisolfito.

FIGURA 18.6 > Struttura del nucleosoma. (A) Un esempio
di modello di struttura del nucleosoma derivante da analisi cri-
stallografica. (B) Rappresentazione schematica della struttura
del nucleosoma con I'ottamero istonico attorno a cui si avvol-
ge il DNA. La formazione del nucleosoma prevede dapprima
la deposizione degli istoni H3/H4 (tetrameri), a cui segue la
deposizione degli istoni H2A/H2B (dimeri). Le code istoniche
protrudono dal core istonico.

Gli studi degli ultimi vent’anni hanno rivelato come
le modifiche covalenti degli istoni, assieme a quelle del
DNA, possano cooperare alterando l'organizzazione e la
funzione della cromatina e come abbiano un ruolo nella
regolazione di tutti i processi a carico del DNA, come
la trascrizione, la riparazione dei danni al DNA e la re-

plicazione, rappresentando per complessita il secondo
livello di regolazione epigenetica della cromatina.

18.4.2] Regolazione della cromatina
mediante le modificazioni
covalenti degli istoni

Finora sono stati identificati almeno 60 differenti resi-
dui aminoacidici su cui possono avvenire modifiche co-
valenti degli istoni, di certo una sottostima del numero
di modificazioni che potenzialmente potrebbero aver
luogo. L'identificazione di queste modificazioni & avve-
nuta prevalentemente grazie all'impiego di anticorpi
specifici e della spettrometria di massa.

La tecnica che ha rivoluzionato la conoscenza sul
significato funzionale delle PTM e I'immunoprecipita-
zione della cromatina (ChIP, Chromatin ImmunoPre-
cipitation, BOX 18.3), che ha consentito di mettere in
correlazione la ricchezza di modificazioni istoniche in
determinati loci genomici con una funzione specifica
(trascrizione, riparazione dei danni, replicazione).

Le modificazioni covalenti dei residui istonici oggi
conosciute includono metilazione, acetilazione, fosfori-
lazione, ubiquitinazione, sumoilazione, deaminazione,
-N-glicosilazione, ADP-ribosilazione, isomerizzazione
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BOX 18.3  ChIP: la tecnica di elezione per lo studio della localizzazione genomica
dei regolatori della cromatina

Limmunoprecipitazione della cromatina (ChIP, Chromatin InmunoPrecipitation) & il metodo piu comune per esaminare l'associa-

zione di specifici fattori, istoni modificati e proteine con una regione d'interesse di DNA endogeno e permette quindi di deter-

minare dove un fattore di trascrizione interagisca con un gene candidato o di monitorare la presenza di istoni con modificazioni
post-traduzionali in specifiche regioni genomiche.

La ChIP & il vero cavallo di battaglia delle analisi cromatiniche; a partire da essa si sono sviluppate numerose tecnologie avanzate,

ma l'idea alla base della ChIP e al cuore di tutte.

Il protocollo generale & il seguente:

- mediante |'uso di formaldeide o raggi UV si formano legami crociati (cross-link) tra il DNA e le proteine associate sulla cromatina
in cellule vive o in tessuti (questo passaggio & omesso nella Native ChiP), fissando cosi le interazioni DNA-proteine e proteine-
proteine;

- i complessi DNA-proteine vengono scissi in frammenti di DNA di circa 500 pb tramite sonicazione o digestione con nucleasi;

- frammenti di DNA associati con le proteine d’interesse vengono selettivamente immunoprecipitati, utilizzando un anticorpo
specifico per una data proteina;

- iframmenti di DNA vengono purificati e viene valutato I'arricchimento di specifiche sequenze di DNA, che rappresentano re-
gioni sul genoma con cui la proteina d'interesse & associata in vivo. La strategia piu semplice per valutare questo arricchimento
consiste nell'analizzare i campioni tramite PCR in real-time (RT-qPCR).

Tuttavia, a partire da questa tecnica di base si sono evolute molte varianti, a partire dal metodo con cui analizzare il DNA immu-
noprecipitato: caricandolo su un chip (microarray) o procedendo con il sequenziamento (next-generation sequencing). Molte altre
varianti hanno poi consentito di migliorare l'accuratezza della mappatura del sito di legame delle proteine di interesse (ChIP-
exo), di combinare la ChIP con I'analisi della struttura 3D per individuare regioni del DNA che interagiscono tra loro tramite la pro-
teina di interesse (ChlA-PET), di diminuire il numero di cellule necessarie in partenza per I'analisi (carrier ChIP, CchlP o micro-ChlP,
UChIP), di velocizzare il protocollo (fast ChIP, qChIP o Quick and Quantitative ChIP, Q*ChlIP), o ancora di aumentare il throughput e
la possibilita di automazione (Matrix ChlP).

Nonostante I'enorme valore dei metodi di ChIP, € importante essere a conoscenza dei loro limiti: 1) il saggio ChIP spesso produce
bassi segnali in confronto ai controlli negativi, che possono portare a risultati inconcludentsi; 2) e difficile determinare il sito preci-
so di legame di un fattore per la limitata risoluzione del saggio; 3) non si tratta di un saggio funzionale e pertanto da solo non &
in grado di dimostrare il significato funzionale di una proteina o di un istone modificato in una regione genomica di interesse; 4)
sono necessari anticorpi che riconoscano la proteina bersaglio con un alto grado di specificita e che la facciano efficientemente

precipitare, anche dopo cross-linking.

delle proline, clipping delle code istoniche, carbossila-
zione (BOX 18.4). Tali modificazioni avvengono su spe-
cifici aminoacidi, sono tutte dovute a enzimi dedicati e
la maggior parte di esse é reversibile, cioé esistono altri
enzimi in grado di rimuoverle: per questo sono molto
dinamiche e in grado di mutare velocemente a seguito
di stimoli ambientali.

In maniera semplificata, le modificazioni istoniche
esercitano la loro funzione attraverso due meccanismi,
che agiscono perd in maniera concertata: il primo ri-
guarda la loro capacita di influenzare le interazioni elet-
trostatiche degli istoni con le macromolecole circostanti
(DNA, nucleosomi adiacenti), mentre il secondo riguar-
da la capacita che tali modificazioni hanno di reclutare
o respingere altri regolatori epigenetici (vedi Par. 18.5).

La prima modificazione istonica a essere stata carat-
terizzata e l'acetilazione, che avviene sui residui di li-
sina, con conseguente neutralizzazione della carica po-
sitiva dell’aminoacido e indebolimento dell'interazione
tra istoni e DNA. Si tratta di una modificazione molto
dinamica, regolata dall’attivita opposta di due fami-
glie di enzimi: le istone acetiltransferasi (HAT, histone
acetyl-transferase), che aggiungono il gruppo acetilico,
e le istone deacetilasi (HDAC, histone deacetylase), che
rimuovono il gruppo funzionale.

La fosforilazione & una modificazione molto rap-
presentata e avviene su residui di serina, treonina e
tirosina, alterando con l'aggiunta di un gruppo fosfato
la carica del residuo; & regolata dall’attivita di chinasi e
fosfatasi, che aggiungono e rimuovono, rispettivamente,
il gruppo fosfato da una molecola donatrice di ATP.

La metilazione, al contrario delle modificazioni so-
pra citate, non altera la carica del residuo, puo avveni-
re su residui di lisina o arginina e puo realizzarsi come
mono-, di- o trimetilazione delle lisine o come mono- o
dimetilazione simmetrica o asimmetrica delle arginine;
ciascuno dei differenti livelli di metilazione puo avere
un significato funzionale completamente differente. La
metilazione € operata da metiltransferasi specifiche per
le lisine o le arginine e pud essere revertita da specifi-
che demetilasi.

Da un punto di vista funzionale, una particolare
combinazione di PTM puo avere effetti sulla riparazione
del DNA: uno dei primi segnali per la riparazione di un
danno parte dalla fosforilazione dell’istone H2A e dalla
metilazione dell’istone H3 in siti specifici; riguardo alla
replicazione del DNA, invece, é stato dimostrato un ruo-
lo positivo per l'acetilazione di diverse lisine sull'istone
H4, assieme alla metilazione della lisina in posizione 4
dell’istone H3.
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Inoltre, le modificazioni istoniche possono avere sul-
la trascrizione una vasta gamma di effetti molto studiati,
che possono essere suddivisi in due categorie: quelli che
sono associati con I'attivazione trascrizionale (acetilazio-
ne, metilazione, fosforilazione e ubiquitinazione) e quelli
che sono correlati con la repressione trascrizionale (me-
tilazione, ubiquitinazione, sumoilazione, deaminazione e
isomerizzazione delle proline); &€ necessario considerare
che una stessa modificazione di fatto puo avere un ruolo
differente a seconda della posizione del residuo modifi-

EPIGENETICA

cato e del contesto, ovvero delle PTM dei residui circo-
stanti. L'utilizzo di anticorpi specifici per le modificazioni
istoniche in ChIP, accoppiato con tecnologie di next-gene-
ration sequencing (vedi Cap. 20), ha consentito di com-
prendere che le modificazioni istoniche lungo il genoma
non sono uniformemente distribuite. Sono state messe
in luce alcune caratteristiche comuni: 'acetilazione, ad
esempio, e correlata con 'attivazione trascrizionale ed e
particolarmente frequente nelle regioni degli enhancer,
del promotore e al 5’ delle regioni codificanti.

BOX 18.4 Modificazioni istoniche

Gli istoni sono estensivamente modificati post-traduzionalmente per regolare il compattamento dei nucleosomi e il legame di
proteine che riconoscono specificamente residui istonici modificati. Le modificazioni rispondono a limitazioni steriche di natura
chimica e possono conseguentemente cumularsi su uno stesso istone o su istoni limitrofi, a patto di essere compatibili chimica-
mente, dando cosi origine a un vero e proprio alfabeto letto dalla cellula per regolare opportunamente I'espressione genica e il
compattamento del DNA nel nucleo.

Di seguito sono descritte alcune delle modifiche a oggi conosciute e la loro funzione (quando caratterizzata).

Metilazione

E una delle modificazioni piu diffuse. La piu studiata avviene a carico delle lisine (che possono essere mono-, di- o trimetilate)
e delle arginine (mono- o simmetricamente e asimmetricamente dimetilate), ma attualmente si conoscono molti altri residui
soggetti a questa regolazione, come la glutammina, I'acido aspartico e la prolina. La reazione ¢ catalizzata da metilasi, che sfrut-
tano cofattori come la S-adenosilmetionina per attuare la modifica. La modificazione é reversibile a opera delle demetilasi. A
differenza di altre modificazioni, come acetilazione e fosforilazione, la metilazione non causa alterazioni nella carica e puo avere
funzione sia repressiva che attivatrice, a seconda di quale residuo sia modificato e in quale contesto istonico. Tipicamente, la
trimetilazione della lisina 27 sull'istone H3 (H3K27me3) & letta come repressiva, mentre la trimetilazione della lisina 4 sullo stesso
istone (H3K4me3) é tipicamente attivatrice. A complicare la lettura del codice, esistono tuttavia anche situazioni in cui entrambe
le modificazioni sono presenti sullo stesso istone. In questo caso il gene & detto bivalente (o “poised”), ovvero pronto per essere
represso o attivato repentinamente in risposta a stimoli ambientali.

Fosforilazione

Gli istoni sono tipicamente fosforilati a livello dei residui di serina, treonina e tirosina oppure a livello di arginina, istidina e lisi-
na (seppure questi ultimi siano meno caratterizzati). | gruppi fosfato vengono aggiunti e rimossi da istone chinasi e fosfatasi,
rispettivamente. Il trasferimento del gruppo fosfato avviene a partire dall’ATP e causa I'introduzione di una carica negativa che
puo influenzare le interazioni elettrostatiche nella cromatina. Proprio per questo motivo, la fosforilazione svolge un ruolo impor-
tante, ad esempio, in seguito a danni al DNA, facilitando il reclutamento degli enzimi di riparazione grazie al rilassamento della
struttura della cromatina. In altri casi la modifica puo essere associata alla regolazione trascrizionale o alla divisione cellulare per
mitosi e meiosi.

Acetilazione

Questa modificazione € condotta da istone acetiltransferasi, le quali sfruttano il coenzima acetil-CoA per catalizzare il trasferi-
mento di un gruppo acetilico al gruppo aminico della lisina. L'acetilazione causa la neutralizzazione della carica positiva della
lisina, potenzialmente riducendo le interazioni tra istoni e DNA e quindi aprendo la cromatina all'interazione con fattori di tra-
scrizione e RNA polimerasi, promuovendo quindi la trascrizione. Questa modificazione viene rimossa da deacetilasi, che quindi
ristabiliscono la carica positiva a livello delle lisine, stabilizzando I'architettura della cromatina e agendo quindi prevalentemente
da repressore trascrizionale.

Deiminazione

Questa reazione coinvolge la conversione dell’arginina in citrullina. Nelle cellule di mammifero ¢ catalizzata dalla peptidil deimi-
nasi PADI4, con conseguente neutralizzazione della carica positiva dell'arginina, dato che la citrullina non presenta carica netta.

B-N-glicosilazione

Nei mammiferi sembra esserci un solo enzima, la O-Glc-NAc transferasi, in grado di modificare serine e treonine con un residuo
di B-N-acetilglucosamina. L'enzima utilizza come substrato la UDP-GIcNAc per il trasferimento dello zucchero. Questa modifica-
zione é altamente dinamica ed é caratterizzata da elevato turnover, benché sia presente ugualmente un solo enzima in grado
di rimuovere lo zucchero aggiunto, detto 3-N-acetilglucosaminidasi (O-GlcNAcasi). Ad oggi, questa modificazione & nota solo a
carico di H2A, H2B e H4.
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ADP-ribosilazione

Gli istoni possono essere mono- o poli-ADP-ribosilati su residui di glutammato e arginina, ma poco & noto della funzionalita di
questa modificazione, benché si pensi sia legata alla carica negativa che conferisce. Anche in questo caso la modificazione &
reversibile ed & stata caratterizzata su tutti gli istoni.

Ubiquitinazione e sumoilazione

Lubiquitinazione consiste, contrariamente alle modificazioni descritte in precedenza, in una modificazione covalente derivante
dall’attacco alle lisine istoniche di un polipeptide di 76 aminoacidi, l'ubiquitina, attraverso I'azione sequenziale di tre enzimi, detti
El-attivatore, E2-coniugatore ed E3-ligasi. Il complesso enzimatico determina specificita di substrato e grado di ubiquitinazione
(mono- o poli-). Per quanto riguarda gli istoni, la monoubiquitinazione sembra essere la piu rilevante, benché l'effetto di queste
modificazioni sia poco caratterizzato. | pochi siti noti e caratterizzati per essere ubiquitinati sembrano essere coinvolti nel silen-
ziamento genico (H2AK119ub1), ma anche nella regolazione dell’inizio e dell’allungamento della trascrizione (H2BK123ub1). Pur
trattandosi di una modificazione covalente, l'ubiquitina puo essere rimossa a opera di isopeptidasi.

La sumoilazione ¢ in relazione all’'ubiquitinazione, in quanto coinvolge |'attacco covalente di molecole simili all'ubiquitina attra-
verso |'azione di enzimi analoghi. Questa modificazione sembra funzionare antagonizzando acetilazione e ubiquitinazione e
potrebbe, di conseguenza, avvenire sugli stessi residui.

Clipping delle code istoniche

E probabilmente il modo piu drastico di rimuovere modificazioni istoniche, rimuovendo la coda N-terminale in cui risiedono.
Questa modificazione e ancora poco caratterizzata, ma sembra essere mediata dalla catepsina L durante il differenziamento
delle cellule staminali nel topo.

Isomerizzazione delle proline

Il legame peptidico delle proline si interconverte naturalmente tra le conformazioni in cis e in trans, ruotando di 180°. Le prolina
isomerasi facilitano questa interconversione, che ad oggi € ancora poco caratterizzata.

[467]

18.4.3 1 Cross-talk delle modificazioni
istoniche

Le PTM degli istoni non rimangono delle entita a sé, ma
esiste una raffinata influenza reciproca tra le differen-
ti modificazioni istoniche: esse agiscono di concerto e
costituiscono una piattaforma per I'organizzazione dei
successivi livelli di regolazione epigenetica. Il codice
istonico, rappresentato dalla combinazione dei grup-

LN
T

pi funzionali aggiunti sui residui delle code istoniche,
genera dei segnali specifici per attrarre o respingere
complessi multiproteici deputati alla regolazione dell’e-
spressione genica (Fig. 18.7).

Questa interazione (cross-talk) haluogo attraverso
meccanismi multipli: le diverse modificazioni posso-
no competere per lo stesso sito, come ad esempio ace-
tilazione, metilazione e ubiquitinazione, che avvengo-
no tutte a carico delle lisine (I); la presenza di una
modificazione istonica puo escludere (II) o richiama-

D UY S e
@e) @e) P) (Ac @@ Ac @ie) P // K (Ro (Ac Mg
TH3 e K S e K oK K=K ==R = H4 =
4 9 10 14 17 27 36 38/779 8 3
(V)
~ KT
H28B - 123

FIGURA 18.7 » Il dialogo (cross-talk) tra le modificazioni istoniche & un fattore importante per lo stato trascrizionale
della cromatina. L'influenza positiva e negativa di una modificazione istonica sull’altra & evidenziata, rispettivamente, da una
freccia o da una linea con estremita piatta. Alcune modificazioni, come metilazione (Me), fosforilazione (P), acetilazione (Ac),
ubiquitinazione (Ub) e isomerizzazione (Iso), richiamano o escludono altre modificazioni istoniche. Questo cross-talk tra le modifi-
cazioni si integra con altri meccanismi per stabilire lo stato trascrizionale della cromatina. K: lisina; S: serina; R: arginina; P: prolina.
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FIGURA 18.8 » Le modifiche istoniche si suddividono in attivatrici e repressive a seconda del loro effetto sulla tra-
scrizione. Le code amino-terminali degli istoni costituiscono gran parte della massa nucleosomale e sono il bersaglio delle modi-
ficazioni covalenti degli istoni. Le modificazioni possono anche avvenire in minima misura nella parte globulare dell’istone, come
mostrato (la parte globulare e stilizzata in un rettangolo). Le modificazioni attivatrici sono acetilazione, metilazione delle arginine
e metilazione di alcune lisine, come H3K4 e H3K36. Modificazioni di tipo repressivo includono la metilazione di H3K9, H3K27 e

H4K20 e le ubiquitinazioni a carico di numerosi altri siti.

re (I1I) un’altra modificazione; I'attivita enzimatica di
una proteina reclutata puo variare in base alle modi-
ficazioni del substrato (IV). Le diverse modificazio-
ni istoniche, infine, possono cooperare per reclutare
efficientemente regolatori o rimodellatori della cro-
matina (Fig. 18.8) e cooperare con la metilazione del
DNA.

18.4.4] Utilizzo di varianti istoniche

La presenza di varianti istoniche costituisce un succes-
sivo livello di complessita nella regolazione epigenetica
della cromatina (Fig. 18.9). Infatti, I'utilizzo di varianti
istoniche é stato implicato nella regolazione trascrizio-
nale e nel controllo dell’ereditarieta dell’epigenoma; in
particolare, le varianti istoniche sembrano modificare
le proprieta della particella nucleosomale e incidere
sull’attivita della RNA polimerasi. Il processo di svilup-
po e differenziamento prevede 'utilizzo di specifiche
tipologie di varianti istoniche.

Le varianti istoniche di H2A sono molto ben caratte-
rizzate. H2A.X e necessaria per segnalare la presenza di
danno al DNA e per indurne la riparazione. H2A.Z ¢ es-
senziale per un corretto sviluppo ed & coinvolta nell’at-
tivazione genica; nell'uomo si trova nei nucleosomi in
prossimita del sito di inizio della trascrizione (TSS, tra-
scriptional start site) di geni attivi.

Anche le varianti istoniche di H3 hanno dei significa-
ti funzionali ben definiti. H3.3 differisce da H3 per pochi
aminoacidi, ma é di solito localizzata in regioni ricche di
geni e trascrizionalmente attive; tale variante presen-
ta, inoltre, un profilo di modificazioni post-traduzionali
che riflette la competenza alla trascrizione delle regioni
che la possiedono. Anche l'identita dei centromeri eu-
cariotici e epigeneticamente definita dalla presenza di
nucleosomi contenenti la variante di H3 CenpA (centro-
mere protein A).

Istone H3
H3 -|'|'.==- 135
H3.3 | HFD RS
CenpA | HFD k&l
Istone H4
H4 e 102
Istone H2A
H2A e 129
H2A.Z s HFD —— JPI
H2A.X TSP 142
MacroH2A mj‘mam
Istone H2B
H2B R HFD - P

FIGURA 18.9 > Le varianti istoniche differiscono dagli
istoni canonici per pochi aminoacidi. Le varianti istoniche
sono coinvolte in vari processi, dalla replicazione del DNA alla
riparazione dei danni al DNA alla costruzione di regioni geno-
miche di eterocromatina. Qui sono rappresentati in maniera
schematica i domini proteici degli istoni, tra cui il dominio di
dimerizzazione HFD, mentre le regioni in grigio scuro, giallo,
nero o indicate da simboli in rosso indicano le differenze delle
varianti istoniche rispetto agli istoni canonici.

18.5.1] Reclutamento delle proteine agli

istoni

Le proteine dette writer sono in grado, se opportuna-
mente reclutate sulla cromatina, di modificare cova-
lentemente gli istoni. L'influenza che tali modificazioni
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hanno sull’attivita trascrizionale dipende pero dai com-
plessi proteici che sono in grado di decifrare il codice
che ne deriva; quest’ultima tipologia di proteine appar-
tiene alla cosiddetta classe dei reader. I reader, una vol-
ta legati alla cromatina, sono in grado di interagire con
altri writer o reader, cosi come con un’altra categoria di
regolatori epigenetici, i rimodellatori ATP-dipendenti,
che aumentano 'accessibilita del DNA nucleosomale; &
dall'integrazione di pit meccanismi di regolazione che
si determina lo stato trascrizionale della cromatina. Il
legame agli istoni modificati & mediato da specifici do-
mini conservati e condivisi da differenti classi di regola-
tori epigenetici (Fig. 18.10).

I cambiamenti della struttura della cromatina -
principalmente modificazioni post-traduzionali delle
regioni N-terminali degli istoni, varianti istoniche, me-
tilazione del DNA sui residui di citosina - consentono
di spiegare, almeno in parte, i diversi livelli di conden-
sazione all'interno della stessa macromolecola di DNA
e in modo speculare il quadro di attivita trascrizionale
che si delinea all'interno di una cellula.

18.5.2] Localizzazione delle modificazioni
istoniche nel genoma

La cromatina rappresenta una piattaforma in cui il ge-
noma si organizza dinamicamente in risposta a una va-
rieta di segnali endogeni ed esogeni.

Come gia accennato, la cromatina & storicamente di-
stinta in eucromatina ed eterocromatina; quest’ultima,
a sua volta, puo essere facoltativa, caratterizzata da geni
che diventano repressi con lo sviluppo, o costitutiva,

FIGURA 18.10 » Il reclutamento dei regolatori della cro-
matina sugli istoni avviene grazie a domini conservati.
(A) Le proteine si associano a specifiche modificazioni istoni-
che grazie alla presenza di domini proteici molto conservati.
Le lisine (K) metilate sono riconosciute da domini Chromo,
Tudor, PHD, MBT; le lisine (K) acetilate da domini Bromo; le se-
rine (S) fosforilate da domini 14-3-3. (B) Struttura cristallogra-
fica del complesso 14-3-3 zeta:serotonin N-acetiltransferasi.
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comprendente regioni, quali i centromeri e i telomeri,
costitutivamente represse.

Sia l'eterocromatina che l'eucromatina sono arric-
chite e/o impoverite in modo specifico di particolari
modificazioni istoniche; esistono delle regioni che de-
marcano i confini tra un dominio e I'altro che prendono
il nome di elementi boundary, legate da particolari pro-
teine, tra cui CTCF (fattore che lega le sequenze CCCTC),
con un ruolo nel definire i diversi “tipi” di cromatina.

18.5.2.1 Eterocromatina facoltativa e costitutiva

L'eterocromatina facoltativa é caratterizzata da geni
che sono espressi durante lo sviluppo e il differenzia-
mento e che diventano repressi con la progressiva spe-
cificazione di una cellula. Tra i regolatori epigenetici
responsabili dello stabilirsi di questo genere di etero-
cromatina vi sono le proteine Polycomb (PcG).

Un esempio ben conosciuto di eterocromatina facol-
tativa e fornito dall'inattivazione del cromosoma X nelle
femmine di mammifero (vedi BOX 5.8). Il cromosoma X
inattivo e riconoscibile per la trimetilazione della lisina
27 dell'istone H3 (H3K27me3), modificazione che vie-
ne apportata dal complesso PRC2 (polycomb repressive
complex 2). Il complesso viene reclutato sul cromoso-
ma X da inattivare grazie a XIST, un ncRNA (non-coding
RNA) che ¢é espresso dal cromosoma X stesso (vedi Par.
18.6). Il complesso PRC2 ¢ costituito da proteine core in
grado di legare H3K27me3 e da un enzima che media
la trimetilazione dei residui circostanti non metilati. In
questo modo la modificazione istonica si propaga ai re-
sidui adiacenti, stabilendo '’eterocromatinizzazione del
cromosoma.

L'eterocromatina costitutiva & invece mantenu-
ta da un altro meccanismo di tipo repressivo, media-
to dalla trimetilazione della lisina 9 dell'istone H3
(H3K9me3). La proteina reader HP1 (heterocromatin
protein 1) agisce da mediatore in questo tipo di silenzia-
mento. HP1 riconosce e lega H3K9me3/me2: una volta
avvenuto il legame, HP1 dimerizza e recluta a sua volta
la metiltransferasi specifica per H3K9, Suv39 (suppres-
sor of variegation 3-9), 1a quale metila residui circostan-
ti, che possono reclutare altre proteine HP1; si genera
un feedback positivo per cui 'eterocromatinizzazione
mediata da queste proteine si diffonde nelle regioni cir-
costanti con H3 non modificati (Fig. 18.11).

Suv39H

€ H3K9me3

FIGURA 18.11 » HP1 media la diffusione della trimetila-
zione di H3K9. HP1 riconosce e si lega a H3K9me3, quindi re-
cluta I'enzima Suv39H, che media la trimetilazione delle lisine 9
degli istoni H3 adiacenti non metilati. Tale meccanismo favori-
sce la diffusione di questa modificazione nelle regioni adiacenti
e, di conseguenza, I'eterocromatinizzazione della cromatina.
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