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1. Introducere in controlul epigenetic

loana Berindan-Neagoe'
'Centrul de Cercetdri pentru Genomicéd Functionald, Biomedicind si Medicind Translationala,
Universitatea de Medicind si Farmacie” luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Roméania

Controlul epigenetic este un aspect important al biologiei celulare, cu un rol
crucial In reglarea expresiei genelor si controlul destinului celular in timpul vietii unei
celule (Allis & Jenuwein, 2016). Controlul epigenetic se refera la modificarea chimicé la
nivelul ADN-ului cu consecinte directe ale proteinelor codificatoare asociate. Controlul
epigenetic poate influenta activitatea genelor fara a modifica codul genetic (Allis &
Jenuwein, 2016).

Din punct de vedere istoric, cuvantul are origini provenite din limba greacs,
insemnand "deasupra', indicAnd ca aceste modificari apar in partea superioara a
secventelor nucleotidice ADN (Deichmann, 2016). Printre caracteristicile majore ale
mecanismelor epigenetice, putem sublinia ereditatea si reversibilitatea. Reversibilitatea
transformarii epigenetice este adesea influentata de factori endogeni si exogeni,
inclusiv, dar fara a se limita la expunerile din mediu si stilul de viata Franzago, Pilenzi, Di
Rado, Vitacolonna, & Stuppia, 2022).

Printre principalele mecanisme de control epigenetic, trebuie incluse
urmatoarele: metilarea ADN-ului, modificarea histonelor si legarea ARN-urilor non-
codificatoare.

In domeniul reglementarii transcriptiei epigenetice, metilarea ADN-ului este
recunoscuta pe scara larga ca un jucator cheie, deoarece metilarea ADN-ului este un
mecanism represiv stabil care mediaza totodata reprimarea transcriptiei. Metilarea
ADN-ului este catalizatd de ADN metiltransferaze (DNMT). In conformitate cu
interactiunea dintre metilarea ADN-ului si alte componente ale mecanismelor care
mediaza aceste modificari, este posibila coordonarea starii cromatinei prin metilarea
ADN-ului (Jin, Li & Robertson, 2011).

Modlificarea histonelor este un alt mecanism important legat de evenimentele
epigenetice intens studiate in ultimul deceniu. Prin modificarea histonelor se regleaza
structura cromatinei si nivelul de expresie al genelor actionand la nivel celular.
Modificéarile chimice ale histonelor sunt cunoscute ca jucand un rol in cancer sau
patologiile neurodegenerative siprocesele fiziologice, cum ar fiimbatranirea. Asemeni
mecanismului de metilare a ADN-ului, existéd dovezi ca localizarea si abundenta
modificarii histonelor sunt legate de factorii de mediu, cum ar fi dieta, care pot afecta,
de asemenea, expresia genelor si durata de viatd a unui individ (Molina-Serrano,
Kyriakou & Kirmizis, 2019).



ARN-uri non-codlfficatoare. Aceste secvente scurte sau lungi de pana la 200
de nucleotide, cum ar fi microARN-urile sau ARN-urile non-codifcatoare lungi,
cunoscute cu mai putin de trei decenii In urma ca genomul “junk” sau materia
intunecatd, au fost evidentiate ca se leaga in mod specific de regiunile de ARN-ului
mesager sau ADN care regleaza expresia genelor prin inhibarea translatiei ARN-ului
mesager in proteine sau promovarea degradarii ARN-ului mesager (Elhamamsy, 2017).

Toate cele de mai sus pot fi definite ca mecanisme primare de control
epigenetic.

1.1. Exemple de control epigenetic

Vom urma aceastd scurtda introducere cu céteva exemple de control
epigenetic.

Amprentarea Imprimarea este un fenomen in care genele specifice sunt
exprimate intr-o maniera dependenta de genele parentale. Aceastda amprentare ca
mecanism epigenetic se refera la metilarea ADN-ului si poate inhiba expresia genelor
pe alelele materne si paterne. De exempluy, in cazul genei IGF2, alela paterna este
exprimata, in timp ce alela materna este inhibata prin mecanisme de silentiere prin
metilarea ADN-ului. Acest proces este crucial pentru dezvoltarea embrionara
adecvata sireglarea cresterii (Nordin, Bergman, Rochii, Engstrom, & Ward, 2014).

Inactivarea cromozomului X: La mamiferele femele, unul dintre cei doi
cromozomi X este inactivat aleatoriu in fiecare celula in timpul dezvoltarii embrionare
timpurii. Acest proces asigura ca femeile au o0 doza egala de gene legate de X ca si
barbatii. Inactivarea se realizeaza prin formarea corpurilor Barr siimplica modificari ale
histonelor si modificari ale metilarii ADN-ului (Panning, 2008; Sun, Fan & Wang, 2022).

Epigenetica cancerului in decursul dezvoltarii maligne, celulele tumorale sunt
printre cele mai heterogene din punct de vedere genomic. Aceastd heterogenitate se
poate datora, printre alte mecanisme caracteristice, diferitelor modificari epigenetice
care apar frecvent in celulele tumorale. De exemplu, in genele supresoare tumorale,
regiunile promotoare pot deveni hipermetilate, ducand la reducerea lor prin
mecanisme de silentiere, formarea tumorilor si colonizarea tesuturilor normale. in cazul
oncogenelor, mecanismul epigenetic este hipometilarea sau modificarile histonelor
care promoveaza cresterea si diviziunea necontrolaté a celulelor (Baylin & Jones,
20106).

Recent, o varietate de epi-medicamente au fost dezvoltate si sunt testate
pentru eficacitatea lor potentiald In aplicatii clinice. In plus fata de efectele lor anti-
tumorale, epi-medicamentele au aratat, de asemenea, rezultate convingatoare in
combinatie cu chimioterapia sau imunoterapia, inclusiv in potentarea efectelor
antitumorale, capacitatea de a reconverti rezistenta la medicamente si activarea
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sistemului imunitar al pacientului, indiferent daca este utilizat singur sau in combinatie
cu chimioterapie sau imunoterapie (Lu et al., 2020).

Diferentierea dezvoltarif In timpul dezvoltérii embrionare, celulele sufera
diverse procese de diferentiere pentru a deveni celule specializate, cum ar fi neuronii
sau celulele musculare. Mecanismele epigenetice sunt cruciale in reglarea expresiei
genice specifice care defineste identitatea celulard. De exemplu, celulele stem
neuronale schimba modelele de metilare a ADN-ului si modificarile histonelor pentru a
deveni neuroni diferentiati sau celule gliale (Atlasi, 2017).

Epigenetica si expunerile la mediu. Mostenirea genomului nostru poate fi
afectatd de expunerea pe parcursul vietii la diferiti factori de stres si de mediu, inclusiv
poluanti, toxine, substante chimice si dietd, cu efecte potentiale si modificari la nivelul
epigenomului. Unele dintre aceste efecte ale expunerii mediului pot fi mostenite de-a
lungul generatiilor si pot aminti aceste efecte in ADN-ul liniei germinale (Breton et al,
2021).

Terapia epigenetica Modificarile epigenetice sunt reversibile, facandu-le tinte
potentiale pentru interventii terapeutice. Medicamente care vizeaza mecanismele
epigenetice specifice, cum ar fi ADN-metiltransferazele sau histon-deacetilazele, au
fost dezvoltate pentru a modifica modelele epigenetice aberante in celulele tumorale.
Aceste medicamente, cunoscute sub numele de terapii epigenetice, au scopul de a
restabili modelele normale de expresie al genelor si de a impiedica cresterea tumorii
(Lu et al, 2020).

Aceste exemple ilustreaza diversitatea si semnificatia controlului epigenetic in
diferite procese biologice, de la dezvoltarea normald pana la patogeneza bolii.
Cercetarea epigenetica continua sa arunce lumina asupra modului in care aceste
mecanisme influenteaza expresia genelor si comportamentul celular, oferind
perspective asupra sanatatii, bolilor si cailor potentiale de interventie terapeutica
(Pruitt, 2016).

Modificarile epigenetice sunt critice in timpul dezvoltarii embrionare, in etapele
de diferentiere pentru a deveni tipuri specifice de celule cu functii specializate. Tn plus,
modificarile epigenetice joaca un rol crucial in expresia genelor specifice tesutului,
mentinerea identitatii celulare si raspunsul la stimulii de mediu.

Foarte important, modificarile normale ale mecanismelor de control epigenetic
pot duce la diferite boli, inclusiv cancer, tulburari neurodegenerative si afectiuni
metabolice. Intelegerea reglementarii epigenetice a deschis noi ci pentru cercetare
si potentiale interventii terapeutice, cum ar fi medicamentele epigenetice care vizeaza
modele epigenetice anormale in boli (Allis & Jenuwein, 2016; Pruitt, 2016).

In concluzie, controlul epigenetic este un domeniu prioritar de studiu care
arunca o noua lumind asupra moduluiin care factorii externi si procesele intra-celulare
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pot influenta expresia genelor si pot influenta functionarea celulelor si organismelor.
Controlul epigenetic prezinta implicatii semnificative pentru sandtatea umana,
dezvoltare si aparitia unor multiple patologii, facandu-l un domeniu critic de cercetare
in medicina moderna.
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2. Prezentare generala a mostenirii epigenetice "codificate de"
proteine, ADN si ARN

Paul Chiroi'
'Centrul de Cercetdri pentru Genomicéd Functionald, Biomedicind si Medicind Translationala,
Universitatea de Medicind si Farmacie” luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Romania

Introducere

Dezvoltarea filogenetica umana (adica determinantii genetici) si ontogenetica
(adica factorii de mediu) au fost cunoscute drept mecanismele primare ce stau la baza
influentelor parentale asupra evolutiei descendentilor. Cu toate acestea, atunci cand
transferul inter-generational al modificarilor epigenetice a fost in cele din urma
demonstrat, teoriile filogenetice si ontogenetice s-au comasat formand o noua
intersectie noud: mostenirea epigenetica (Lacal & Ventura, 2018). Viata pe Pamant se
bazeaza pe informatile genetice care sunt scrise in secventa ADN, oferindu-ne o
intelegere trasabila atat a fenotipurilor normale, céat si a bolilor. Cu toate acestea,
pentru a utiliza aceste informatii, este necesar un anumit nivel de reglementare, iar
studiul acestor semnale modulatoare se numeste epigenetica (Fitz-dJames & Cavalli,
2022).

Epigenetica studiaza repertoriul larg de modificari ereditare, dar stabile, ale
expresiei genelor, care nu sunt cauzate de modificari reale ale secventei ADN
(Peschansky & Wahlestedt, 2014). Astfel, mecanismele epigenetice oferd, la nivel
celular, un grad nedetectabil de modulare a expresiei genelor care favorizeaza sansele
organismului de a se adapta intr-un mediu dinamic. Acesti regulatori modifica aditiv
sau sinergic structura cromatinei, organizarea nucleara si stabilitatea transcrierii,
sporind complexitatea functionald a ADN-ului, care are consecinte moleculare diferite
ce vor definin cele din urma fenotipul unui individ (Berger et al,, 2009; Stephens et al.,
2013). Ca atare, acest nivel adaptiv de reglare este influentat de starea de sanatate,
stadiul de dezvoltare, tipul de tesut si expunerea la diferiti factori de mediu (De Bustos
etal, 2009, p. 1: Mikkelsen et al., 2007; Ober & Vercelli, 2011).

La nivel celular, mecanismele epigenetice asigura o reglare find a expresiei
genelor care apare in principal in suprastructura cromozomiald, mai degraba decét in
secventa ADN (Al Aboud et al, 2023; Berger et al,, 2009). Acest repertoriu subtil de
schimbari este stabilit si sustinut in timpul diviziunilor celulare multiple, rezultand un set
special, specific tipului celular, de functii cruciale pentru dezvoltarea tesuturilor si
organelor (Basu & Tiwari, 2021; John & Rougeulle, 2018). Trei mecanisme epigenetice
principale au fost identificate si studiate pana in prezent: metilarea ADN-ului,

11


https://www.zotero.org/google-docs/?piol5A
https://www.zotero.org/google-docs/?erwFDW
https://www.zotero.org/google-docs/?erwFDW
https://www.zotero.org/google-docs/?Tccg9w
https://www.zotero.org/google-docs/?47eRsP
https://www.zotero.org/google-docs/?47eRsP
https://www.zotero.org/google-docs/?PQ7bau
https://www.zotero.org/google-docs/?PQ7bau
https://www.zotero.org/google-docs/?dLdmRk
https://www.zotero.org/google-docs/?4r1yjr

modificarea histonelor si reglarea asociatd ARN non-codant (ncARN) (Gibney & Nolan,
2010).

In ultimul timp, tot mai multe dovezi indic& mostenirea multi-generationald a
acestor relicve non-genetice, cunoscute sub numele de epimutatii, deoarece acestea
ar putea influenta in continuare expresia genelor si functia celularg, contribuind la
diversitatea fenotipica ereditara, sanatate si boala. (Fitz-James & Cavalli, 2022; Heard
& Martienssen, 2014). Cu toate acestea, atunci cand se studiaza transmiterea acestor
semnale de reglementare nedetectabile, este important sa se faca o distinctie clara
intre transferul "inter-generational”, atunci cand semnalele epigenetice sunt partajate,
dar pierdute dupa prima generatie, si mostenirea epigenetica "trans-generationald"
(TEl), cand semnalul epigenetic este mentinut de-a lungul generatiilor chiar si in
absenta stimulului, indiferent de natura acestuia (Heard & Martienssen, 2014; Pang et
al, 2017; van Otterdijk & Michels, 2016). In prezent, existd doud modele moleculare
primare cunoscute pentru a asigura livrarea trans-generationald a purtatorilor
epigenetici: transmisia directa (replicativa), prin care semnalele de reglementare sunt
transferate prin meioza (transmisie pe termen scurt) si mentinute in timpul diviziunilor
mitotice (transmisie pe termen lung); transmitere indirectd (reconstructivd), atunci
cand semnele epigenetice primare sunt sterse, dar reconstruite in generatiile
urmatoare pe baza unui semnal secundar (Miska & Ferguson-Smith, 2016; Saze, 2008).

Prezentul capitol va aborda principalele componente ale mostenirii
epigenetice, oferind un nivel de baza de cunostinte privind purtatorii epigenetici si
modelele lor de transmitere. Acest capitol va acoperi, de asemenea, metodele actuale
de investigare, cele mai recente cercetari in vitro/vivo, studiile clinice in curs de
desfasurare si o prezentare generald a perspectivelor in domeniu.

2.1 Modificari epigenetice

Datorita tuturor descoperirilor stiintifice si tehnologice din ultimul deceniu,
cartografierea relicvelor epigenetice, cum ar fi modificarile histonelor, metilarea ADN-
ului si reglarea bazatd pe ncARN au devenit mai accesibile. La randul lor, oamenii de
stiintd au inceput s& investigheze modelele moleculare care guverneaza mostenirea
acestor informatii non-genetice, dar si modul in care diferite aberatii din trasaturile
epigenetice sunt implicate atat starile fiziologice, cét siin patologice (Esteller, 2008).

Inainte de aborda mai in profunzime modelele de mostenire epigenetica, este
important s& facem o distinctie clara intre diferitele modificari epigenetice (Fig. 1) care
sunt cunoscute si documentate in prezent. Astfel, explicatia lor scurtd, dar concisg,
este furnizata in continuare.
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Figura 1. Modificari epigenetice implicate in reglarea expresiei genelor.
1. Modificarea histonelor; 2. Metilarea ADN-ului; 3. Reglarea prin intermediul miARN.

RISC

mRNA targst

Chromosome

2.1.1 Modificarea histonelor

Desi ar putea parea o structura inerta, in special pentru rolul sdu in ambalarea
ADN-ului, cromatina joaca un rol regulator si in expresia genelor. Prin urmare, ca
raspuns la interactiunea sa cu diferiti factori externi, histonele sufera o serie de
modificari post-translationale (acetilare, metilare, fosforilare) (Fig. 1.1) care ii modifica
interactiunea cu ADN-ul si ajutd la modularea multor procese biologice asociate atat
cu stérile fiziologice, cét si patologice. Ca atare, trebuie mentinuta o reglare fina intre
aceste modificari epigenetice pentru a pastra structura cromatinei, reglarea adecvata
a expresiei genelor si controlul rezultatului biologic (Zhao & Shilatifard, 2019).

Acetilarea histonelor

Identificatd In 1964 de Allfrey, Faulkner si Mirsky (Allfrey et al.,, 1964), acetilarea
este 0 schimbare labila in structura gruparii e-amino a reziduurilor de lizind controlate
de doua familii de enzime, histon-acetiltransferaze si deacetilaze (Legube & Trouche,
2003). Cu acetil CoA drept cofactor, aceste enzime (relaxarea cromatinei, promotorii
transcriptionali) catalizeaza transferul unei grupari acetil in situsul e-amino al lanturilor
de lizing, neutralizdnd astfel sarcina sa pozitiva care slabeste interactiunile dintre
histone si ADN. Intre timp, histon-deacetilazele (condensarea cromatinei, represoare
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transcriptionale) inverseazd acetilarea lizinei, restabilind sarcina pozitivd care
stabilizeaza arhitectura locald a cromatinei (Bannister & Kouzarides, 2011).

Fosforilarea hisonelor

Fosforilarea are loc de obicei la nivelul serinei, treoninei si tirozine care se afla
in regiunile N-terminale ale lanturilor laterale aferente aminoacizilor din histone. Aici,
kinazele adauga fosfat derivat din ATP la gruparile hidroxil ale acestor aminoacizi. Prin
urmare, o sarcind negativa este incarcata pe histone, care influenteaza structura
cromatinei, jucand in continuare un rol intr-o varietate de procese celulare, inclusiv
reglarea transcriptionald, apoptoza celularg, ciclul celular, repararea daunelor ADN-
ului si reglarea genelor implicate in dezvoltarea organismului (Banerjee & Chakravarti,
2011; Rossetto et al.., 2012).

Metilarea histonelor

Un semn epigenetic mai subtil, decarece nu afecteaza sarcina electrica a
proteinelor, metilarea histonelor are loc in principal in lanturile laterale ale lizinelor
(mono-, di- sau tri-metilare) si argininelor (mono- si (a) di-metilare simetricd). Acest
proces se realizeaza cu ajutorul lizin-/argini-metiltransferazei care transfera o grupare
metil de la S-adenozilmetionina fie la gruparea e-amino alizinei de lizing, fie la gruparea

w-guanidino a argininei (Greer & Shi, 2012).

2.1.2 Metilarea ADN-ului

Metilarea ADN-ului (Fig. 1.2) este un semnal epigenetic ereditar in care ADN-
metiltransferazele transporta covalent o grupare metil in pozitia C-5 a inelului de
citozind ADN (Lister et al,, 2009; Moore et al., 2013). In celulele somatice, cea mai mare
parte a metilarii ADN-ului (98%) are loc in citozinele care preced guanina, numite i
situsuri CpG@G, in timp ce in celulele stem embrionare, 25% din aceasta are loc intr-un
context non-CpG, dar se pierde in principal in tesuturile mature (Berdasco & Esteller,
2011; Isagawa et al,, 2011). De obicei, aceste semne epigenetice sunt indepartate in
timpul dezvoltarii zigotului si ulterior restaurate in embrion in jurul momentului
implantarii (Zhu, 2009). Acest strat epigenetic comun de reglare este implicat in multe
procese biologice esentiale pentru dezvoltarea normala, cum ar fi imprimarea
genomica, inactivarea cromozomului X sau suprimarea transcriptiei / transpunerii
elementelor repetitive. Cand este dereglat, joaca un rol in multe boli umane, inclusiv
cancerul (Gopalakrishnan et al., 2008; Joseph et al., 2018).
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2.1.3 Reglementarea bazata pe NcARN

MicroARN-urile (miARN) sunt mici ncARN-uri (18 pana la 25 nucleotide n
lungime) recunoscute ca fiind unii dintre principalii contribuitori in post-trancriptionala
a genelor. Prin urmare, fara nicio dovada scrisa a implicarii ADN-ului, miARN-urile sunt
acum considerate modulatori epigenetici, afectand nivelurile proteice ale ARNm tint4,
fiind astfel implicati in multe procese biologice. Mai mult, se pare ca nivelul de expresie
al miARN poate fi modulat de modificarile epigenetice mentionate mai sus intr-o bucla
de feedback miARN-epigenetic (Chuang & Jones, 2007; Yao et al., 2019).

Aceste efecte de reglare reciproca au o influenta extinsa asupra expresiei
genelor, iar dereglarea acestei bucle de feedback interfereaza cu procesele
fiziologice, contribuind la o varietate de boli, inclusiv cancerul (Pajares et al., 2021; Rong
et al, 2027).

Biogeneza miARN (Fig. 1.3) este un proces in mai multe etape care incepe in
nucleele celulare. Aici, ARN polimeraza Il transcrie transcriptii primari ai miARN (pri-
miARN), acoperind capetele 5' ale pri-miARN-urilor, in timp ce capetele 3' sunt
poliadenilate. Apoi, enzima nucleard Drosha taie pri-miARN-urile in 70-100 precursori
nucleotidici structurati in ac de par (pre-miARN), care sunt exportati in continuare in
citoplasma cu ajutorul proteinei transmembranare XPO5. In acest moment, pre-
mMiARN-urile sunt scindate de o endoribonucleaza numita Dicer in pre-miARN dublu
catenar. in continuare, proteina AGO2 relaxeaza pre-miARN si doar unul raméne sa
serveascd In continuare ca ghid pentru directionarea ARNm. In cele din urma,
secventele mature de miARN sunt gata sd se lege de tintele ARNm fin cadrul
complexelor de silencing induse de ARN (RISC) care regleaza degradarea sau
reprimarea translationald a acestora, fiind implicate atat in sénatate, cat siin boald (Ha
& Kim, 2014; Khan et al., 2019).

2.2 Tehnologii moderne de investigare epigenetica

Sincronizarea dintre progresele tehnologice si descoperirile epigenetice a pus
bazele extinderii semnificative a instrumentelor de investigatie noi, de ultima ora.
Astfel, de la analiza specifica locusului pana la secventierea la nivelul genomului,
oamenii de stiinta sunt acum pregatiti corespunzator pentru a detecta starile
cromatinei la diferite dimensiuni. Ca atare, anticorpii de inaltd calitate, testele
functionale de cromating, instrumentele de imagistica, tehnologiile de secventiere cu
randament ridicat si analizele bioinformatice integrate sunt utilizate in prezent pentru
a investiga semnele epigenetice pe masura ce incepem sa intelegem modelele lor de
mostenire siimportanta lor in dezvoltarea umana (Li, 2021).
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Tabelul 1 oferd o comparatie specifica marcii epigenetice intre tehnologiile de
investigare disponibile in prezent, subliniind punctele forte si punctele slabe ale

acestora.

Tabelul 1. Prezentare comparativa a principalelor tehnologii de investigare epigenetica

Tehnologie Context Punctele forte Slabiciuni Ref
Modificari ale histonelor
- Tehnica laborioass,
lunga si in mai multe
etape
- Mai putin sensibild
- Multiplex si decat metodele pe
randament ridicat baza de anticorpi
- Cuantificarea exacta | - Analiza proteinelor
a PTM-urilor intacte este Incéd o -
Spectrometrie de Studii , (Onder et al,,
mass clinice histonelor globale* provocare 2015)
- Potrivit pentru - Analiza datelor
descoperirea tiparelor | necesitd o expertiza
de modificare ridicata
necunoscute - Se recomanda
validarea
rezultatelor prin
metode bazate pe
anticorpi
- Detecteaza diferite
modificari specifice . )
) ) - Detecteaza numai
histonei
o abundenta
Studiide | Cvalueaza imbogatii (Gade &
ChIP*-PCR validare capacitatea de legare | N sze reqgtit Kalvakolanu,
a factorilor de P g, | 2012; Milne et
pentru rezolutia unui
reglementare la ' . al, 2009)
. - singur nucleotid
regiunile cromatinei
-Rentabile
- Detecteaza
o - Supus artefactelor
modificarile globale microarra (Canton et al.,
, Studi ale histonelor y 2022; Pillai &
ChIP-cip N , ) - Rezultatele se
exploratorii | - Design de acoperire . i Chellappan,
. bazeaza pe calitatea
personalizat anticoroilor 2009)
-Rentabile P
ChiP-seq Studii - Cea mai - Rezultatele se (Furey, 2012;
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exploratorii | cuprinzatoare metoda | bazeaza foarte mult | O'Geen et al,,
pentru analiza globala | pe calitatea 20M)
a modificarii histonelor | anticorpilor
- Tehnologie de - Tehnica scumpa
rezolutie cu o singura
baza pregatita
- Nu este proiectat
entru estimari
- Utilizeaza kituri pentr -
) precise ale starii
comerciale care e "
. N modificarilor ("Testul
. vizeaza modele . .
Studii de o histonelor imunosorbant
ELISA* . specifice de :
predictie modificare a - Rezultate legat de enzime
) inconsecvente (ELISA)", 1976)
histonelor -
) - Nesigura ca
-Rentabile R
tehnica unica de
predictie
- Util pentru culturi
celulare reduse (de
exemplu, un godeu al
unei placi cu 6/24/96
godeuri) - Necesita anticorpi
Microscara Studii - Detectarea calitativi si 0 buna )
; o ) (Dai et al,, 2013)
NU*-ELISA exploratorii | cantitativa rapida si expertiza de
eficienta a acetilarii laborator
histonei globale
- Poate fi folosit pentru
a cuantifica diferite
modificari ale histonei
Metilarea ADN-ului
- Rezultate
Cel mai inconsecvente dupa
bine atunci | - Detecteaza toate tratamentul cu
, cand gena | site-urile CpG* din bisulfit care
Secventierea . o .
e . candidata produsele PCR provoaca (Li & Tollefsbol,
bisulfitului pe baza , ) i
do PCR* sau/ si - Rezolutie cu o deteriorarea ADN- 20M)
regiunea singurd baza ului
tinta sunt -Rentabile - Replicarea este
cunoscute necesara pentru a
confirma rezultatele
MSP* Cel mai - Rezolutie cu o - Detectie cu raza (Derks et al.,
bine atunci | singura baza redusa de actiune 2004)
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cand gena | - Rentabile - Randament redus
candidata
sau/ si
regiunea
tinta sunt
cunoscute
) - Rezultate
Cel mai ) <
. . ) N inconsecvente dupa
bine atunci | - Rezolutie cantitativa
A . e tratamentul cu
cand gena | siprecisaridicata -
. ' ) bisulfit care
. . candidata - Rezolutie cu o . (Delaney et al.,
Pirosecventierea , , L provoaca
’ sau/ i singurad baza i 2015)
A ) deteriorarea ADN-
regiunea -Rentabile i
tinta sunt .
’ - Necesita un set
cunoscute .
validat de amorse
- Cea mai - Necesita cantitati
. . | maride ADN de
cuprinzatoare metoda | .
L intrare pentru a
i de evaluare a starii ,
Studii : functiona (Kernaleguen et
WGBS* .| globale de metilare a ’ o
exploratorii , - Este necesara o al., 2018)
ADN-ului .
. analiza
- Rezolutie cu o . .
) L bioinformatica
singurd baza o
extensiva
- Scump
- Acopera majoritatea
insulelor CpG din
regiunile de reglare a o .
egrlwelor 9 - Acopera 1-3% din
Studii 9 . ) genom (Meissner et al.,
RRBS* | - Utilizarea mai multor ,
exploratorii <pedi - Acoperire 2005)
P ) inconsecventa
- Rezolutie cu o
singurd baza
- Rentabile
- Nu este conceput
Predictia - Usor de utilizat, kituri | pentru analiza
ELISA metilarii comerciale disponibile | precisa a metilarii (Kurdiukov &
globale a (5mQC) globale a ADN-ului Bullock, 2016)
ADN-ului -Rentabile - Rezultate
inconsecvente
Studii - Cea mai frecvent - Intrare ADN mare (Booth et al,
OxBS-seq* N I -
exploratorii | utilizata tehnica pentru | - Tratamentul cu 2013)
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5hmC global bisulfit provoaca
deteriorarea ADN-
ului
- Secventierea cu o
singura molecula a
ADN-ului nativ - Intrare ADN mare
Secventierea Studii . , (Gouil & Keniry,
nano o;'ilor exoloratoril | Fara tratament cu - Analiza complexa a 2019)
P P bisulfit datelor
- Se aplica la toate
speciile
Reglarea prin intermediul ncARN
- Detecteaza
majoritatea NCARN - Functioneaza cel
L . o ) (Kolenda et al.,
- Kituri comerciale mai bine numai cu ) .
. . . - 2019; Uchida si
Studii de disponibile pentru grunduri validate ) ’
gRT-PCR* , o ) . Bolli, 2018;
validare diferite cazuri de - Necesitd adnotare ) )
. , Varkonyi-Gasic
utilizare de calitate et al, 2007)
- Sensibilitate ridicata !
-Rentabile
- Nu este utilizat in
- Detecteaza mod obisnuit pentru
majoritatea miARN- studiile de
urilor epigenetica
Studii - Kituri comerciale - Utilizat In prezent Androvic et al.,
TT-qRT-PCR* I e atin prezent | {
exploratorii | disponibile numai pentru analiza | 2017)
- Foarte sensibil si expresiei miARN
specific - Tehnica relativ
-Rentabile noua, necesita o
validare extinsa
- Mai putin sensibil
- Analiza intregului - Materiale de
Studii enom intrare mari
ARN-Seq e . . (Cao et al, 2019)
exploratorii | - Rezolutie cu o - Analiza
singurd baza bioinformatica
complexa necesara
*Abrevieri: PTM - modificare posttranslationalg; ChIP-PCR - cromating Reactia in lant a

imunoprecipitarii polimerazei; NU-ELISA - test imunosorbant legat de enzime nucleozomiale; MSP -
reactie in lant a polimerazei specifice metilrii; WGBS - secventierea bisulfitului intregului genom; OxBS-
seq - secventiere oxidativa a bisulfitului; gRT-PCR - reactie cantitativa in lant a polimerazei in timp real;
TT-gRT-PCR - doua reactii cantitative cantitative in lant ale polimerazei in timp real.
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2.3 Modele moleculare ale mostenirii epigenetice

Modificarile epigenetice pot aparea sporadic sau ca urmare a expunerii la
stimuli de mediu. Aceasta modificare devine un semn epigenetic ereditar daca este
transmisa generatiei urmatoare. In acest sens, termenul "inter-generational" se refera
la mostenirea in descendentii imediati ai individului care a exprimat pentru prima data
schimbarea epigeneticg, In timp ce, in anumite situatii, semnalul este mentinut prin
generatiile ulterioare si dincolo de acestea, chiar siin absenta stimulului initial, proces
cunoscut sub numele de TEI. Astfel, pe masurd ce un numar tot mai mare de
investigatii corelationale, alimentate de cele mai noi progrese tehnologice, identifica
prezenta componentelor epigenetice in diferite trdsaturi mostenite de-a lungul
generatiilor, au apdrut trei modele moleculare distincte de mostenire (Fitz-James &
Cavalli, 2022).

A. REPLICATIVE INHERITANCE
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Figura 2. Modele moleculare ale mostenirii epigenetice: A. Mostenire replicativa;
B. Mostenirea reconstructiva.

Transmisie replicativd

Cele mai frecvent mentionate trasaturi "epigenetice" sunt metilarea ADN-ului
si modificarile histonelor, deoarece acestea sunt semnale semnificative de
reglementare care pot fi transmise cu fidelitate prin mitoza. Procedurile prin care
semnalele epigenetice sunt transmise prin mitoza sunt extinse la meioza in modelele
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de mostenire replicativa. Astfel, enzima DNMT1 recunoaste ADN-ul hemimetilat si
metileaza citozinele nemetilate. Dupa furca de replicare, histonele modificate sunt
distribuite uniform pe firele fiice, iar marca este restabilitd prin cuplarea cititor-scriitor.
Aceste semnale sunt apoi pastrate de-a lungul gametogenezei si fertilizarii,
supravietuind oricaror etape potentiale de reprogramare, precum si inlocuirii
histonelor din nucleele spermatozoizilor cu protamine. Markerii epigenetici sunt astfel
preluati direct de la generatia anterioara in zigot (Escobar et al., 2019; Petryk et al,
2018; Reveron-Gomez et al, 2018). O explicatie ilustrativa a transmiterii replicative a
semnelor epigenetice este prezentata in Figura 2.

Transmisie reconstructiva

Din cauza provocarilor reprezentate de reprogramarea pe scara larga la
animale, transmiterea directd, ca siin mitoza, este putin probabil s& fie modul dominant
de ereditate. Semnalele epigenetice primare sunt mostenite in ciuda stergerii lor in
modelele de mostenire reconstructiva prin recapitularea lor din semnalele secundare.
ncARN, contactele 3D cu cromatind si legarea factorului de transcriptie (TF) sunt
exemple de semnale secundare. Marcajele epigenetice, cum ar fi metilarea ADN-ului
sau modificarile histonelor, se pierd in timpul gametogenezei sau al dezvoltarii
embrionare timpurii, dar pot fi reconstruite fidel folosind informatiile continute de
aceste semnale secundare, care sunt mostenite direct (Kremsky & Corces, 2020;
Seisenberger et al, 2012; Wang et al, 2014). O explicatie ilustrativa a transmiteri
reconstructive a semnelor epigenetice este, de asemenea, furnizata in Figura 2.

Paramtutatii

Deoarece informatiile epigenetice pot fi adaugate sau eliminate independent
de modificarile secventei ADN subiacente si deoarece aceste modificari epigenetice
ar putea fi apoi transmise generatiilor urmatoare, posibilitatea unor mecanisme de
mostenire non-mendeliene este deschisa semnelor epigenetice. Paramutatia
reprezinta transmiterea orizontald a informatiilor epigenetice (de obicei modificari
histonice si metilarea ADN-ului, in trans) de la o aleld la perechea sa pe cromozomul
sora. Ulterior, mecanismele TEI transfera "epialele" paramutate vertical intre generatii.
Astfel, atunci cand aceste procese sunt combinate, ele formeaza un rol-cheie in
transmiterea unei epialele printr-o populatie (Hollick, 2017; Suter & Martin, 2010).
Paramutatiile au fost identificate pentru prima data la plante (Pilu, 2015), dar au fost
documentate si in C. elegans (siARN tertiar mediaza paramutatia in C. elegans -
PubMed, n.d.,) D. melanogaster (de Vanssay et al,, 2012) si soareci (Chandler, 2007;
Pilu, 2011). Cu toate acestea, sunt necesare studii ample pentru a intelege mai bine
aceste procese la om.
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Expunerea ancestrald si directé la toxinele din mediu, precum si schimbarea
nutritiei, au fost asociate unuirisc crescut de obezitate si dereglare metabolica. Factorii
de stres din mediu pot remodela epigenomul liniei germinale (spermatozoizi si ovule),
care transmite susceptibilitatea la boli generatiilor viitoare prin mostenirea trans-
generationala epigenetica. O lista cu unii dintre factorii externi care cauzeaza
modificari epigenetice ereditare este prezentatad in Tabelul 2.

Tabelul 2. Factorii de mediu care induc epimutatii mostenite transgenerationale

Predi iti i tic Model d
Factor re |sp.ov2|,|e epigenetica o] .e e Ref
mostenita studiu
Testicule, prostata si boli de Soareci (Anway et al., 2005; E.
Vinclozolin rinichi, infertilitate masculing, éobolan,i Nilsson et al., 2018;
tulburéri imune, cancer ’ Skinner, 2008)
. Boli de rinichi si ovare, , (Anway et al., 2005;
’ |
Metoxiclor obezitate, infertilitate Sobolani Manikkam et al., 2014)
Disfunctii pubertale, testicul
Permetrin/DEET* STUNCHl pubertale, testioule 1 o o jani (Manikkam et al., 2012b)
si boli ovariene
Boli de prostata, ovare, rinichi, ) (Bruner-Tran et al. 2014;
Ly ) ) Soareci, )
Dioxina ureter sau testicule, risc cobolani Manikkam et al., 2012zg;
crescut de nastere prematura | - Sanabria et al.,, 2016)
A lii pubert testicul
Ftalati ”Oma ! pg er. are, .es eue, Sobolani (Manikkam et al., 2013)
’ obezitate si boli ovariene
Tulburéri cardiovasculare, Soareci, (Bhandari et al., 2015;
BPA* fertilitate redusa, modificari vertebrate Lombd et al,, 2015;
ale comportamentului social acvatice Wolstenholme et al.,, 2012)
A.mestec de, Boala ovariang, obezitatea Sobolani (Tracey et al., 2013)
hidrocarburi
Obezitatea, testiculele si bolile ,
DDT* “ eu 7 DOl Sobolani (Tracey et al., 2013)
renale
3 .
Benzo[alpiren Modificari comportamentale, \’/;)ra‘l[rei)crllate (Knecht et al., 2017;
P infertilitate, IMC ridicat ) Mohamed et al., 2010)
acvatice
(Chamorro-Garcia et al.,
Tributilstaniu Obezitate Soareciumani | 2013; Grin & Blumberg,
2006)
Obezitate, testicule, rinichi
Glifosat eItate, testicule, fiehl, 1 g4 oy (Kubsad et al, 2019)
ovare, boli de prostata
Mercur Modificari comportamentale Peste zebra (Carvan et al., 2017)
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Modificari al tilarii ADN-
Seceta u|L?i ieartale metiart Plante (Hennig, 2014)

Sensibilitate insuficienta la (Pavlinkova et al., 2017;
Pre)diabet S i ' '
(Pre)diabe insulina poarec Wei et al, 2014)
Fumat Functie pulmonara anormala Sobolani (Rehan et al,, 2013)
Alcool Defecte neurologice Soareci, (Abbott et al., 2018;

g sobolani Govorko et al,, 2012)

*Abrevieri: DEET - N,N-dietil-meta-toluamida; DDT -diclorodifeniltricloretan; BPA - bisfenol A

2.4 Cercetarile actuale si perspectivele mostenirii epigenetice

Desi inca subdezvoltat, studiul mostenirii epigeneticii la subiectii umani
primeste in mod constant mai multd atentie din partea comunitatii stiintifice. Prin
urmare, un numar tot mai mare de studii originale apar in acest domeniu, adunand
dovezi consistente privind contributia sa la diferite boli umane, inclusiv cancerul,
obezitatea, bolile neurodegenerative, bolile reproductive, sindromul ovarului
polichistic, bolile cardiovasculare etc. (Denham, 2018; Hanson, 2019; E. E. Nilsson et al.,
2018; Stener-Victorin & Deng, 2021).

Unele modificari epigenetice ar predispune la un patologic, astfel incat un
interes major in acest domeniu este studiul epimutatiilor mostenite asociate cancerului
(Baylin si Jones, 2016). Ca atare, intr-un studiu al lui Lesch et al. efectuat pe un model
murin, s-a raportat ca dupdindepartarea genetica a regulatorului de cromatina Kadméa
(UTX) din linia germinald parentald, incidenta dezvoltarii tumorii a crescut la
descendenti (doua generati). In plus, au descoperit, un nivel crescut de metilare a
ADN-ului asociat H3K27me3 atat la nivelul spermatozoizilor, cat si in tesuturile
somatice ale descendentilor soarecilor mutanti. Aceste regiuni hipermetilate pot
modifica reglarea genelor implicate in dezvoltarea tumorii si pot avea, de asemenea,
unimpact asupra susceptibilitatii la cancer la descendenti, prin mostenirea epigenetica
inter-generationald (Lesch et al.,, 2019).

Intr-un studiu recent, King si Skinner au investigat mostenirea epigenetica a
obezitatii, deoarece diferiti factori de mediu pot reprograma epigenomul celulelor
germinale, care transmit susceptibilitatea la boli descendentilor prin mecanisme TEI.
Prin urmare, ei au interogat, printr-o meta-analiza cuprinzatoare, mai multe studii
originale pe aceasta tema si au alcatuit o lista larga de factori de stres de mediu care
potinduce epimutatii ereditare care sunt asociate cu unrisc crescut de obezitate. Lista
lor includea expunerea la o dietd materna si paternd bogatd, prediabet patern,
supranutritie paterng, foamete materna si paterna, ftalati, metoxiclor, BPA, tributiltina
DDT, glifosat. Cu toate acestea, sunt necesare studii ample pentru a valida contributia
acestor insulte de mediu la mostenirea epigenetica a obezitatii (King &; Skinner, 2020).
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Cu toate acestea, validarea pe oameni este necesara pentru o mai bund intelegere a
semnelor epigenetice legate de obezitate si a mostenirii.

Un studiu recent al lui Bellver-Sanchis si colab., a constatat ca modificarile
schimbarilor epigenetice care orchestreaza diferite cai legate de functia cognitiva ar
putea fi dobandite de descendenti prin procesul de mostenire epigenetica. Aceste
semne non-genetice ar putea prezenta, de asemenea, riscul de a dezvolta diferite
afectiuni neurologice, cum ar fi declinul cognitiv legat de varsta si boala Alzheimer. Cu
toate acestea, sunt necesare studii ample pentru a evalua valoarea modificarii
epigenetice ca potentiald evaluare a riscului (prognostic), biomarkeri diagnostici i
terapeutici neurodegenerativi (Bellver-Sanchis et al., 2021).

Mostenirea trans-generationald mediata de epigenetica este un fenomen
fiziologic natural. Expunerea toxica in timpul ferestrelor importante de dezvoltare, pe
de altd parte, poate duce la mostenirea liniei germinale a epimutatiilor si la o
susceptibilitate crescutd la boli reproductive la descendenti. Intr-o analiza
cuprinzatoare efectuata de Nilsson si Skinner, a fost raportata o lista larga de factori
de mediu, care a inclus expunerea la vinclozolin, metoxiclor, dioxind, amestec de
materiale plastice, permetrin, DDT, BPA, ftalati, tributiltin, benzo[a]piren, dar si
expunerea la stres cronic, consumul excesiv de alcool, dieta bogatd in grasimi si
fumatul, in asociere cu riscul epigenetic mostenit pentru boala reproductiva (scaderea
numarului de spermatozoizi, anomalii ale testiculelor, pierderea ovocitelor, chisturi
ovariene etc.). Descoperirile lor atrag atentia asupra posibilitati ca expunerea
ancestrald la insultele de mediu sa poata duce la mostenirea trans-generationala a unei
susceptibilitati mai marila bolile de reproducere. Observatiile lor implica, de asemenea,
ca atat infertilitatea masculing, cat si cea feminina pot fi cauzate partial de expunerile
ancestrale de mediu transmise prin céile epigenetice TEI. Prin urmare, o noua directie
de cercetare ar putea fi investigarea posibilei inversari / evitari a mostenirii acestor
marci non-genetice care joaca un rolin dezvoltarea bolii (E. E. Nilsson & Skinner, 2015).

Pe masura ce mostenirea epigeneticd a bolii apare ca un nou domeniu de
cercetare biomedicald, se deschide un repertoriu larg de oportunitati si perspective,
inclusiv utilizarea relicvelor epigenetice ca potentiali biomarkeri pentru evaluarea
riscului de boald, biomarkeri de diagnostic minim invazivi, dar si ca tinte moleculare
pentru terapia epigenetica (Ahuja et al., 2016; Hatzimichael et al., 2014; Kamiriska et al.,
2019).

Concluzie

Mostenirea epigeneticd a aparut drept o noud abordare pentru a studia
componentele genetice ale diferitelor trasaturi de sanatate si boald, dar si modelele
moleculare care stau la baza transferului lor multi-generational. Ca atare, se stie in
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prezent ca modificarile histonelor, metilarea ADN-ului si reglarea ncARN sunt
principalele semne epigenetice (epimutatii) care regleaza expresia diferitelor gene si
contribuie activ atat la dezvoltarea fiziologica, cat sila cea patologica. Exista doua tipuri
de mostenire epigenetica: inter-generationald si trans-generationald, ultima aparand
prin transmitere replicativa, transmitere reconstructiva si permutari, odata cu
expunerea la anumiti factori de mediu.

Studiile pe animale au relevat dovezi extinse ale TEl si unele dintre aceste
modificari au fost legate de obezitate, diabet, cancer si probleme de sanatate mintala.
Dovezile pentru TEIl la om sunt oarecum limitate, dar este inca un subiect activ de
cercetare. In timp ce unele cercetari implica faptul c& efectele epigenetice pot fi
transmise de-a lungul generatiilor, stabilirea unor legaturi cauzale puternice intre
semnele epigenetice specifice si trésaturile mostenite la om ramane dificila.

In general, cercetarea mostenirii epigenetice este un domeniu dificil, dar in
crestere. In timp ce mostenirea epigeneticd are potentialul de a largi intelegerea
mostenirii dincolo de informatiile genetice, sunt necesare mai multe cercetari pentru a
intelege complet mecanica si implicatiile mostenirii epigenetice la oameni.

Bibliografie

Abbott, C. W., Rohac, D. J,, Bottom, R. T., Patadia, S., & Huffman, K. J. (2018). Prenatal
Ethanol Exposure and Neocortical Development: A Transgenerational Model of
FASD. Cerebral Cortex (New  York — NY) 288), 2908-2921.
https://doi.org/10.1093/cercor/bhx168

Ahuja, N., Sharma, A. R, & Baylin, S. B. (2016). Epigenetic Therapeutics: A New Weapon
in the War Against Cancer. Annual Review of Medicine, 67, 73-89.
https://doi.org/10.1146/annurev-med-111314-035900

Al Aboud, N. M., Tupper, C., & Jialal, I. (2023). Genetics, Epigenetic Mechanism. In
StatPearls. StatPearls Publishing.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK532999/

Allfrey, V. G, Faulkner, R., & Mirsky, A. E. (1964). ACETYLATION AND METHYLATION
OF HISTONES AND THEIR POSSIBLE ROLE IN THE REGULATION OF RNA
SYNTHESIS. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 515), 786-794. https://doi.org/10.1073/pnas.51.5.786

Androvic, P., Valihrach, L., Elling, J., Sjoback, R., & Kubista, M. (2017). Two-tailed RT-
gPCR: A novel method for highly accurate miRNA quantification. NMucleic Acids
Research, 45(15), e144. https://doi.org/10.1093/nar/gkx588

Anway, M. D. Cupp, A. S, Uzumcu, M, & Skinner, M. K. (2005). Epigenetic
transgenerational actions of endocrine disruptors and male fertility. Science
(New York, N.Y.) 3085727),1466-1469. https://doi.org/10.1126/science.1108190

25


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Banerjee, T., & Chakravarti, D. (2011). A Peek into the Complex Realm of Histone
Phosphorylationv. Molecular and Cellular Biology, 3124), 4858-4873.
https://doi.org/10.1128/MCB.05631-11

Bannister, A. J, & Kouzarides, T. (2011). Regulation of chromatin by histone
modifications. Cell Research, 213), 381-395. https://doi.org/10.1038/cr.2011.22

Basu, A., & Tiwari, V. K. (2021). Epigenetic reprogramming of cell identity: Lessons from
development for regenerative medicine. Clinical Epigenetics, 131), 144.
https://doi.org/10.1186/s13148-021-01131-4

Baylin, S. B, & Jones, P. A. (2016). Epigenetic Determinants of Cancer. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, 809), a019505.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a019505

Bellver-Sanchis, A., Pallas, M., & Grifidan-Ferré, C. (2021). The Contribution of Epigenetic
Inheritance Processes on Age-Related Cognitive Decline and Alzheimer’s
Disease. £pigenomes, 52), 15. https://doi.org/10.3390/epigenomes5020015

Berdasco, M., & Esteller, M. (2011). DNA methylation in stem cell renewal and
multipotency. Stem Cell  Research & Therapy, A5), 42.
https://doi.org/10.1186/scrt83

Berger, S. L., Kouzarides, T., Shiekhattar, R., & Shilatifard, A. (2009). An operational
definition of epigenetics. Genes & Develooment 237), 781-783.
https://doi.org/10.1101/gad. 1787609

Bhandari, R. K., vom Saal, F. S, & Tillitt, D. E. (2015). Transgenerational effects from early
developmental exposures to bisphenol A or 17a-ethinylestradiol in medaka,
Oryzias latipes. Scientific Reports, 5, 9303. https://doi.org/10.1038/srep09303

Booth, M. J, Ost, T. W. B, Beraldi, D, Bell, N. M., Branco, M. R.,, Reik, W., &
Balasubramanian, S. (2013). Oxidative bisulfite sequencing of 5-methylcytosine
and  5-hydroxymethylcytosine.  Nature  Protocols,  810), 1841-1851.
https://doi.org/10.1038/nprot.2013.115

Bruner-Tran, K. L., Ding, T., Yeoman, K. B,, Archibong, A., Arosh, J. A,, & Osteen, K. G.
(2014). Developmental exposure of mice to dioxin promotes transgenerational
testicular inflammation and an increased risk of preterm birth in unexposed
mating partners. PloS One, 98), e105084.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0105084

Canton, M., Farinati, S., Forestan, C., Joseph, J., Bonghi, C., & Varotto, S. (2022). An
efficient chromatin immunoprecipitation (ChIP) protocol for studying histone
modifications in peach reproductive tissues. Plant Methods, 181), 43.
https://doi.org/10.1186/s13007-022-00876-0

Cao, M, Zhao, J,, & Hu, G. (2019). Genome-wide methods for investigating long
noncoding RNAs. Biomedicine & Pharmacotherapy = Biomedecine &

26


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Pharmacotherapie, 117, 395-401. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.12.078

Carvan, M. J,, Kalluvila, T. A, Klingler, R. H,, Larson, J. K, Pickens, M., Mora-Zamorano,
F. X, Connaughton, V. P., Sadler-Riggleman, |, Beck, D., & Skinner, M. K. (2017).
Mercury-induced epigenetic transgenerational inheritance of abnormal
neurobehavior is correlated with sperm epimutations in zebrafish. PloS One,
125), e0176155. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0176155

Chamorro-Garcia, R., Sahu, M., Abbey, R. J.,, Laude, J., Pham, N., & Blumberg, B. (2013).
Transgenerational inheritance of increased fat depot size, stem cell
reprogramming, and hepatic steatosis elicited by prenatal exposure to the
obesogen tributyltin in mice. Environmental Health Perspectives, 1213), 359-
366. https://doi.org/10.1289/ehp.1205701

Chandler, V. L. (2007). Paramutation: From Maize to Mice. Cell 1284), 641-645.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.02.007

Chuang, J. C., & Jones, P. A. (2007). Epigenetics and MicroRNAs. Pediatric Research,
617), Article 7. https://doi.org/10.1203/pdr.0b013e3180457684

Dai, B., Giardina, C., & Rasmussen, T. P. (2013). Quantitation of nucleosome acetylation
and other histone posttranslational modifications using microscale NU-ELISA.
Methods in  Molecular — Biology  (Clifton,  N.J) 981  167-176.
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-305-3_13

De Bustos, C., Ramos, E.,, Young, J. M., Tran, R. K, Menzel, U., Langford, C. F., Eichler, E.
E., Hsu, L., Henikoff, S, Dumanski, J. P., & Trask, B. J. (2009). Tissue-specific
variation in DNA methylation levels along human chromosome 1. Epigenetics &
Chromatin, 21), 7. https://doi.org/10.1186/1756-8935-2-7

de Vanssay, A, Bougé, A-L., Boivin, A, Hermant, C., Teysset, L., Delmarre, V.,
Antoniewski, C., & Ronsseray, S. (2012). Paramutation in Drosophila linked to
emergence of a piRNA-producing locus. Nature, 490(7418), 112-115.
https://doi.org/10.1038/nature 11416

Delaney, C., Garg, S. K, & Yung, R. (2015). Analysis of DNA Methylation by
Pyrosequencing. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J), 1343 249-264.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2963-4_19

Denham, J. (2018). Exercise and epigenetic inheritance of disease risk. Acta
Physiologica (Oxforad, England), 2221). https://doi.org/10.1111/apha.12881

Derks, S, Lentjes, M. H. F. M., Hellebrekers, D. M. E. |, de Bruine, A. P, Herman, J. G, &
van Engeland, M. (2004). Methylation-specific PCR unraveled. Cellular Oncology:
The Official Journal of the International Society for Cellular Oncology, 26(5-6),
291-299. https://doi.org/10.11565/2004/370301

Escobar, T. M., Oksuz, O., Saldafa-Meyer, R., Descostes, N., Bonasio, R., & Reinberg, D.
(2019). Active and Repressed Chromatin Domains Exhibit Distinct Nucleosome

27


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Segregation  during DNA  Replication. Cel,  7794), 953-963.e11.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.10.009

Esteller, M. (2008). Epigenetics in evolution and disease. 7he Lancet, 372 S90-S96.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(08)61887-5

Fitz-James, M. H., & Cavalli, G. (2022). Molecular mechanisms of transgenerational
epigenetic inheritance. Nature Reviews Genetics, 236), Article 6.
https://doi.org/10.1038/s41576-021-00438-5

Furey, T.S. (2012). ChIP-seq and beyond: New and improved methodologies to detect
and characterize protein-DNA interactions. Nature Reviews. Genetics, 1312),
840-852. https://doi.org/10.1038/nrg3306

Gade, P., & Kalvakolanu, D. V. (2012). Chromatin Immunoprecipitation Assay as a Tool
for Analyzing Transcription Factor Activity. Methods in Molecular Biology
(Clifton, N.J,), 809, 85-104. https://doi.org/10.1007/978-1-61779-376-9_6

Gibney, E. R, & Nolan, C. M. (2010). Epigenetics and gene expression. Heredity, 105(1),
Article 1. https://doi.org/10.1038/hdy.2010.54

Gopalakrishnan, S., Van Emburgh, B. O., & Robertson, K. D. (2008). DNA methylation in
development and human disease. Mutation Research, 6471-2), 30-38.
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2008.08.006

Gouil, Q.,, & Keniry, A. (2019). Latest techniques to study DNA methylation. £ssays in
Biochemistry, 636), 639-648. https://doi.org/10.1042/EBC20190027

Govorko, D., Bekdash, R. A., Zhang, C., & Sarkar, D. K. (2012). Male Germline Transmits
Fetal Alcohol Adverse Effect on Hypothalamic Proopiomelanocortin Gene
Across Generations. Biological Psychiatry, 745), 378-388.
https://doi.org/10.1016/].biopsych.2012.04.006

Greer, E. L., & Shi, Y. (2012). Histone methylation: A dynamic mark in health, disease and
inheritance. Nature Reviews Genetics, 135), Article 5.
https://doi.org/10.1038/nrg3173

Grun, F.,, & Blumberg, B. (2006). Environmental obesogens: Organotins and endocrine
disruption via nuclear receptor signaling. £ndocrinology, 1476 Suppl), S50-55.
https://doi.org/10.1210/en.2005-1129

Ha, M., & Kim, V. N. (2014). Regulation of microRNA biogenesis. Nature Reviews
Molecular Cell Biology, 15(8), Article 8. https://doi.org/10.1038/nrm3838

Hanson, M. (2019). The inheritance of cardiovascular disease risk. Acta Paediatrica
(Oslo, Norway: 1992), 108(10), 1747-1756. https://doi.org/10.1111/apa. 14813

Hatzimichael, E., Lagos, K., Sim, V. R., Briasoulis, E., & Crook, T. (2014). Epigenetics in
diagnosis, prognostic assessment and treatment of cancer: An update. EXCL/
Journal, 13, 954-976.

Heard, E., & Martienssen, R. A. (2014). Transgenerational epigenetic inheritance: Myths

28


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

and mechanisms. Ce/l, 7571), 95-109. https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.02.045

Hennig, L. (2014). Chromatin: Domestication of the monsters. Journal of Experimental
Botany, 65(10), 2767-2768. https://doi.org/10.1093/jxb/eru214

Hollick, J. B. (2017). Paramutation and related phenomena in diverse species. Nature
Reviews. Genetics, 181), 5-23. https://doi.org/10.1038/nrg.2016.115

Isagawa, T., Nagae, G., Shiraki, N, Fujita, T., Sato, N., Ishikawa, S., Kume, S., & Aburatani,
H. (2011). DNA Methylation Profiling of Embryonic Stem Cell Differentiation into
the Three Germ Layers. PLOS ONE, a(10), e26052.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0026052

John, R. M., & Rougeulle, C. (2018). Developmental Epigenetics: Phenotype and the
Flexible Epigenome. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 6.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2018.00130

Joseph, D. B, Strand, D. W.,, & Vezina, C. M. (2018). DNA methylation in development
and disease: An overview for prostate researchers. American Journal of Clinical
and Experimental Urology, 66), 197-218.

Kaminiska, K., Nalejska, E., Kubiak, M. Woijtysiak, J., Zotna, t., Kowalewski, J. &
Lewandowska, M. A. (2019). Prognostic and Predictive Epigenetic Biomarkers in
Oncology. Molecular Diagnosis & Therapy, 2301), 83-95.
https://doi.org/10.1007/s40291-018-0371-7

Kernaleguen, M., Daviaud, C., Shen, Y., Bonnet, E,, Renault, V., Deleuze, J.-F., Mauger, F.,
& Tost, J. (2018). Whole-Genome Bisulfite Sequencing for the Analysis of
Genome-Wide DNA Methylation and Hydroxymethylation Patterns at Single-
Nucleotide Resolution. Method's in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 1767, 311-349.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-7774-1_18

Khan, S., Ayub, H., Khan, T., & Wahid, F. (2019). MicroRNA biogenesis, gene silencing
mechanisms and role in breast, ovarian and prostate cancer. Biochimie, 167, 12—
24. https://doi.org/10.1016/j.biochi.2019.09.001

King, S. E., & Skinner, M. K. (2020). Epigenetic Transgenerational Inheritance of Obesity
Susceptibility. 7rends in Endocrinology and Metabolism: TEM, 317), 478-494.
https://doi.org/10.1016/j.tem.2020.02.009

Knecht, A. L, Truong, L., Marvel, S. W., Reif, D. M., Garcia, A, Lu, C., Simonich, M. T,
Teeguarden, J. G, & Tanguay, R. L. (2017). Transgenerational inheritance of
neurobehavioral and physiological deficits from developmental exposure to
benzola]pyrene in zebrafish. 7Toxicology and Applied Pharmacology, 329, 148-
157. https://doi.org/10.1016/j.taap.2017.05.033

Kolenda, T., Rys, M., Guglas, K., Teresiak, A, Blizniak, R., Mackiewicz, J., & Lamperska,
K. (2019). Quantification of long non-coding RNAs using gRT-PCR: Comparison
of different cDNA synthesis methods and RNA stability. Archives of Medical

29


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Science : AMS, 1714), 1006-1015. https://doi.org/10.5114/aoms.2019.826 39

Kremsky, |, & Corces, V. G. (2020). Protection from DNA re-methylation by
transcription factors in primordial germ cells and pre-implantation embryos can
explain trans-generational epigenetic inheritance. Genome Biology, 211), 118.
https://doi.org/10.1186/s13059-020-02036-w

Kubsad, D., Nilsson, E. E,, King, S. E., Sadler-Riggleman, |., Beck, D., & Skinner, M. K.
(2019). Assessment of Glyphosate Induced Epigenetic Transgenerational
Inheritance of Pathologies and Sperm Epimutations: Generational Toxicology.
Scientific Reports, A1), 6372. https://doi.org/10.1038/s41598-019-42860-0

Kurdyukov, S., & Bullock, M. (2016). DNA Methylation Analysis: Choosing the Right
Method. Biology, 5(1), 3. https://doi.org/10.3390/biology5010003

Lacal, I, & Ventura, R. (2018). Epigenetic Inheritance: Concepts, Mechanisms and
Perspectives. Frontiers n Molecular Neuroscience, 77
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2018.00292

Legube, G, & Trouche, D. (2003). Regulating histone acetyltransferases and
deacetylases. EMBO Reports, 4(10), 944-947.
https://doi.org/10.1038/sj.embor.embor941

Lesch, B. J,, Tothova, Z., Morgan, E. A, Liao, Z., Bronson, R. T, Ebert, B. L., & Page, D. C.
(2019). Intergenerational epigenetic inheritance of cancer susceptibility in
mammals. £Life, 8,e39380. https://doi.org/10.7554/elife.39380

Li, Y. (2021). Modern Epigenetics Methods in Biological Research. Methods (San Diego,
Calif.), 187,104-113. https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2020.06.022

Li, Y, & Tollefsbol, T. O. (2011). DNA methylation detection: Bisulfite genomic
sequencing analysis. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J) 797 11-21.
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-316-5_2

Lister, R, Pelizzola, M., Dowen, R. H., Hawkins, R. D., Hon, G., Tonti-Filippini, J., Nery, J.
R. Lee, L, Ye,Z,Ngo,Q.-M,, Edsall, L., Antosiewicz-Bourget, J., Stewart, R., Ruotti,
V., Millar, A. H., Thomson, J. A, Ren, B, & Ecker, J. R. (2009). Human DNA
methylomes at base resolution show widespread epigenomic differences.
Nature, 4627271), 315-322. https://doi.org/10.1038/nature08514

Lombd, M., Fernandez-Diez, C., Gonzélez-Rojo, S., Navarro, C., Robles, V., & Herréaez,
M.P. (2015). Transgenerational inheritance of heart disorders caused by paternal
bisphenol A exposure. Environmental Pollution (Barking, Essex: 1987), 206, 667 -
678. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2015.08.016

Manikkam, M., Haque, M. M., Guerrero-Bosagna, C., Nilsson, E. E., & Skinner, M. K.
(2014). Pesticide methoxychlor promotes the epigenetic transgenerational
inheritance of adult-onset disease through the female germline. P/loS One, A7),
e102091. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0102091

30


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Manikkam, M., Tracey, R., Guerrero-Bosagna, C., & Skinner, M. K. (2012a). Dioxin (TCDD)
induces epigenetic transgenerational inheritance of adult onset disease and
sperm epimutations. PloS One, 19), e46249.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0046249

Manikkam, M., Tracey, R., Guerrero-Bosagna, C., & Skinner, M. K. (2012b). Pesticide and
insect repellent mixture (permethrin and DEET) induces epigenetic
transgenerational inheritance of disease and sperm epimutations. Reproductive
Toxicology (EImsford, N.Y.) 34(4), 708-719.
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2012.08.010

Manikkam, M., Tracey, R., Guerrero-Bosagna, C., & Skinner, M. K. (2013). Plastics
derived endocrine disruptors (BPA, DEHP and DBP) induce epigenetic
transgenerational inheritance of obesity, reproductive disease and sperm
epimutations. PloS One, 80), e55387.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0055387

Meissner, A, Gnirke, A., Bell, G. W., Ramsahoye, B., Lander, E. S., & Jaenisch, R. (2005).
Reduced representation bisulfite sequencing for comparative high-resolution
DNA methylation analysis. Nucleic Acids Research, 3318), 5868-5877.
https://doi.org/10.1093/nar/gki901

Mikkelsen, T. S, Ku, M., Jaffe, D. B,, Issac, B., Lieberman, E., Giannoukos, G., Alvarez, P.,
Brockman, W., Kim, T.-K,, Koche, R. P, Lee, W., Mendenhall, E., O’Donovan, A,
Presser, A, Russ, C,, Xie, X,, Meissner, A,, Wernig, M., Jaenisch, R,, ... Bernstein, B.
E. (2007). Genome-wide maps of chromatin state in pluripotent and lineage-
committed cells. Nature, 4487153), 553-560.
https://doi.org/10.1038/nature06008

Milne, T. A, Zhao, K., & Hess, J. L. (2009). Chromatin Immunoprecipitation (ChlIP) for
Analysis of Histone Modifications and Chromatin-Associated Proteins. Method's
in Molecular Biology (Clifton, N.J,), 638 409-423. https://doi.org/10.1007/978-1-
59745-418-6_21

Miska, E. A., & Ferguson-Smith, A. C. (2016). Transgenerational inheritance: Models and
mechanisms of non-DNA sequence-based inheritance. Science (New York,
N.Y.) 3546308), 59-63. https://doi.org/10.1126/science.aaf4945

Mohamed, E.-S. A, Song, W.-H., Oh, S.-A., Park, Y.-J,, You, Y.-A, Lee, S, Choi, J.-Y., Kim,
Y.-J, Jo, I, & Pang, M.-G. (2010). The transgenerational impact of benzo(a)pyrene
on murine male fertility. Human Reproduction (Oxford, England), 25(10), 2427-
2433. https://doi.org/10.1093/humrep/deq205

Moore, L. D, Le, T., & Fan, G. (2013). DNA Methylation and Its Basic Function.
Neuropsychopharmacology, 381), Article 1. https://doi.org/10.1038/npp.2012.112

Nilsson, E. E., Sadler-Riggleman, I, & Skinner, M. K. (2018). Environmentally induced

31


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

epigenetic transgenerational inheritance of disease. Environmental Epigenetics,
4(2), dvy016. https://doi.org/10.1093/eep/dvy016

Nilsson, E. E, & Skinner, M. K. (2015). Environmentally Induced Epigenetic
Transgenerational Inheritance of Reproductive Diseasel. Biology of
Reproaduction, 936), 145, 1-8. https://doi.org/10.1095/biolreprod.115.134817

Nilsson, E., King, S. E., McBirney, M., Kubsad, D., Pappalardo, M., Beck, D., Sadler-
Riggleman, I, & Skinner, M. K. (2018). Vinclozolin induced epigenetic
transgenerational inheritance of pathologies and sperm epimutation biomarkers
for specific diseases. PloS One, 138), e0202662.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0202662

Ober, C., & Vercelli, D. (2011). Gene-environment interactions in human disease:
Nuisance or opportunity? 7rends in Genetics: TIG, 273), 107-115.
https://doi.org/10.1016/j.tig.2010.12.004

O'Geen, H., Echipare, L., & Farnham, P. J. (2011). Using ChIP-Seq Technology to
Generate High-Resolution Profiles of Histone Modifications. Methods in
Molecular Biology (Clifton, N.J,) 791 265-286. https://doi.org/10.1007/978-1-
61779-316-5_20

Onder, O, Sidoli, S, Carroll, M., & Garcia, B. A. (2015). Progress in epigenetic histone
modification analysis by mass spectrometry for clinical investigations. Expert
Review of Proteomics, 145), 499-517.
https://doi.org/10.1586/14789450.2015.1084231

Pajares, M. J., Alemany-Cosme, E., Gofii, S., Bandres, E., Palanca-Ballester, C., &
Sandoval, J. (2021). Epigenetic Regulation of microRNAs in Cancer: Shortening
the Distance from Bench to Bedside. /nternational Journal of Molecular Sciences,
2214), 7350. https://doi.org/10.3390/ijms22147350

Pang, T. Y. C, Short, A. K, Bredy, T. W.,, & Hannan, A. J. (2017). Transgenerational
paternal transmission of acquired traits: Stress-induced modification of the
sperm regulatory transcriptome and offspring phenotypes. Current Opinion in
Behavioral Sciences, 14, 140-147. https://doi.org/10.1016/j.cobeha.2017.02.007

Pavlinkova, G., Margaryan, H., Zatecka, E., Valaskova, E., Elzeinova, F., Kubatova, A,
Bohuslavova, R, & Peknicova, J. (2017). Transgenerational inheritance of
susceptibility to diabetes-induced male subfertility. Scientific Reports, /1), 4940.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-05286-0

Peschansky, V. J., & Wahlestedt, C. (2014). Non-coding RNAs as direct and indirect
modulators of epigenetic regulation. Epigenetics, ), 3-12.
https://doi.org/10.4161/epi.27473

Petryk, N., Dalby, M., Wenger, A, Stromme, C. B, Strandsby, A., Andersson, R., & Groth,
A. (2018). MCM2 promotes symmetric inheritance of modified histones during

32


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

DNA replication. Science (New York N.Y.) 3616409), 1389-1392.
https://doi.org/10.1126/science.aau0294

Pillai, S., & Chellappan, S. P. (2009). ChIP on chip assays: Genome-wide analysis of
transcription factor binding and histone modifications. Methods in Molecular
Biology (Clifton, N.J,), 623 341-366. https://doi.org/10.1007/978-1-569745-190-

123
Pilu, R. (2011). Paramutation: Just a Curiosity or Fine Tuning of Gene Expression in the
Next Generation? Current Genomics, 124), 298-306.

https://doi.org/10.2174/138920211795860099

Pilu, R. (2015). Paramutation phenomena in plants. Seminars in Cell & Developmental
Biology, 44, 2-10. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2015.08.015

Rehan, V. K, Liu, J., Sakurai, R, & Torday, J. S. (2013). Perinatal nicotine-induced
transgenerational asthma. American Journal of Physiology - Lung Cellular and
Molecular Physiology, 308(7), L501-L507.
https://doi.org/10.1152/ajplung.00078.2013

Reverdn-Gomez, N, Gonzdlez-Aguilera, C., Stewart-Morgan, K. R,, Petryk, N,, Flury, V.,
Graziano, S, Johansen, J. V., Jakobsen, J. S, Alabert, C., & Groth, A. (2018).
Accurate Recycling of Parental Histones Reproduces the Histone Modification
Landscape during DNA Replication. Molecular Cel, 722), 239-249.e5.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.08.010

Rong, D., Sun, G.,, Wu, F., Cheng, Y., Sun, G., Jiang, W.,, Li, X,, Zhong, Y., Wu, L., Zhang, C,,
Tang, W., & Wang, X. (2021). Epigenetics: Roles and therapeutic implications of
non-coding BRNA modifications in human cancers. Molecular Therapy. Nucleic
Acids, 25, 67-82. https://doi.org/10.1016/j.omtn.2021.04.021

Rossetto, D., Avvakumov, N., & Co6té, J. (2012). Histone phosphorylation. Epigenetics,
710), 1098-1108. https://doi.org/10.4161/epi.21975

Sanabria, M., Cucielo, M. S., Guerra, M. T., Dos Santos Borges, C., Banzato, T. P,,
Perobelli, J. E, Leite, G. A. A,, Anselmo-Franci, J. A, & De Grava Kempinas, W.
(2016). Sperm quality and fertility in rats after prenatal exposure to low doses of
TCDD: A three-generation study. Reproductive Toxicology (Elmsfora. N.Y.) 65,
29-38. https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2016.06.019

Saze, H. (2008). Epigenetic memory transmission through mitosis and meiosis in
plants. Seminars in Cell & Develoomental Biology, 196), 527-536.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2008.07.017

Seisenberger, S., Andrews, S., Krueger, F., Arand, J., Walter, J., Santos, F., Popp, C.,
Thienpont, B., Dean, W., & Reik, W. (2012). The dynamics of genome-wide DNA
methylation reprogramming in mouse primordial germ cells. Molecular Cell,
486), 849-862. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2012.11.001

33


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

Skinner, M. K. (2008). What is an Epigenetic Transgenerational Phenotype? F3 or F2.
Reproductive Toxicology (EImsfora, N.Y) 2501), 2-6.
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2007.09.001

Stener-Victorin, E., & Deng, Q. (2021). Transmission of Polycystic Ovary Syndrome via
Epigenetic Inheritance. T7rends in Molecular Medicine, 2A8), 723-724.
https://doi.org/10.1016/j.molmed.2021.05.005

Stephens, K. E., Miaskowski, C. A, Levine, J. D, Pullinger, C. R., & Aouizerat, B. E. (2013).
Epigenetic Regulation and Measurement of Epigenetic Changes. Biological
Research for Nursing, 54), 373-381.
https://doi.org/10.1177/1099800412444785

Suter, C. M., & Martin, D. I. K. (2010). Paramutation: The tip of an epigenetic iceberg?
Trends in Genetics : TIG, 26(1), 9-14. https://doi.org/10.1016/j.tig.2009.11.003

Tertiary sSiRNAs mediate paramutation in C. elegans—PubMed. (n.d.). Retrieved July
10, 2023, from https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/25811365/

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). (1976). Bulletin of the World Health
Organization, 54(2), 129-139.

Tracey, R.,, Manikkam, M., Guerrero-Bosagna, C., & Skinner, M. K. (2013). Hydrocarbons
(jet fuel JP-8) induce epigenetic transgenerational inheritance of obesity,
reproductive disease and sperm epimutations. Reproductive Toxicology
(Elmsforad, N.Y.) 36,104-116. https://doi.org/10.1016/|.reprotox.2012.11.011

Uchida, S., & Bolli, R. (2018). Short and Long Noncoding RNAs Regulate the Epigenetic
Status of Cells. Antioxidants & Redox Signaling, 299), 832-845.
https://doi.org/10.1089/ars.2017.7262

van Otterdijk, S. D., & Michels, K. B. (2016). Transgenerational epigenetic inheritance in
mammals: How good is the evidence? The FASEB Journal, 30(7), 2457-2465.
https://doi.org/10.1096/fj.201500083

Varkonyi-Gasic, E., Wu, R., Wood, M., Walton, E. F., & Hellens, R. P. (2007). Protocol: A
highly sensitive RT-PCR method for detection and quantification of microRNAs.
Plant Methods, 31), 12. https://doi.org/10.1186/1746-4811-3-12

Wang, L., Zhang, J., Duan, J., Gao, X, Zhu, W., Lu, X,, Yang, L., Zhang, J., Li, G., Ci, W., Li,
W., Zhou, Q., Aluru, N, Tang, F., He, C., Huang, X., & Liu, J. (2014). Programming
and inheritance of parental DNA methylomes in mammals. Ce/, 7574), 979-991.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.04.017

Wei, Y., Yang, C.-R., Wei, Y.-P., Zhao, Z.-A, Hou, Y., Schatten, H., & Sun, Q.-Y. (2014).
Paternally induced transgenerational inheritance of susceptibility to diabetes in
mammals. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 1715), 1873-1878. https://doi.org/10.1073/pnas. 1321195111

Wolstenholme, J. T., Edwards, M., Shetty, S. R. J.,, Gatewood, J. D., Taylor, J. A, Rissman,

34


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

E. F., & Connelly, J. J. (2012). Gestational Exposure to Bisphenol A Produces
Transgenerational Changes in Behaviors and Gene Expression. Endocrinology,
15638), 3828-3838. https://doi.org/10.1210/en.2012-1195

Yao, Q, Chen, Y., & Zhou, X. (2019). The roles of microRNAs in epigenetic regulation.
Current Opinion n Chemical Biology, 57 n-17s.
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2019.01.024

Zhao, Z., & Shilatifard, A. (2019). Epigenetic modifications of histones in cancer.
Genome Biology, 20(1), 245. https://doi.org/10.1186/s13059-019-1870-5

Zhu, J.-K. (2009). Active DNA Demethylation Mediated by DNA Glycosylases. Annua/
Review of Genetics, 43,143-166. https://doi.org/10.1146/annurev-genet-102108-

134205

35


https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD
https://www.zotero.org/google-docs/?V4i6nD

3. Imprimarea genomica si reprogramarea epigenetica

Cornelia Braicu', Oana Zanoaga', loan Berindan-Neagoe'
'Centrul de Cercetdri pentru Genomicéd Functionald, Biomedicind si Medicind Translational,
Universitatea de Medicina si Farmacie "luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Romania

Introducere

Modelarea genomica si reprogramarea epigenetica sunt procese interconectate
care implica stabilirea si mentinerea unor markeri epigenetici specifici pentru a regla
modelele de expresie genica in timpul dezvoltarii si diferentierii celulare. Perturbarile
acestor procese pot avea consecinte semnificative asupra dezvoltarii normale si pot
contribui la diferite boli si tulburdri. Intreruperile in modelarea genomicd si
reprogramarea epigenetica sunt observate in diferite tipuri de cancer si pot contribui
la initierea, progresia si rezistenta la terapie a tumorii. Studierea acestor procese in
celulele canceroase oferd perspective asupra mecanismelor care stau la baza
oncogenezei si poate duce la dezvoltarea de noi strategii terapeutice care vizeaza
epigenomul.

3.1. Modelarea genomica - istoric

De la aceste descoperiri initiale, au fost efectuate cercetari ample pentru a
descoperi principalele mecanisme si semnificatia functionala a amprentarii genomice
si a reprogramarii epigenetice. S-a constatat ca este larg raspandita la mamifere si
joaca roluri cruciale in dezvoltarea embrionargd, functia placentara si cresterea
postnatala. Modificarile In modelare au fost, de asemenea, identificate la om, subliniind
importanta amprentdrii genomice in sdndtatea si bolile umane (Plasschaert si
Bartolomei, 2014; Tucci et al., 2019).

De la descoperirea modelarii genomice, s-au facut progrese semnificative in
intelegerea mecanismelor epigenetice care controleaza expresia genelor specifice
parentale. Aceste mecanisme implica metilarea ADN-ului, modificari ale histonelor si
ARN-uri non-codificatoare, care regleaza colectiv inhibarea sau activarea genelor
modelate (Ferguson-Smith & Bourc'his, 2018).

Modelarea genomica este un fenomen epigenetic care are ca rezultat expresia
diferentiala a genelor in functie de originea lor parentald. Aceasta implicd marcarea
sau "modelarea" anumitor gene in timpul formarii gametilor, unde anumite regiuni ale
ADN-ului sunt modificate chimic fard a modifica secventa ADN in sine (Macdonald,
2012).

La mamifere, anumite gene sunt marcate cu modificari epigenetice in timpul
gametogenezei, iar aceste semne sunt mentinute in celulele somatice pe tot parcursul
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vietii unui individ. Genele modelate sunt exprimate dintr-o singura aleld (fie alela
mostenitd matern, fie patern), in timp ce cealaltd aleld este suprimaté. Aceasta expresie
monoalelica poate duce la dezechilibre de dozare ale produselor genetice, ceea ce
duce la efecte fenotipice specifice (Barlow & Bartolomei, 2014).

Modelarea are loc prin adaugarea unor markeri chimici, cum ar fi grupérile
metil, la molecula de ADN sau modificarea proteinelor asociate denumite histone.
Aceste semne servesc ca etichete epigenetice care pot influenta expresia genelor. La
mamifere, modelarea are loc in primul rand intr-o maniera specifica sexului, cu diferite
seturi de gene imprimate in spermatozoizi si ovule.

Procesul de modelare este stabilit in timpul gametogenezei, cu stabilirea
diferitelor modele in liniile germinale masculine si feminine. Aceasta implica stergerea
modelelor preexistente in celulele germinale primordiale si stabilirea de noi amprente
in timpul gametogenezei. Modelele sunt apoi mentinute pe tot parcursul dezvoltarii, iar
efectele lor pot fi observate in diferite tesuturi si organe (Edgy & Flint, 2011).

Genele modelate apar de obicei in clustere sau regiuni cunoscute sub numele
de regiuni de control ale modelarii (ICR). Aceste ICR contin elemente care controleaza
expresia genelor modelate vecine.Modelele acestor regiuni sunt de obicei sterse si
resetate in embrionul in curs de dezvoltare si apoi restabilite in celulele germinale ale
generatiei urmatoare (Plasschaert & Bartolomei, 2014).

In general, modelarea genomicé este un proces complex Si strict reglementat
care joaca un rol critic in reglarea expresiei genelor in timpul dezvoltarii si are implicatii
pentru sanatatea si bolile umane. Contribuie la diversitatea si complexitatea functiilor
celulelor si organismelor, permitand genelor sa fie exprimate diferentiat in functie de
originea lor parentald (Moore et al.,, 2015).

Modelarea genomica este mostenirea granitelor mendeliene (Bayrami &
Spiroski, 2016). Multe dintre bolile mostenite si dezvoltarea umanaincalcé aceasta lege
a mostenirii, care descrie principiile alelelor dominante si recesive care se separa intr-
0 maniera previzibila de la parinti la descendenti (Bayrami & Spiroski, 2016). Consecinta
modelarii genomice o reprezinta faptul ca anumite gene sunt exprimate exclusiv din
alela maternd sau paternd, rezultdnd expresia monoalelicd. Aceastd expresie
monoalelica poate avea efecte semnificative asupra dezvoltarii, decarece poate duce
la diferente in dozarea genelor si poate influenta expresia genelor modelate implicate
in crestere, metabolism si comportament (Moore et al, 2015). Tulburarile de
modelarare pot aparea atunci cand stabilirea, intretinerea sau stergerea normala a
modelelor este intrerupta. Exemple de tulburéari de modelare la om includ sindromul
Beckwith-Wiedemann si sindromul Angelman, care se caracterizeaza prin diferite
anomalii de dezvoltare.
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3.2. Reprogramarea epigenetica

Reprogramarea epigenetica se refera la stergerea si restabilirea semnelor
epigenetice, inclusiv modelele de metilare a ADN-ului si modificarile histonelor, in
timpul etapelor specifice de dezvoltare. Apare in dezvoltarea embrionaréa timpurie, in
special in timpul formarii celulelor germinale (precursori ai spermatozoizilor si celulelor
ou) si, de asemenea, in ovulul fertilizat dupa fuziunea spermatozoizilor si a ovulului.

In timpul reprogramarii epigenetice,markerii epigenetici existenti sunt stersi, iar
celulele suferd o resetare globald a starii lor epigenetice. Aceasta reprogramare este
esentiald pentru dobandirea totipotentei, unde celulele au potentialul de a se diferentia
in orice tip de celula. Aceasta permite stabilirea unei noi perspective epigenetice care
ghideaza diferentierea si dezvoltarea ulterioara a diferitelor linii celulare.

Reprogramarea epigenetica implica procese precum demetilarea ADN-ului,
modificari ale histonelor si remodelarea structurii cromatinei. Esecul sau anomaliile in
acest proces de reprogramare pot duce la anomalii de dezvoltare si boli.

In general, modelarea genomic& Si reprogramarea epigeneticd sunt procese
interconectate care contribuie la reglarea expresiei genelor, diferentierea celulara si
dezvoltarea. Acestea ofera mecanisme pentru ca celulele sa mosteneasca si sa
transmita informatii epigenetice intr-o manierd care poate influenta modelele de
expresie genica pe tot parcursul vietii unui individ.

Factorii de mediu, cum ar fi expunerea la anumite substante chimice sau toxine,
pot influenta reglarea epigenetica a genelor imprimate. Aceste expuneri la mediu pot
duce la modificarea modelelor de metilare a ADN-ului si la intreruperea modelarii,
crescand potential riscul de dezvoltare a cancerului (Tiffon, 2018).

Reglarea epigenetica prin modelare este vitala pentru modelele adecvate de
expresie a genelor in timpul dezvoltarii si maturitatii. Perturbarile acestor modele pot
duce la diverse tulburéri genetice si anomalii de dezvoltare. Intelegerea procesului de
modelare epigenetica oferd informatii valoroase despre complexitatea reglarii si
mostenirii genelor, contribuind la cunostintele noastre despre biologie si sanatate.

3.3. Interactiunea dintre modelarea genomica si reprogramarea epigenetica in
cancer

Intreruperea model&rii genomice sireprogramarea epigenetica pot avea implicatii
in diferite boli, inclusiv cancerul.

Studierea modelarii genomice si a reprogramarii epigenetice in contextul
cancerului ofera perspective asupra mecanismelor care stau la baza tumorigenezei,
identifica potentialii markeri de diagnostic si prognostic si oferé oportunitati pentru
dezvoltarea de noi strategii terapeutice bazate pe epigenetica.
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Genele modelate au adesea regiuni metilate diferentiat (DMR), unde modele de
metilare a ADN-ului sunt distincte intre alelele materne si paterne. Metilarea ADN-ului la
aceste DMR este stabilita in timpul gametogenezei si mentinuta dupa fertilizare. Prin
urmare, metilarea ADN-ului este un semn epigenetic cheie implicat in modelarea
genomica (Choufani et al., 2011).

NAP1L5 (Nucleosome Assembly Protein 1Like 5) si ZNF597 (Zinc Finger Protein
597) sunt doud gene care au fost propuse ca noi gene modelate candidate in studii
recente(Choufani et al,, 2011; Wang et al., 2022) Studiul a analizat modelele de metilare
a ADN-uluiin probele de placentd umana si a gasit dovezi ale metilarii diferentiale intre
alelele mostenite matern si patern la locusul NAP1L5, sugerand modelarea genomica

Un studiu recent a efectuat o analiza cuprinzatoare a genelor modelate Tn
tesuturile embrionare si fetale umane si a identificat ZNF597 ca o potentiald gend noua
modelatd (Yamazawa et al,, 2021). Studiul a raportat modele diferentiale de metilare a
ADN-ului la locusul ZNF597, indicand o posibila expresie specifica alelei parentale
(Choufani et al.,, 2011; Yamazawa et al,, 2021). Pierderea modelului genomic ZNF597
determina intarzierea cresterii prenatale si caracteristici dismorfice, acest lucru va
avea implicatii clinice importante, fiind legat de sindromul Silver-Russell (Yamazawa et
al,, 2021).

Tabelul 1. Un exemplu de gena imprimata implicata in boala umana

capului si gatului

Nr. Gena Boala Observare Ref
1 PNAILS Boala Alzheimer Biomarker potential si tinta (Wang et al,
pentru diagnostic si tratament 2022)
2 ZNF597 Sindromul Silver- Screening prenatal (Yamazawa et al,,
Russell 2021)
3 PEG3, MEST si Cancer mamar, Utilizarea potentiala ca (Kim et al,, 2015)
GNAS pulmonar si ovarian biomarkeri ai cancerului
4 HM13 Cancer mamar Supraexprimata in cancer (Goovaerts et al,,
2018)
5 NDN cancer ovarian gena supresoare tumorala (Yang et al, 2016)
6 KCNQT, KCNQ1OT1 Cancer mamar Biomarkeri potentiali (Fuetal,2022)
si PHLDA2
7 IGF2, PEG3-AS si carcinom cu celule Selectarea medicamentuluiin (Hsu et al, 2016)
CPA scuamoase la nivelul | chimioterapie




3.3.1. Pierderea modelului (LOI)

Pierderea modelului genomic (LOI) se refera la perturbarea modelelor normale
de expresie genetica specifica alelei parentale observate in genele modelate. In mod
normal, genele modelate prezintd expresie monoalelica, doar o alela parentald fiind
activa, in timp ce cealaltd este suprimata epigenetic. LOl apare atunci cAnd ambele
alele ale unei gene modelate devin active sau cand alela inactiva este exprimata
anormal. LOI poate aparea datoritd mai multor mecanisme, inclusiv modificari ale
metilarii ADN-ului, mutatii genetice sau modificari ale marcilor epigenetice care
regleaza expresia genelor modelare. LOI poate afecta gene specifice modelate sau
poate aparea la nivel global, afectand mai multi loci amprentati.

LOI'in genele modelate a fost asociata cu dezvoltarea si progresia cancerului.
Expresia modificatd a genelor modelate poate afecta procesele celulare critice, cum
ar fi cresterea celulard, apoptoza si repararea ADN-ului, contribuind la tumorigeneza.
LOI a fost raportata in diferite tipuri de cancer, inclusiv cancerul colorectal, tumora
Wilms si cancerul de sén, printre altele(Cui et al., 1998; Jelinic & Shaw, 2007)

Genele modelate pot actiona ca supresoare tumorale sau oncogene. LOI sau
metilarea aberanta a ADN-ului la locii genelor modelate poate duce la dereglarea lor.
De exemplu, LOI a genei factorului de crestere asemanator insulinei 2 (IGF2), o gena
modelata exprimata patern, a fost asociatd cu mai multe tipuri de cancer, inclusiv
cancerul colorectal, hepatic si pulmonar (Livingstone, 2013). Modificarea expresiei
genelor modelate poate perturba functiile celulare normale, cum ar fi controlul cresterii
celulare, apoptoza si repararea ADN-ului, contribuind la dezvoltarea cancerului
(Livingstone, 2013).

LOI a H19 poate aparea din cauza modificarilor epigenetice in regiunile de
reglementare care controleaza expresia genelor modelate. In mod specific, alterari ale
profilelor de metilare a ADN-ului al DMR asociate cu H19 pot perturba semnele
normale de modelare, ducand la pierderea expresiei genelor specifice alelei
(Srivastava et al,, 2000). Genele H19 si IGF2 impartdsesc o regiune de reglementare
cu actiune cis situata anterior de gena H19, cunoscuta sub numele de regiunea de
control a modelarii 1 (ICR1) sau DMR. Aceasta regiune joaca un rol critic in reglarea
expresiei monoalelice a H19 si IGF2 in celulele normale. ICR1/DMR actioneaza ca un
comutator epigenetic care determina daca H19 sau IGF2 este exprimat din alela
paterna sau, respectiv, materna. ICR1/DMR este metilat diferentiat si prezintd modele
de metilare a ADN-ului specific alelei (Srivastava et al.,, 2000).

Pe alela paterng, ICR1/ DMR este metilat, ceea ce duce la reducerea la tacere
a expresiei H19.1n acelasi timp, starea metilata a ICR1/ DMR actioneaza ca un izolator,
impiedicand raspandirea activitatii potentiatorului de la gena IGF2 la H19. Pe alela
maternd, ICR1/ DMR este nemetilat, permitdand legarea factorilor specifici de
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transcriptie si activarea expresiei H19. Starea nemetilata a ICR1/ DMR permite, de
asemenea, interactiunea potentiatorilor cu promotorul H19, regland expresia acestuia.
Regiunea de reglementare comuna anterior de H19 guverneaza astfel expresia
reciproca a H19 si IGF2 intr-un mod specific. Starea de metilare a ADN-ului ICR1/DMR
actioneaza ca un semn epigenetic critic care determina modelul de expresie specific
alelei acestor gene (Srivastava et al., 2000).

LOI a genei SNRPN (polipeptida N a ribonucleoproteinei nucleare mici) este un
fenomen bine documentat observat in anumite tipuri de cancer. SNRPN este o gena
modelata localizata pe cromozomul 15911-q13 si este implicata in dezvoltarea si
functionarea normala a creierului. In celulele normale, SNRPN prezintda un model de
expresie specific, alela paterna fiind activa si alela materna fiind suprimata. Aceasta
expresie monoalelica este reglatd de marcajele de metilare a ADN-ului in regiunea de
control a modelarii SNRPN (ICR). Expresia normald specifica alelei SNRPN este
intrerupta si apare expresia bialelica a genei, ceea ce inseamna ca atat alelele materne,
cat si cele paterne sunt active. Acest lucru poate rezulta din modificari epigenetice,
cum ar fi modificarile de metilare a ADN-ului, la SNRPN ICR.

LOI a SNRPN a fost raportat in mai multe tipuri de cancer, inclusiv tumora
Wilms, cancerul colorectal si carcinomul hepatocelular. Expresia bialelica a SNRPN in
aceste tipuri de cancer poate contribui la procesele celulare anormale si poate avea
un impact potential asupra dezvoltarii si progresiei tumorii (Shen et al,, 2020).

Consecintele SNRPN LOI'in cancer sunt inca elucidate, dar studiile au sugerat
ca dereglarea expresiei SNRPN poate afecta cresterea, proliferarea si apoptoza
celulara. In plus, SNRPN LOI poate influenta expresia altor gene modelate in regiunea
15g11-g13, cum ar fi genele UBE3A si GABRB3, care pot contribui in continuare la
procesul tumorigen (Hogart et al., 2007).

Mecanismele care stau la baza SNRPN LOI nu sunt inca pe deplin intelese. Cu
toate acestea, modificarile modelelor de metilare a ADN-ului la SNRPN ICR, posibil
influentate de factori genetici sau de mediu, au fost implicate in intreruperea modelarii
si dereglarea expresiei SNRPN in cancer (Dong et al., 2017).

Concluzie

Intreruperile In modelarea genomica Si reprogramarea epigenetica sunt
observate in diferite tipuri de cancer si pot contribui la initierea, progresia si rezistenta
la terapie a tumorii. Studierea acestor procese in celulele canceroase ofera
perspective asupra mecanismelor care stau la baza oncogenezei si poate duce la
dezvoltarea de noi strategii terapeutice care vizeaza epigenomul.

Sunt necesare cercetari suplimentare pentru a descoperi genele specifice
modelate si modificarile epigenetice care conduc la diferite tipuri de cancer si pentru
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a dezvolta terapii tintite care exploateaza aceste anomalii epigenetice pentru
imbunatatirea diagnosticului si tratamentului cancerului.
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4. Influenta mediului asupra controlului epigenetic
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Introducere

In acest capitol vom descrie influenta mediului asupra controlului epigenetic al
diferitelor boli. Mediul inconjurator reprezinta toti factorii exteriori care pot influenta o
celuld, un tesut sau un organism. Cei mai studiati factori de mediu care influenteaza
modificarile epigenetice sunt metalele, poluarea aerului, benzenul, poluantii organici si
radiatiile electromagnetice (Baccarelli & Bollati, 2009). Recent, s-a descoperit cé alti
factori de mediu influenteaza epigenomul, stresori psihosociali, comportamente si
nutritie. Nagy et al au discutat efectul factorilor de mediu asupra modificarilor
epigenetice si au concluzionat ca aparitia modificarii epigenetice cauzate de acesti
factori este influentatéd de timpul si durata expunerii si, de asemenea, ca aceste
modificari pot fi transmisa generatiei urméatoare (Nagy & Turecki, 2015). Aceasta
transmitere transgenerationald a modificarilor epigenetice este bine sustinuta in
modelele animale (Aiken, Tarry-Adkins & Ozanne, 2016; Berger, 2012; Pang & Curran,
2012; Whitelaw & Whitelaw, 2008), inca la om este dificil de observat si evaluat.

Un alt factor important de mediu care influenteaza schimbarile epigenetice
este nutritia; Acest factor ne influenteaza viata de la gestatie pana la moarte si are un
impact mare asupra sanatatii noastre (Argente, Mehls & Barrios, 2010). De asemenea,
un numar mare de cercetari au fost dedicate influentei stresului sau traumei asupra
schimbérilor epigenetice si a bolilor (S. Jiang, Postovit, Cattaneo, Binder & Aitchison,
2019; Yao et al, 2017). Figura 1 prezinta toti factorii de mediu care influenteaza
principalele modificari epigenetice care pot provoca boli sau modificari ale fenotipului
organismului.

Dupa cum se poate observa in figura 1, principalele tipuri de modificari
epigenetice care pot fi afectate de factorii de mediu sunt metilarea ADN-ului,
modificarea histonelor si ARN-urile non-codificatoare. In ceea ce priveste metilarea
ADN-ului, expunerea chimicg, dieta, stresul sau toxinele pot modifica modelul de
metilare a ADN-ului care, la randul sau, poate influenta expresia genelor specifice.
Poluarea, dieta sau modificarile hormonale pot modifica acetilarea si metilarea
histonelor, care, la randul lor, pot influenta expresia diferitelor gene prin afectarea
modului in care ADN-ul este infasurat in jurul histonelor.
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Figura 1. Principalii factori de mediu care influenteaza modificarile epigenetice.
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in cele din urma, expresia ARN-urilor non-codificatoare poate fi afectatd de
toxine, dieta sau stres, afectand astfel expresia genelor reglate de ARN-urile non-
codificatoare afectate.

4.1. Factori chimici si fizici de mediu

Este bine cunoscut faptul cd modificarile epigenetice sunt influentate de
expunerea la diferite substante chimice, poluare, metale si radiatii (Baccarelli & Bollati,
2009). Aici vom prezenta mai multe studii care descriu influenta factorilor chimici si de
mediu asupra markerilor epigenetici.

ARN-urile non-codificatoare sunt un marker epigenetic bine cunoscut care
influenteaza expresia diferitelor gene care pot afecta bolile. Tani et al au observat cg,
prin expunerea celulelor renale si hepatice la diferite substante chimice sau radiatii UV,
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expresia ARN-ilor necodificatoore specific (GAS5, IDI2-AS1 si SNHG15) este afectata
si acest lucru activeaza moartea celulelor (Tani & Torimura, 2015). Un studiu a descris
efectul doxorubicinei asupra raspunsului transcriptional al genei p53, prin exprimarea
INcARN-p21 (Saxena & Carninci, 2011). Huarte et al au observat, de asemenea, ca
IncARN-uri specifice sunt activate in reprimarea genei p53 (Huarte et al, 2010).
Urmatoarele IncARN, MIR22HG, GABPB-AS1, LINC00152, IDI2-AS1, SNHG15 si
FLJ33630, s-au dovedit a raspunde la factorii de stres chimici din celulele Hela-Tet
(Dan, Onuma, Ito & Torimura, 2014). Ligario si colaboratorii au aratat ca, in prezenta
diferitilor mutageni (benzo(a)piren diol epoxid, nitroimidazoli, fluoreni, naftaling,
morfolind, stilbene, hidroxilamine, fecapentene, 1-etil-1-nitrozouree si  4-
nitrozomorfelind) proteina DICER poate forma un complex mai stabil cu mutageni
decét cu substratul sau natural, ARN scurt dublu catenar, afectand astfel sinteza
micro-ARN-ului si inducand modificari epigenetice (Ligorio, Izzotti, Pulliero & Arrigo,
2011).

Alti factori chimici de mediu care s-au dovedit a afecta epigenomul sunt
metalele grele. Mai multe studii au identificat efectul diferitelor metale grele asupra
factorilor epigenetici. Zhang si colaboratorii au observat ca soarecii hraniti cu orez
contaminat cu cadmiu prezinta concentratii mai mari de cadmiu renal si hipermetilarea
promotorului mai multor gene, inclusiv CAS8 si IL-1B, gene legate de apoptoza si
inflamatie, In timp ce gena liniei medii 1 (gena implicatd in neurodezvoltare) este
hipometilata (S. N. Zhang et al., 2023). De asemenea, s-a observat cd expunerea pe
termen lung la cadmiu poate duce la probleme cognitive si ca cadmiu interactioneaza
cu Axa Gm10532/mBA/FIS1, care determina functia mitocondriala (Deng et al.,, 2023).
Existd o multime de studii care coreleazd expunerea la metale cu modificarile
epigenetice la om, atéat clinice, cat si /n vitro sau /in vivo. Unele dintre studiile clinice
privind modificarile epigenetice legate de expunerea la metale la nou-nascuti sunt
prezentate in Tabelul 1,in timp ce studiile /n vitro si in vivo sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 1. Studii care discutd expunerea la metale si modificérile epigenetice la nou-néscuti; (hmC, 5-
hidroximetilcitozind;, 5mC, 5-metilcitozing; /MC, indice de masa corporald; crea, creatinind; DMP, pozitii
metilate diferential, GV, sdptaména gestationald; NHBCS, Studiul de cohortd de nastere din New
Hampshire; RICHS, Studiul privind sanatatea copilului din Rhode Island)

Ref Proba z Metal Concentratie Principalele constatari
biologica

Mediana (p25-p75)
sau media = DS

Modificari globale ale metilarii ADN-ului

(Weyde et Sénge 17-18 GW Ca 2,23 + 3,07 ug/ml - valori crescute sau
al, 2021 matern, scazute de 5mC la nou-
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652 CD 0,28 + 0,26 pg/ml nascut cu cresterea
Cs 2,18 + 0,71 pg/ml concentratiei de Hg si Se
Co 021+ 022 ug/ml - Concentratia de Co a fost
asociata cu niveluri de 5
Cu 1462 + 245 pg/ml e
Hg 147 +1,04 pug/ml
Mg 27,5 + 3,12 mg/ml
Mn 10,5+ 7,81 ug/ml
Lu 125 +4,95 ug/ml
Se 94,7 +18,0 ug/ml
Pb 9,07 + 9,04 ug/ml
Zn 4677 + 826 pg/ml
J. Park Sange 12-20GW | Pb 13.04 (3.90-90.95) 11 DMP au fost asociate cu
Kim, Kim matern, pg/La concentratii de Pb la baieti
Kim & Won, | 364 28-42 GW 12.47 (120-62.19) - DMP a prezentat
2021 pg/La hipometilare
Sangele nastere 9.13(3.00-26.12) yg/La
din
cordonul
ombilical
(Kennedy et | Placenta, nastere Cu 847,1(602-2428,5) - 9 DMR au fost asociate
al,. 2020 NHBCS: ng/g cu concentratiide Cu
306
RICHSI: 141 880,1(623,1-26435) - Genele zincfinger au fost
ng/g supra reprezentate in
aceste DMR
(Montrose Sange 24 hdela Pb 0,78 + 0,85 pg/di - Hipometilarea ADN-ului in
etal. 2020 neonatal, nastere 33 de situsuri CpG a fost
96 asociatd cu concentratii de
Pb
Montes- Urina nastere Ca 22.94 (14.76-36.32) - Hipermetilarea LINE-1a
Castro et materna, Jg/g creaa fostlegata de As siHg la
al. 2019 181 Cu 32.25 (21.18-47.67) concentratii mai mici de Zn
hg/g creaa - Hipermetilarea LINE-1a
Hg 16.44 (9.54-28.56) fost asociata cu
ug/g creaa concentratii de Mn la
Mn 4.10 (3.00-6.63) ug/g | concentratii mici de Cu
creaa
Lu 36.37 (25.63-51.10)
Jg/g creaa
Pb 2.97 (2.04-5.84) ug/g
creaa
Se 37.35 (33.44-69.49)
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Jg/g creaa

Zn 579.75 (360.43-
875.29) pg/g creaa
(Todd M. Placenta, nastere CD 313 (2,67 ng/g - Concentratiile de cadmiu
Everson et NHBCS: au fost asociate cu
al, 2017 343 hipermetilarea a 17 situsuri
RICHS: 141 437 (2,71 ng/g CpG
(Cowley et | Sange 12 GW CD 0,16 (0,09-0,34) pg/dl | - la copiii mamelor cu
al, 2018) matern, concentratii ridicate de
timp de cadmiu, au fost identificate
expunere 641DMR localizate la
mare: 10 genele implicate in functiile
timp de 0,01(0,00-0,02) ug/dl | cardiovasculare si
expunere metabolice
scazut: 10
Wu et al. Sénge 28 GW Pb 122 + 0,63 pg/dl - Concentratiile ridicate de
2017) matern, Pb au fost asociate cu
268 niveluri mai scazute de
metilare a situsurilor CpG
n randul fetelor
(Cardenas, | Sange Trimestrul | Hg 3,23(3,29) ug/g -Ocrestere dubldaHg a
Rifas- matern, 2 fost asociata cu o
Shiman 481 schimbare ridicata a
Godderis et 5mC/5hmC
al, 2017)
(Kaushalet | Urina 28-38GW | Ca 2319 (21.2) ug/g crea -concentratiile de As au
al. 2017 materna, fost asociate cu
64 hipermetilarea situsurilor
347 CpG
(Cardenas Urina 24-28 GW | Ca 0,07 (0,001-144) ug/g | - Hg si As au fost asociate
etal. 2015 materna, sinergic cu hipermetilarea
138 ADN-ului
Unghia 2 Hg 3,19 (0,34-17,9) ug/l
materna saptamani
postpartu
m
J.Z Unghie 1 Mn 0,131pénala 5,66 ug/g | ExpunerealaMn afost
Maccani infantild, 61 | saptamana asociata cu diferite modele
Koestler postpartu de metilare a 713 lociin
Houseman m placenta (legate de
etal, 2015 neurodezvoltare,
cresterea fetald si gene
legate de cancer)
(Mohanty et | Placenta, nastere CD Fete, 5,0 (< 2,0-7,0) - La fete, concentratiile
al, 2015 24 ng/g mari de cadmiu placentar
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au fost asociate cu
hipometilarea ARLY,
SIAH3, HS3574, Crot si
TP53TG1

Baiet, 2,0 (< 2,0-5,0)
ng/g

- la baieti a fost observata
hipometilarea in MECOM
si ARHGEF10si afost
identificata Ajpermetilarea
SALL1

Sen Sénge nastere Pb Scazut, <5 ug/dLb - la nepotii femeilor expuse
Heredia, matern, 35 in sarcina la concentratii
Senut, Land Sange inalts, > 5 Lg/dLb ridicate de Pb, a fost
etal, 2015 earerEl observata o modificare

transgenerationald a

modelelor de metilare
(J.Z Unghie 28 de luni Hg Scazut, 0,05 pané la Expunereala Hg a fost
Maccani, infantila, dupa 0,031ug/gc asociata cu o metilare
Koestler 192 nastere Mediu, 0,032 péanéala diferentiald a 339 de loci

Lester etal. 0,076 ug/g placentari legati de
2015) Inaltd, intre 0,077 si neurodezvoltare,

0,425 pg/ge neurogeneza Si

comportament

(Rojasetal., | Urina nastere Ca 32,57 (6,2-319,7) ug/L - concentratiile de As au

2015) materna, fost asociate cu metilarea

38 diferentiatd a 2919 gene,

majoritatea au fost
hipermetilate cand
concentratiade As a
crescut

(Broberget | Urina 8 GW Ca 66 (20-457) ug/Ld - concentratiile de As au

al, 2014) materna, 30 GW 89 (18-562) ug/Ld fost asociate in principal cu

127 hipometilarea ADN-ului la

8 si 30 GW. Asocierea mai
puternica a fost observata
la 8 GW. - o hipometilate
mai ridicata a situsuri CpG
au fost observata la baiet
decét la fete

(Sanders et | Sange nastere CD 0,44 +0,31pg/l - Concentratia de cadmiu

al,2014) matern, 17 afost asociata cu 61de
gene metilate diferite; Cele
mai multe dintre ele
hipermetilate

(Kippler et Urina 8GW Ca 68 (20-446) ug/Ld - Concentratiile de cadmiu

al. 2013 materna, au fost asociate cu o
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127 CD 0,77 (0,25-2,4) ug/Ld metilare a ADN-ului
specifica sexului
Sange 14 GW CD 1,3 (0,54-3,1) pg/kg -In réndul baietilor,
matern principalele modificari ale
metilarii ADN-ului au fost
hipermetilarea genelor
legate de moartea celulara
- hipometilarea a fost
observata mai frecventin
réndul fetelor; in genele
legate de dezvoltarea
organelor, morfologia
0soasé si mineralizare
(Koestler Urina 24-28 GW | Ca 41(18-6.6) pg/L - concentratiile de As au
Avissar- materna, fost asociate n principal cu
Whiting 134 hipermetilarea a 100
Houseman situsuri CpG in grupul cel
Karagas si mai expus la metale
Marsit
2013)
(Candetal, | Urina <28 GW Ca 101+ 26 ug/g crea - Concentratiile ridicate de
2012) materna, As au fost asociate cu
13 cresterea metilariiin LINE-1
(Pilsner et Urina nastere Ca 271+4895 ug/gcrea | -s-au observat diferentele
al, 2012 materna, in functie de sexin
101 asocierile dintre nivelurile
Sange 1,9 +£8,6 pg/L As urinare materne si
matern metilarea LINE-1.
Séngele Baieti, 16,0 + 9,9 ug/L Hipermetilarea a fost
din Fote, 163+ 6,9 g/l olbservalté la baieti si
cordonul hipometilarea la fete
ombilical
Modificari ale metilarii ADN-ului specific genei
(Yangetal, | Sangedin nastere Pb 49,88 ng/g - S-a constatat un efect
2021) cordonul semnificativ intre
ombilical, concentratiile Pb asupra
cazuri, 59 metiari WNT3A
Controale, 25,59 ng/g
18
(Zeng et al. Controale, | nastere CD 0,29 +0,51pg/l - Concentratiile Pb
2019) 118 corelate cu hipermetilarea
Cr 6,23 + 5,92 ug/l BA/Tsi hipometilarea
Mn | 512151643 g/l CTNNVAZ
Pb 3,07 £ 0,84 pg/dl
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Expuse: 101 CD 0,22 +0,21pg/l
Cr 5,90 + 3,30 pg/L
Mn 54,01+ 21,88 ug/L
Pb 7,34 +2,69 pg/dl
(Montes- Urina nastere Ca 22.94 (14.76-36.32) - Corelatia As, Pb siHg cu
Castro et materna, ug/g creaa hipermetilarea Nrf2este
al. 2019 181 Cu 3225 (21.18-47.67) dependenta de nivelul Se.
Hg/g creaa - As si Mo este asociat cu
Hg 16.44 (9.54-28.56) hipermetiarea PARP1
ug/g creaa - Mn a fost asociat cu
hipermetilarea OGG7
Mn 410 (3.00-6.63) ug/g
creaa
Lu 36.37 (25.63-51.10)
pg/g creaa
Pb 297 (2.04-5.84) ug/g
creaa
Se 37.35(33.44-69.49)
ug/g creaa
Zn 579.75 (360.43-
875.29) ug/g creaa
(Cardenas, | Sange Trimestrul | Hg 38+31ng/g - Concentratia de Hg a fost
Rifas- matern, 2 asociata cu hipometilarea
Shiman 321 in 9 situsuri CpG ale genei
Aghaetal. PON71n special la baieti
2017)
(Appleton Unghie 2,8 luni Ca 0,06 + 0,11 ug/g - Concentratiile mari de As,
Jackson infantild, dupa CcD 0,08 +0,13 pg/g Cd, Pb, Mn si Hg au fost
Karagas si 222 nastere Hg 0,07 + 0,10 pg/g asociate cu hipermetilarea
Marsit NR3CTin placenta
2017) Mn 098+28g/g -hplus, concentratiile
Pb 0,94 +21ug/g scazute de Zn au fost
7n 2996 + 7985 Lg/g asociate cu hijpermetilarea
NR3CH1
(Phookpha | Unghiile nastere Ca 152 +0,38 ug/g - concentratia de As a fost
netal. nou- corelata cu nivelurile de
2017) nascute, metilare ale: COX2, EGR1 i
control: 16 SOCS3
Expus: 55 0,12+ 0,04 ug/g
(T.M. Unghia 2,8 luni CD 0,01+ 0,02 ug/g - Concentratia de cadmiu
Everson et materna, postpartu afostinvers asociata cu
al, 2016 94 m nivelul de metilare a doua
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PCDHACT
Vidal et al. Sange 12GW CD Fete, 4,65 + 553 ng/g - Concentratia de cadmiu
2015) matern, afost asociatéd cu DMR a
319 genei PEG3, in special la
fete
Béieti, 4,43 + 6,66 ng/g | - Metilarea scdzutd a ADN-
ului laDMR PLAGL1a fost
observata in randul copiilor
a caror mama a fost
expusa la niveluri ridicate
de cadmiu si niveluri mai
scdzute de Zn siFe
(Bakulskiet | Sangedin nastere Hg 1,4 (10-2,0) ug/L Fiecare crestere cu10% a
al.2015 cordonul aconcentratiei de Hg in
ombilical, sangele din cordonul
141 ombilical a fost asociata cu
Sénge din Cu 39,7 (28,2-534) ug/dl | oreducere a procentului
cordonul Se 70,0 (62.0-78,0) pg/dl de metilare a genei
ombilical TCEANCZ
(ser)
modificari ale miARN
252 (6,2-319,7) ug/L Cresterea expresiei Let-7a,
miR-126, miR-16, miR-17,
miR-20a/miR20b, miR-
26b, miR-103, miR-454,
Urina miR107, miR-96, miR-98 a
(Rager etal., | materng, fost asociata cu expunerea
2014) 40 nastere Ca la As

Tabelul 2. Studliin vivo siin vivo care prezintd efectul expunerii la metale grele asupra tesutului hepatic

Metale
grele

Efect

Moakel in vivo

Rezultat

Ref

Plumb

Stresul oxidativ

Sobolan

Stresul oxidativ,
peroxidarea lipidelor

(Hasanein, Ghafari-
Vahed & Khodadadi,
2017; Patlolla, Barnes,
Yedjou, Velma &
Tchounwou, 2009)

Modificari
ultrastructurale

Soareci femele

Deteriorarea ADN-ului

(A.P.Singh, Goel &
Kaur, 2011, Vaziri &

Khan, 2007)
Adulti sobolani Piknoza nucleara, (Hegazy & Fouad,
albinosi organisme de incluziune 2014; Jarrar & Taib,
juxtanucleara 2012)

Femele de

disfunctie mitocondriald,

(Ma et al.. 2017)
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sobolan Wistar
(mitocondrii
hepatice)

peroxidarea lipidelor

Adulti sobolani
masculi Wistar

dilatarea ER

(Liu, Zheng, Ming,
Sun, & Cheng, 2013;
D.Liu et al, 2013)

Functiile
colesterolului
hepatic

Sobolani masculi

v

Wistar

reducerea metabolismului
colesterolului,

(Liu. Ma & Sun, 2011)

cresterea concentratiilor
plasmatice de colesterol

Functii metabolice

Soareci masculi
albinosi elvetieni

continutul de acid piruvic a
crescut, perturbarea
mecanismelor legate de
glicogen

J. Das, Sarkar & Sil,
2015)

Hiperplazie Wistar Albino celule binucleate, (Jarrar si Taib, 2012;
hepatica Sobolani hiperplazia celulelor Mohammadi et al,,
Kupffer, stresul oxidativ al 2013; Mudipalli,
hepatocitelor 2007)
Moartea celulelor Soareci femele Apoptoza (N. Singh, Kumar
Gupta & Sharma
2018)

Adulti sobolani
masculi Wistar

Stresul oxidativ

(Liu, Ma & Sun, 2012)

Cadmiu

Stresul oxidativ

Soareci

Produce daune oxidative

(Rani, Kumar, Lal &
Pant, 2014;
Renugadevi & Prabu,
2010)

Modificari Sobolan Inactivarea gruparilor tiol (Rani et al, 2014;
ultrastructurale care duce la disfunctie Rikans & Yamano,
(modificari ale mitocondriald si 2000)
nucleului si condensare in regiunea
mitocondriale) nucleolara
Sobolani O crestere anivelurilor de | (Samarghandian et
TC (colesterol total), TG al, 2015
(trigliceride), MDA si LDL -
Cinser, precumsio
reducere a nivelului HDL -
C
Hiperplazie Sobolani Administrarea cadmiuluia | (KoyU, Gokgimen,
hepatica dus la hiperplazia celulelor | Ozgiiner, Bayram &

kupffer, hepatocite umflate
etc.

Kogak, 2006;
Mantur,
Somannavarib,
Yendigeri, Das &
Goudar, 2014)




Moartea celulelor

Sobolani

Cadmiul care activeaza
aceste modificari a dus la
apoptoza celulara.

(Rani et al,, 2014; Xie
& Shaikh, 2006)

Pui si sobolani

Expunerea la cadmiu a dus
la necroza, precum sila
dilatarea sinusoidala

(Renugadevi &
Prabu, 2010; Venter,
Oberholzer, Taute,
Cummings & Bester,
2015)

Crom

Stresul oxidativ

Sobolani
Sprague-Dawley
Si hepatocite L-
02 (linie celulara
umané)

Radicalii organici sunt
formati de speciile ROS
datorita reducerii cromului.
De asemenea, cromul
restrictioneaza activitatea
complexelor lantului
respirator mitocondrial
(MRCC1si MRCC?2), ceea
ce duce la producerea
ROS.

(Patlolla et al,, 2009;
Xiao et al,, 2012)

Modificari
ultrastructurale
(modificari ale
nucleului si
mitocondriale)

Celule HepG?2
(linie celulara
umand) si
hepatocite L-02
(linie celulara
umané)

Induce disfunctia
mitocondriald, modifica
fisiunea / fuziunea
mitocondriala si provoaca
depolarizarea membranei
mitocondriale

(H.Zhang et al, 2017;
Y. Zhang et al., 2019;
Y. Zhang et al,, 2017,
Zhong, da Silveira e

S4 & Zhong, 2017)

Functiile
colesterolului
hepatic

capra

S-a observat ca nivelurile
scazute de crom duc la
niveluriridicate de
colesterol si trigliceride; a
fost observatd, de
asemenea, 0 scadere a
lipoproteinelor cu
densitate mare (HDL).
Genele SCD1 (stearoyl-
CoA) silipoprotein lipaza
(LPL) au prezentat o
usoard reglare. Putine alte
gene, cum ar fi fACC1, LEP,
FABP4, HSL, DGAT i
FAS, au prezentat o
usoard scadere a expresiei
lor.

(Ngala, Awe & Nsiah
2018

Functii metabolice

Orechromis spp.

Rezultatele au aratat ca
concentratia de glicogen
din ficat a scazut.

(Abbas & Ali, 2007)

Sobolani Wistar

Concentratia de glicogen a
scazut datorita adaugarii

(Acharya, Mehta

Krishnan & Rao,
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de crom 2001)
Hiperplazie Celule HepG2 A dus la leziuni citologice, (Zhong et al., 2017)
hepatica (linie celulara rupturi ale ADN-ului,
umané) condensare nucleara,
rupturd a nucleului,
degenerare tisularg,
necroza celularé si
cresterea masei celulare
neregulate
Moartea celulelor Macrofage Cauzeaza oprirea ciclului (Castro et al,, 2014;
purind J774 celular care duce la Rana, 2008)
apoptoza celulard
Hepatocite L-02 | activarea apoptoza (Yan et al, 2020)
(linie celulara) celulara
Piaractusmesop | activareain necroza (J.Das et al., 2015)

otamicus (peste)

celulara

Soareci

CSH au fost activate de
liganzii Hh (Hedgehog) prin
semnalizarea Hh data de
celulele hepatice afectate
de crom, ducénd la fibroza
celulara

(Xiao et al., 2012)

Arsen

Stresul oxidativ Sobolani peroxidarea lipidelor (Z Xuetal, 2013)
Sprague-Dawley
Modificari Wistar sobolan umflarea mitocondriilor, (Hosseini, Shaki
ultrastructurale (mitocondrii) potentialul colaps al Ghazi-Khansari &
membranei mitocondriale | Pourahmad, 2013)
Sobolani afectarea celulelor si (Bambino et al, 2018;
Sprague Dawley | apoptoza, afectarea plieri | Dong et al,, 2020)
proteinelor
Pisici chinezesti cresterea vacuolizarii (Z Zhang et al. 2014)
Dragon-Li citoplasmei si a necrozei
focale
Functiile Masculi albinosi Dislipidemie, (Afolabi et al., 2015)
colesterolului de sobolani Hipocolesterolemie
hepatic Masculi albinosi hipertrigliceridemie
de sobolani
Functiimetabolice | Peste zebra NA (Caixia Li et al., 2016)
Hiperplazie Pastrav Leziuni non-neoplazice (Kotsanis & lliopoulou
hepatica - Georgudaki, 1999)
Soarecielvetieni | Leziuni proliferative (Waalkes, Keefer &
Diwan, 2000)
Moartea celulelor Soareci deteriorarea ADN-uluisia | (Dong et al, 2020;

cauzat arestarea celulelor

Fouad, Al-Mulhim &
Jresat, 2012)
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sobolani masculi

Mercur Stresul oxidativ Bryconamazonic | perturbari ale sistemului (Monteiro, Rantin &
us, un peste de antioxidant de aparare i Kalinin, 2010)
apd dulce peroxidare a lipidelor
Modificari femele de degenerarea (Yahyazedeh
ultrastructurale sobolan mitocondriilor Altunkaynak, Akgul &
Akgl, 2017)
hepatocite modificéri ale structurii (Pal, Pal. Das & Sil,
hepatice 2012
cresterea fosforildrii NF-kB
n asociere cu fosforilarea
IKKa si degradarea IkBa
Functiile Sobolanimasculi | necroza (Wadaan, 2009
colesterolului
hepatic
Moartea celulelor Tulpina Sprague | Apoptoza (Patnaik, Roy.
Dawley de Agarwal &

Bhattacharya, 2010)

Nichel

Stresul oxidativ

Carassius
auratus

cresterea nivelului
peroxidarii lipidelor,
apoptoza

(G.H.Zheng, Liu, Sun

Feng & Cheng. 2014)

Modificari Linii celulare de cresterea productiei de (S.C. Xuetal. 201)
ultrastructurale neuroblastom de | specii reactive de oxigen
soarece (ROS) si a nivelurilor de

superoxid mitocondrial
Functiile Sobolani wister colesterolul creste in ficat K K. Dasetal
colesterolului 2006)
hepatic
Hiperplazie Sobolani efect degenerativ asupra (K.K.Das & Buchner
hepatica tesutului hepatic, 2007

Hipertrofia celulelor

Kupffer
Moartea celulelor sobolani gestanti | vacuolizare, steatoza si (Adjroud, 2013)

necroza focala

Expunerea la arsen a fost corelatd cu diferite modificari epigenetice
datorate modificarii metilarii ADN-ului (Benbrahim-Tallaa et al., 2005; Zhao, Young,
Diwan, Coogan & Waalkes, 1997). De asemenea, s-a observat ca expunerea la arsen
poate induce modificarea H3K4me3, H3k9ac si H3K27me3 (Chervona, Arita, & Costa,
2012; Tyler, Hafez, Solomon & Allan, 2015; Tyler, Weber et al., 2015; Zhou, Sun, Ellen,
Chen & Costa, 2008). In timpul sarcinii, expunerea la arsen poate induce modificarea
metilarii ADN-ului in sdngele din cordonul ombilical (Cardenas et al., 2015; Kile et al.,
2014) sau in gene din celulele albe din séange (Argos et al., 2015) sau placenta (Green
etal, 2016). La adulti, expunerea la arsen a fost corelatd cu modificari ale metilarii ADN-
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ului in gene precum LINE-1 (Tajuddin et al., 2013; Wilhelm et al., 2010), p16 (Lu et al,
2014) sau RASSF1A (Marsit, Karagas, Schned & Kelsey, 2006), dar si cu modificari ale
histone post-translationale globale, cu o corelatie directd cu H3K9me?2 si o corelatie
inversa cu H3K9ac (Chervona, Hall et al,, 2012). Chiar daca efectul expunerii la arsen
este bine studiat, nu exista inca informatii privind mecanismele de actiune ale arsenului
asupra metilarii ADN-ului. Un studiul /n vitro propune o pierdere a metilarii ADN-ului
prin epuizarea SAM dupa expunerea la arsen (Reichard, Schnekenburger & Puga,
2007). Unele studii au legat expunerea la arsen de cresterea activarii MSK1 si
fosforilarea H3S10, care sunt corelate cu inducerea c-fos si c-jun, doua proto-
oncogene (M. B. Cheng et al., 2014; larna et al., 2008).

Cadmiul este un alt metal gasit in mediul inconjurator in alimente
contaminate, apa, praf sau aer inconjurator. Este, de asemenea, acumulat in frunzele
de tutun si ca produs secundar in industrie, ca producerea de baterii ("Arsenic, metale,
fibre si pulberi", 2012). Expunerea la cadmiu a fost corelatd cu cancerul, problemele
renale, fracturile osoase sau dezvoltarea fatului (Jarup & Akesson, 2009; Kippler et al.,
2012). Toate aceste efecte nocive produse de cadmiu se datoreaza inducerea
stresului oxidativ, inhibarea mecanismelor de reparare a ADN-ului, reducerea
apoptozei (Dukié—Cosié, Barali¢, Javorac, Djordjevic & Bulat, 2020; Matovi¢, Buha,
Pukié-Cosié & Bulat, 2015), perturbarea céilor endocrine (Buha et al, 2018) sau
inhibarea metiltransferazelor (Martinez-Zamudio & Ha, 2011; Suzuki et al., 2017). S-a
observat ca expunerea cronicad la cadmiu duce la cresterea activitatii DNMT1(G. Jiang
et al, 2008) si expresia reduséa a genelor RASSF1A si P16 (Chen, DesMarais & Costa,
2019; Luevano & Damodaran, 2014), in timp ce expunerea pe termen scurt la cadmiu a
fost corelatd cu inhibarea DNMT1 si hipometilarea ADN-ului (Doi, Puri, McCann,
Bannigan & Thompson, 2011; Martinez-Zamudio & Ha, 2011). Expunerea la cadmiu a
fost asociaté cu diferite tipuri de cancer, cum ar fi cancerul de san (Andelkovi¢ et al.,
2021), leucemie mieloida sau adenocarcinom ductal pancreatic (Mortoglou et al., 2021),
care se datoreaza activarii mai multor oncogene, C-Myc, C-Jun sau C-FOS si
suprimarii P53 si P27, care sunt gene supresoare de tumora (Fang, Mar & Cho, 2002;
Spruill, Cantec, Whong & Ong, 2002).

Plumbul (Pb) este un metal greu care este utilizat in industrie, in principal in
fabricarea produselor de consum, a bateriilor si in constructiile de cladiri (Levin et al,
2008). Plumbul este considerat un metal toxic, deoarece poate interfera cu o multime
de procese fiziologice si poate induce mai multe boli. S-a observat ca expunerea la
plumb a mamei poate reduce neurodezvoltarea copilului (Bellinger, 2008; Lin et al,
2013), induce modificari specifice genului (Sen, Heredia, Senut, Hess et al., 2015) sau
modificari cardiace (Svoboda et al, 2023). Expunerea la plumb a fost asociatd cu
hipometilarea repetarilor LINETsi Alu (C. Li, Yang, Xu, Zhang si Sun, 2013; Wright et al,,

58



2010; Yohannes et al,, 2022), modificarea generald a profilului de metilare a ADN-ului
si a metilarii specifice genelor (Hanna et al., 2012; T. Wang et al.,, 2023).

Mercurul (Hg) este un metal reactiv care se gaseste in diferite articole, cum ar
fi baterii, amalgame dentare, termostate, produse medicale, becuri fluorescente si
termometre. Chiar daca este folosit in unele produse, oamenii sunt expusi in principal
la Hg din peste si crustacee, care acumuleaza Hg in corpul lor. Efectele expunerii la Hg
sunt numeroase si sunt legate in principal de cancer, efecte imunotoxice, boli renale si
cardiovasculare (Hong, Kim & Lee, 2012; Karagas et al., 2012; J. D. Park & Zheng, 2012).
La sugari, expunerea prenatald la Hg a fost asociatd cu modificéari ale metilarii ADN-ului
si reducerea celulelor imune (Bakulski et al., 2015; Cardenas et al., 2015). La adulti,
expunerea la Hg a fost asociatéd cu modificari ale metilarii genelor GSTM14 (Hanna et
al, 2012) si SEPP1 (Goodrich, Basu, Franzblau & Dolinoy, 2013). De asemenea,
expunerea cronica la Hg a celulelor LUHMES vii a fost asociaté cu cresterea nivelurilor
de proteine ale DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, H3K27me3, HDAC3 si HDACG si
scaderea nivelurilor de AcH3 si AcH3K14 (Go et al., 2021).

Desi cea mai mare parte a modificarilor epigenetice legate de expunerea la
metale este este legata de metilare a ADN-ului sau modificarea histonei, exista unele
studii care observa modificari ale profilului miARN dupa expunerea la mercur, cadmiu,
plumb sau arsen. Dintre aceste miARN cele mai frecvent observate sunt familia Let-7,
miR-16, miR-17, miR-19, miR-20, miR-22, miR-24, miR-26b, miR-29a, miR-30, miR-34a,
miR-96, MiR-98, miR-107, miR-126, MiR-195, miR-200b, miR-210, miR-221, miR-222,
miR-454, miR-15b, miR-23b, miR-101, miR-144, miR-130a, miR-361-5p, miR-455-3p,
miR-1233, miR-1275, miR-143, miR-222 si miR-3940-5p (Ryu et al., 2015; Sanders et al,,
2015).

Alti factori chimici si fizici de mediu care influenteaza epigenomul sunt
poluantii atmosferici, azbestul, perturbatorii endocrini sau radiatile. Cel mai adesea
poluantii atmosferici observati sunt cei legati de trafic, particulele din industria
siderurgica sau negrul de fum. Fiecare dintre aceste substante a fost asociata cu
modificari ale epigenomului, cum ar fi metilarea ADN-ului in genele inflamatorii si de
imunitate (Hou et al., 2014; Lepeule et al., 2014), metilarea promotorului (Tarantini et al.,
2009), metilarea globald a ADN-ului (Baccarelli & Ghosh, 2012; Messingschlager et al.,
2023) sau modificarea expresiei miARN (Furci et al,, 2023; Jardim, Fry, Jaspers, Dailey
& Diaz-Sanchez, 2009; Vrijens, Bollati & Nawrot, 2015). Expunerea la azbest a fost
corelata cu mezoteliom malign si cancer pulmonar (Bogen, 2023), in principal datorita
metilarii promotorilor a mai multor gene, cum ar fi APC, CCNDZ2. CDKNZA, CDKNZB,
ESR1 HPPBP1 RASSF1 SLC6A20, SYKsi ZICT(Y. Y. Cheng et al,, 2013; Christensen et
al, 2008; Tsou et al, 2005), dar si la modificarile expresiei miARN (Di Mauro et al,
2023). Perturbatorii endocrini sunt substante chimice care pot afecta sistemul
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endocrin sisunt compusi din pesticide, erbicide, substante chimice industriale, erbivide
si hormoni vegetali (Fernandez et al., 2014). Dintre toate acestea, cel mai studiat este
bisfenolul A (BPA), care se gadseste in materialele plastice si s-a dovedit ca afecteaza
infertilitatea si susceptibilitatea la cancer (Besaratinia, 2023; Newbold, Jefferson &
Padilla-Banks, 2009). Studiile au aratat ca expunerea la BPA creste metilarea ADN-ului
LAMP-3, Nsbp1, Hpcall (Tang et al., 2012; Weng et al,, 2010), PGC-1a (Y. Jiang et al,,
2015), SNRPN, Ube3a, IGF2 Kcnqlot] Caknic si ASCLZ (Mao et al, 2015) sau poate
creste nivelurile de trimetilare a histonei H3 (Doherty, Bromer, Zhou, Aldad & Taylor,
2010). Expunerea la lumina ultravioletd (UV) a fost asociata cu cancerul de piele
(Narayanan, Saladi si Fox, 2010) si are un efect major asupra stresului oxidativ (X.
Zhang, Rosenstein, Wang, Lebwohl & Wei, 1997), deteriorarea ADN-ului (Ichihashi et
al, 2003) si modificari ale sistemului imunitar (Katiyar, 2007). Efectul UV asupra
epigenomului este observat in cresterea activitatii de metilarii aberante a Cip1/p21,
p16INK4a (Katiyar, Singh, Prasad, Sun si Vaid, 2012), RB1/p16 si p563 (Murao, Kubo,
Ohtani, Hara & Arase, 2006).

4.2. Obiceiuri nesanatoase

Obiceiurile noastre au un impact mare asupra sanatatii noastre, cele mai
multe studii privind obiceiurile nesanatoase studiate sunt fumatul si bautul. Expunerea
la fumat s-a dovedit a fi cel mai important factor de risc in timpul sarcinii si a fost
corelata cu modificarea profilului de metilare a ADN-ului, efecte care sunt prezente
si in cazul copiilor expusi la fumul de tutun in timpul sarcinii (Breton et al., 2009;
Suter, Anders & Aagaard, 2013). La adulti, fumatul a fost asociat cu cancerul (Ottini
et al., 2015) si, de asemenea, s-a observat ca afecteaza diferite sisteme, cum ar fi
sisteme celulare, hematologice, cardiovasculare, imune, de detoxifiere, tumorigene
si de reproducere (Besingi si Johansson, 2014; Joubert et al., 2012; Monick et al.,
2012; Zeilinger et al., 2013). Expunerea la fumul de tutun a fost, de asemenea,
asociata cu modificarea reglarii histonelor, prin scaderea H4k16ac si cresterea
nivelurilor H3k27me3 (Hussain et al., 2009) si modificari ale metilarii ADN-ului (H.
Wang et al., 2023). Dereglarea miARN a fost asociata cu expunerea la fumul de tutun
si mIARN precum miR-16, miR-21, miR-146a, miR-218, miR-34b, miR-125b, miR-
223, miR-340 sau miR-31 au avut expresie modificata (M. A. Maccani et al., 2010;
Minervini et al., 2023; Schembri et al., 2009; Vrijens et al., 2015; Xi et al., 2010).

Consumul de alcool in concentratie ridicata este, de asemenea, cunoscut ca
afecteaza sanatatea. Studiile au aratat ca consumul de alcool se coreleaza cu
hipometilarea LINE1 (Schernhammer et al., 2010) sau alte modificari ale metilarii
ADN-ului diferitelor gene, CYP2E sau situsurilor CpG (Smith, Mydlarz, Mithani si
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Califano, 2007; Q. Zheng, Wang, Yan, Yin si Qiao, 2023). De asemenea, dereglarea
mai multor miARN a fost corelata cu consumul de alcool (Bala si Szabo, 2012;
Yakovlev et al., 2023), dar a fost observata si cresterea acetilarii histonelor H3 si H4
si H3k4me3 (Aroor, Restrepo, Kharbanda, si Shukla, 2014; Domi, Barchiesi si
Barbier, 2023).

Recent, stresul este considerat un alt factor care poate influenta sanatatea
individuala prin modificarea diferitilor markeri epigenetici. S-a observat ca stresul din
viata timpurie este asociat cu modificarea profilului de metilare a ADN-ului diferitelor
gene, cum ar fi gena receptorului glucocorticoizi (van der Knaap et al., 2014) si
receptorul serotoninei 1A (Galfalvy et al., 2023) si poate creste H3K4me3 si poate
scadea nivelurile H3K9me3 (Cui, Dard, Reichheld si Zhou, 2023; Hunter, McCarthy,
Milne, Pfaff si McEwen, 2009).

Concluzie si directii viitoare

Factorii de mediu s-au dovedit a fi foarte importanti in controlul epigenetic al
diferitelor boli si, chiar daca acesti factori sunt foarte bine studiati, mecanismul lor
exact de actiune in fiecare boald particulara nu este inca cunoscut. O multime de studii
sunt legate de expunerea la factori de mediu a mamei si efectul acestora asupra
sanatatii copilului, in continuare exista o multime de factori necunoscuti care trebuie
luati in considerare In aceasta relatie. Dupa cum s-a observat mai sus, expunerea la
mediu nu afecteaza doar un singur tip de biomarker epigenetic, ci in majoritatea
cazurilor afecteazé toti biomarkerii, metilarea ADN-ului, modificarile histonelor si
expresia miARN, ceea ce face mai dificila prevenirea sau tratarea efectului acestei
expuneri.
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5. Modificari reversibile ale proteinelor, ADN-ului si ARN-ului si rolul
lor in cancer

Radu Pirlog
'Centrul de Cercetdri pentru Genomicé Functionald, Biomedicind si Medicind Translationala,
Universitatea de Medicina si Farmacie” luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Romania

Introducere

Modificarile epigenetice sunt modificari care apar in activitatea genelor. Aceste
modificari epigenetice sunt ereditare si transmise descendentilor (Davalos & Esteller,
2022; Holliday, 1987).

Aceste modificari epigenetice reversibile reprezintd modificari dinamice care
apar in ADN, ARN si proteine care pot fi acum investigate datorita progreselor
tehnicilor genomice. Studiul modificarilor reversibile a aparut ca un nou domeniu de
cercetare care are ca scop decodificarea factorilor care regleaza aceste modificariin
cancere si diferite boli. Modificarile reversibile se refera la modificari care pot fi
addugate sau eliminate prin mecanisme multiple, inclusiv metilarea, acetilarea si
fosforilarea, toate acestea jucand un rol esential in reglarea functiilor celulare. Aceste
modificari sunt esentiale pentru reglarea functiilor celulare, inclusiv reglarea
epigeneticd, functia proteinelor si transductia semnalului genomic. Perturbarile in
masinaria epigenetica complexa responsabila de reglarea modificarilor reversibile pot
duce la un comportament celular anormal, contribuind la aparitia si progresia
cancerului (Faroogi et al., 2022). De exemplu, metilarea ADN-ului, cel mai frecvent tip
de modificare epigenetica, poate limita expresia genelor si poate influenta
diferentierea celulara (Hanahan, 2022).

Modificérile reversibile pot contribui la dezvoltarea cancerului in mai multe
moduri. Primul exemplu de modificari reversibile implicate in dezvoltarea si progresia
cancerului este reprezentat de metilare, care a fost descrisa pentru prima data la om
cu mai mult de 40 de ani in urma (Berdasco &; Esteller, 2019). De exemplu,
hipermetilarea ADN-ului poate duce la reducerea la tacere a genelor supresoare
tumorale, promovand cresterea necontrolatd a celulelor. De asemenea, modificarea
proteinelor poate interfera cu functia lor, blocand calea fiziologica de semnalizare si
ducénd la activarea cailor celulare anormale si la progresia ulterioard a cancerului
(Figura 1). Studii recente au identificat mai multe modificari specifice ale proteinelor si
ADN-ului care sunt asociate cu diverse tipuri de cancer, subliniind importanta studierii
acestor mecanisme pentru a intelege mai bine dezvoltarea si progresia cancerului.
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Figura 1. Principalele mecanisme de reglare epigenetica prin modificari reversibile in cancer.

In acest capitol, vom urméri sa aprofundam relatia complexa dintre aceste
modificari reversibile ale genomului si cancer, insistand asupra principalelor
mecanisme, implicatiile lor in tumorigeneza si directiile viitoare de cercetare.

5.1. Semnificatia modificarilor reversibile in biologia cancerului

Modificarile reversibile au implicatii semnificative in biologia cancerului,
contribuind la initierea, progresia si raspunsurile terapeutice ale tumorii. lata cateva

aspecte cheie:

Modlificari ale proteinelor: Modificarile aberante ale proteinelor pot perturba
caile normale de semnalizare celulard, ducand la proliferarea, supravietuirea si invazia
necontrolata a celulelor. Exemplele includ hiperactivarea semnalizarii kinazelor
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datorita defecte in fosforilarilare si a modelelor de acetilare modificate care afecteaza
expresia oncogenica.

Modificarile reversibile joaca un rol critic in reglarea epigenetica, influentand
profilurile de expresie genica in cancer. Modelele anormale de metilare a ADN-ului,
modificarile histonelor si accesibilitatea modificatd a cromatinei contribuie la
reducerea expressiei genelor a supresoarelor-tumorale sau la activarea oncogenelor.

Modlificarile ARN:Dereglarea modificarilor ARN, in special mBA, a fost implicata
in diferite tipuri de cancer. Nivelurile de expresie influentate de modificare a m6A pot
afecta stabilitatea, imbinarea si translatia ARN-ului, ducand la expresia aberantd a
genelor legate de cancer.

Caracterizarea acestor modificari reversibile a condus la 0 mai buna intelegere
a tumorilor umane, la 0 mai buna clasificare si identificare a semnaturilor asociate cu
raspunsul la chimioterapice si rezistenta la terapie. Aceste semnaturi pot fi
caracterizate folosind noile tehnologii disponibile cu randament ridicat care analizeaza
materialul genomic izolat din diferite probe clinice, cum ar fi sdnge, sputd, urina si tesut
fixat In parafing, din care putem realiza un profil epigenetic si putem cauta semnaturi
specifice sile putem interpreta ca biomarkeri. O listd a principalelor utilizari ale acestor
semnaturi epigenetice ca biomarkeri este prezentata in figura 2.

<

Solid and liquid samples —* DNA and RNA extraction —* Epigenetic profiling and characterization of alterations

|
)

Cancer diagnosis Risk stratification Treatment selection Disease monitoring Prognosis

Fromoler
hypermethylation

DT,

Abnormal methylation  Reader mutations Reduced acetylation

SWI/SNF loss-of-function muiations Abnormal chromatin structure

Figura 2. Rolurile analizei modificarilor epigenetice reversibile in cancere si impactul acestora asupra
diagnosticului si progresiei cancerului.

83



5.2. Modificari reversibile ale ADN-ului si rolul lor in cancer
5.2.1. Metilarea ADN-ului si dinamica demetilarii in reglarea genelor canceroase

Modificarile ADN-ului includ diverse procese care modifica atat structura, cat si
functia ADN-ului, inclusiv metilarea ADN-ului, modificarile histonelor si procesele ADN
care implica deteriorarea / repararea. Cea mai studiata modificare este reprezentata
de metilarea ADN-ului, in special la dinucleotidele CpG, care este cruciala atat pentru
reglarea genelor, céat si pentru stabilitatea genomica. Modificari histonice, cum ar fi
acetilarea, metilarea si fosforilarea, controleaza structura cromatinei, afectand
modelele de expresie genica. Procesele de deteriorare si reparare a ADN-ului, inclusiv
formarea sirepararea ADN-ului, mentin integritatea genomica.

Metilarea ADN-ului este procesul care implica o modificare covalenta
reversibila a ADN-ului care implica addaugarea unui radical metil la nucleotidele
citozinei. Aceasta modificare apare mai frecventin situsurile CpG, unde o citozina este
urmata de o guanina. Aceasta modificare este strict reglata de un set de enzime care
supravegheaza procesul, numite ADN metiltransferaze (DNMT), care adauga si elimina
radicalul metil (Holliday, 1987; Mattei et al, 2022). Metilarea citozinei poate fi, de
asemenea, pierduta intr-un mecanism independent de DNMT in timpul diviziunii
celulare. Aceste site-uri Cpg sunt situate in locuri precise din genomul uman, fiind
prezente in regiunile de reglare a mai mult de 50% din genele umane active (Antequera
si pasarea, 2018) (Figura 1).

Efectul metilarii este reducerea transcriptiei genelor, fiind un comutator off. In
fiziologia normald, apare in timpul reducerii expresiei cromozomilor X a genelor
specifice si in timpul dezvoltarii embrionare, cand diferite gene sunt activate si
inactivate ca urmare a dezvoltarii fatului.

In cancer, avem efectul opus metildrii, demetilarea ADN-ului care duce la
activarea dezordonata a transcriptiei genelor care duce la instabilitate cromozomiala
si-eroriin transcriptie si translatie care pot activa oncogenele si fenotipului malign.

5.2.2. Modificari histonice si impactul acestora asupra structurii cromatinei si
expresiei genice

Un alt mecanism de modificare reversibila a ADN-ului care apare in cancer este
reprezentat de modificarea histonelor. Similar cu metilarea, modificarea histonelor
afecteaza expresia genelor, perturbad transcriptia si afecteaza homeostazia celularg,
ducand la instabilitate cromozomialé si stres de replicare. Histonele sunt eliminate intr-
un grup de 8 proteine care asigura o structurd spre care ADN-ul este condensat in
unitatea sa structurald, numita nucleozom.

Modificarile reversibile ale histonelor sunt un eveniment important care
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controleaza accesul enzimelor la ADN si moduleazd aparitia furcii de replicare,
controland astfel accesul factorilor de transcriptie, activatorilor si receptorilor.
Procesele care modifica histonele sunt reprezentate de: acetilare, metilare, fosforilare,
ubiquitinare, SUMOilare, ribozilare ADP si altele. Aceste procese interactioneaza
pentru a forma o semnaturd unica a histonelor, care este specifica pentru anumite
regiuni ale ADN. Aceastd semnaturd poate fi modificata prin enzime care modifica
histonele, care pot adauga sau elimina elemente, controland astfel ambalarea ADN-
ului si accesul la informatiile genetice. Aceastd semnaturd este decodificatd n
continuare de diferite proteine care pot activa procesele celulare, cum ar fi translatia
(Allis si Jenuwein, 2016; Farooqi et al., 2022).

Anomaliile in modificarile histonelor sunt asociate cu anomalii in accesul la ADN
care pot duce la dezvoltarea oncogenezei, a expresiei genetice dereglate care duce
la anomalii celulare, initierea cancerului, progresia si metastazarea (Chi et al,, 2010).

5.2.3. Procese reversibile de deteriorare si reparare a ADN-ului in progresia
cancerului

Deteriorarea ADN-ului este unul dintre mecanismele responsabile de
instabilitatea genomica si care modifica masinaria epigenetica. Nivelurile ridicate de
deteriorare a ADN-ului se gasesc in celulele canceroase si sunt asociate cu defecte in
replicare si o frecventa ridicata a erorilor si mutatiilor genomice (Pirlog et al., 2023).

Nivelurile ridicate de degradare a ADN-ului pot fi, de asemenea, induse de
agentii chimioterapeutici cu scopul final de a limita replicarea si de a induce apoptoza.
Un mecanism de protectie impotriva degradarii ADN-ului este prin metilarea mBA.
Enzima scriitor METTL3 s-a dovedit a a fi implicatd in modularea rezistentei la
oxaliplatind in cancer, actionand asupra caii de deteriorare a ADN-ului. Unul dintre
mecanismele propuse este prin reglarea expresiei enzimei UBE2B care este implicata
in calea de degradare a ADN-ului (Li et al,, 2022; Taketo et al., 2018).

Un grup de enzime implicate in reglarea masinariei epigenetice si, mai precis,
impactul acesteia asupra acumularii de leziuni in ADN sunt demetilazele care
catalizeaza procesul de demetilare printr-un proces de oxidare a aminei. Exista doua
familii de histone, demetilaze: familia domeniului Jumonji si demetilazele dependente
de flavina. Demetilazele dependente de flavine sunt reprezentate de demetilaza
specifica lizinei 1 (LSD1) si demetilaza specifica lizinei 2 (LSD2), omologul sdu. LSD1 si
LSD2 s-au dovedit a fi dereglate in mai multe tipuri de cancer gastro-intestinal, inclusiv
cancer de colon si gastric. Aceste doua enzime sunt, in general, supraexprimate in
cancerele umane si s-au dovedit a fi implicate in progresia timpurie a tumorii
(Malagraba et al., 2022). LSD1 si LSD2 s-au dovedit a avea expresia controlata in
diferite tipuri de cancer prin mai multe ARN-uri non-codante, cum ar fi microARN-urile,
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ARN-urile lungi non-codante si lincRNA-urile.

LSD1 actioneaza asupra histonei mono si dimetilaze 3 lizina 4 (H3Kme1/2) si
asupra histonei mono- si dimetilaze 3 lizind 9 (H3K9me1/2). H3Kme1/2 H3Kme1/2 este
un activator al transcriptiei, iar H3K9me1/2 este o histona implicata in inhibarea
transcriptiei. Folosind activitatea sa de demetilare pe aceste doua histone poate
controla dinamica transcriptiei celulare. LSD2 catalizeaza demetilarea substratului sau
intr-un proces de oxidare a aminei FAD (Niwa et al., 2018).

Acest proces de metilare si demetilare a histonelor este un proces reversibil
sub reglare stricta realizata de mai multe enzime de reglare si este implicat in expresia
genelor, repararea leziunilor ADN-ului, incrucisarea meiotica si functia celulara.

In cancerul gastric, s-a demonstrat c& LincRNAFEZF-AST moduleazi
activitatea LSD1 pentru a hiperactiva celulele GC si a reprima expresia p21 (Y. Liu et al,
2017). In mod similar, INcARN HOXA11-As, un IncARN care este supraexprimat in GC,
moduleaza interactiunea dintre LSD1 si EZHZ2 si influenteaza astfel procesul tranzitiei
epitelial-mezenchimale care regleaza proliferarea, migratia siinvazia (Gong et al., 2019;
M. Sun et al,, 2016). In ceea ce priveste microARN-urile, miR-137-3p este un miARN
supresor tumoral care este, in general, reglat in jos in cancer. In cancerul colorectal, s-
a demonstrat ca regleaza LSD1, care reduce adeziunea si mobilitatea celulelor
(Malagraba et al., 2022).

5.3. Modificari reversibile ale ARN-ului si rolul lor in cancer

Exista mai multe tipuri de ARN-uri descrise, cel mai important fiind ARN-ul
mesager (ARNm), care transportéd informatiile stocate in proteine cétre ribozomi
pentru a fi traduse ulterior In proteine. Studiul modificarilor ARN devine recent un
subiect fierbinte In cercetarea cancerului, cu peste 100 de tipuri de modificari ARN
identificate panain prezent. Cel mai studiat tip este reprezentat de modificarea ARNm,
care s-a dovedit a juca un rol crucial in dezvoltarea tumorii si dobandirea semnelor
distinctive ale cancerului de catre celulele tumorale. Metilarea ARNm este o modificare
importanta a moleculelor de ARNm care regleaza transcriptia si expresia proteinelor
in compartimentul citoplasmatic. In ciuda faptului c& a fost descoperit n anii 1970,
exista Inca multe necunoscute despre mecanismul precis si proteinele implicate in
metilarea ARNmM. Cu toate acestea, s-a observat cd aceste modificari ale ARNmM
contribuie la dezvoltarea trasaturilor canceroase prin vizarea componentelor celulare
specifice (Farooqi et al., 2022).

Modificarile ARN, in special modificarea dinamica si reversibila a m6A, joaca
roluri esentiale in reglarea post-transcriptionald. Modificarea M6A influenteaza
stabilitatea ARN-ului, imbinarea, localizarea si eficienta translatiei. Alte modificari
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reversibile ale ARN-ului, cum ar fi pseudouridilarea si metilarea, afecteaza structura i
functia ARN-ului, afectand diferite procese celulare.

5.3.1. Modificarile ARN si efectele acestora asupra stabilitatii si translatiei ARN

ARN-ul mesager (ARNm) este vectorul principal al informatiilor genetice care
transporta mesajul genomic de la unitatea centrald de stocare, ADN-ul, la proteinele
functionale care transcriu acest mesaj la proteinele functionale. ARNm este predispus
la procesele de metilare si demetilare, care ii sporesc complexitatea functionald si i
influenteaza stabilitatea si functia (Wang et al., 2014).

5.3.2. Modificarea N6-metiladenozinei (m6A) si impactul acesteia asupra
metabolismului ARN si dezvoltarii cancerului

MGA este cea mai importantd modificare a ARN-ului mesager (ARNm) care
apare pe ARN-ul mesager. S-a demonstrat ca influenteaza principalele mecanisme ale
capacitatii ARN-ului mesager de a induce transcriptia, dar mecanismele exacte de
reglementare ale acestei modificari sunt inca in curs de investigare. Modificarea m6A
este recunoscuta in toate celulele umane prin proteine specifice prin legare selectiva
care afecteaza functia, capacitatea si stabilitatea ARN-ului mesager. Proteinele scriitor
care adauga metilul la ARNm sunt proteinele metiltransferazei, iar proteinele "radierd"
care demetileaza ARNm si cresc astfel capacitatea sa de translatie sunt reprezentate
de demetilaze precum FTO si ALKBH5 (Fang et al.,, 2022; Wang et al,, 2014).

Scriitorii, radierele si cititorii m6A sunt actori-cheie in reglarea acestei
modificari. Scriitorii, cum ar fiMETTL3 si MET TL14, sunt responsabili pentru adaugarea
marcajului mBA la moleculele de ARN, in timp ce radierele, cum ar fi FTO si ALKBH5,
elimina aceasta modificare. Prezenta scriitorilor si radierelor m6A permite reglarea
dinamica a expresiei genelor, influentand diferite procese celulare in celulele
canceroase. Dereglarea acestor enzime a fost asociatd cu initierea, cresterea si
metastazarea tumorii (Fang et al,, 2022). In plus, dereglarea acestor modificatori a fost
asociaté cu cititoarele m6A, inclusiv proteinele familiei domeniului YTH si proteinele
familiei IGF2BP, care sunt esentiale pentru recunoasterea si interpretarea modificarii
mMOGA. Proteinele din familia domeniului YTH, cum ar fi YTHDF1, YTHDF2 si YTHDFS3, s-
au dovedit a avea atéat efecte cancerigene, cat si anticarcinogene in cancer. Acestea
pot influenta stabilitatea, translatia si degradarea ARNm, afectéand astfel expresia
genelor si comportamentul celular. Proteinele din familia IGF2BP, inclusiv IGF2BP1,
IGF2BP2 si IGF2BP3, s-au dovedit a stabiliza moleculele de ARNm si a promova
translatia lor. Aceste proteine au fost implicate in progresia cancerului, iar expresia lor
se coreleaza cu supravietuirea generald slaba si prezenta metastazelor in diferite tipuri
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de cancer (Lederer et al., 2014).

Tn‘gelegerea rolurilor modificatorilor m6A in dezvoltarea si progresia cancerului
este cruciala pentru decodificarea impactului lor posibil asupra rezultatelor pacientilor
siaregimurilor terapeutice. O mai buna intelegere a rolurilor modificatorilor m6a poate
duce la identificarea de noi vulnerabilitati celulare care pot fi traduse in noi tinte anti-
cancer.

Dereglarea modificatorilor m6A poate duce la modele aberante de expresie a
genelor, contribuind la tumorigeneza cancerului. Directionarea acestor enzime sau a
cailor asociate acestora este promitatoare pentru interventiile terapeutice tintite care
pot influenta cursul clinic in mai multe entitdti canceroase. In plus, sunt necesare
cercetari suplimentare pentru a elucida diferentele functionale dintre membrii familiei
cititoarelor moA.

5.3.3. Modificarea N6-metiladenozinei (m6A) si rolurile sale asupra rezistentei la
medicamentele impotriva cancerului.

Modificarea ARN MGA joaca un rol semnificativ in rezistenta la medicamente
impotriva cancerului. Dereglarea metiltransferazelor ARN, demetilazelor si proteinelor
de legare a m6BA a fost implicata in dezvoltarea rezistentei la medicamente in celulele
canceroase. Aceste modificari ale regulatorilor m6A pot afecta expresia genelor cheie
implicate Tn metabolismul medicamentelor, eficacitatea medicamentelor si tintele
medicamentelor, influentand astfel eficacitatea medicamentelor impotriva cancerului.
De exemplu, reglarea ascendenta a metiltransferazei m6A METTL3 a fost asociata cu
o rezistenta crescuta la medicamente in diferite tipuri de cancer, inclusiv cancerul
pulmonar si leucemia mieloida acuta (Z. Liu et al., 2022; Uddin et al., 2019). intelegerea
mecanismelor moleculare care stau la baza rezistentei la medicamente mediate de
MOA poate oferi informatii valoroase pentru dezvoltarea terapiilor vizate pentru a
depasi rezistenta.

Mecanismele prin care modificarea m6A afecteazé eficacitatea si rezistenta la
medicamente sunt multiple. Un mecanism este reprezentat de reglarea enzimelor care
metabolizeazd medicamentele, cum ar fi citocromul P450, care este implicat in
metabolizarea medicamentelor anti-cancer si influenteaza dinamica clearance-ului
acestora. Modificarile MBA ale acestor enzime pot modula expresia si activitatea care
influenteaza capacitatea de metabolizare a medicamentelor anticanceroase si pot
duce la rezistentd chimioterapeuticd. In plus, modificarea mGA poate influenta
expresia transportorilor de eflux multidrog, cum ar fi glicoproteina P, care pompeaza
in mod activ medicamentele din celulele canceroase, reducand concentratia lor
intracelulara si facandu-le mai putin eficiente. Aceste constatari evidentiaza
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importanta modificarii m6A in reglarea dispozitiei si rezistentei la medicamente.

Tintirea modificarii m6A a aparut ca o strategie promitatoare pentru a depasi
rezistenta la medicamente in terapia cancerului. Activatorii si inhibitorii moleculelor
mici ai regulatorilor mBA au aratat efecte anticanceroase considerabile atunci cand
sunt utilizati singuri sau In combinatie cu alti agenti anticancerosi. Metilarea genei 7P53
de catre METTLS3 s-a dovedit a induce transcriptia unei proteine p53 mutante care
este responsabild de rezistenta multidrog (Uddin et al,, 2019, p. 563). Pe de alta parte,
inhibarea METTL3 s-a dovedit a sensibiliza celulele canceroase rezistente la
medicamente la chimioterapie. In plus, identificarea modificarilor specifice ale m6A
asociate cu rezistenta la medicamente poate servi drept biomarkeri potentiali pentru
prezicerea raspunsului la tratament si ghidarea terapiei personalizate. Desi sunt
necesare cercetari suplimentare pentru a intelege pe deplin interactiunea complexa
dintre modificarea m6A si rezistenta la medicamente, tintirea m6A are un mare
potential pentru imbunatatirea eficacitatii tratamentelor pentru cancer.

5.4. Modificari reversibile ale proteinelor si rolul lor in cancer

O varietate de modificari reversibile ale proteinelor afecteaza expresia genelor.
Modificarile reversibile ale proteinelor sunt procese care modifica structura
proteinelor intr-un mod dinamic prin adaugarea sau eliminarea diferitelor enzime.
Principalele mecanisme de modificare a proteinelor sunt reprezentate de: fosforilare,
acetilare, metilare si ubiquitinare. Aceste mecanisme regleaza activitatea proteinelor,
localizarea lor compartimentala, stabilitatea si interactiunile proteina-proteina.

5.4.1. Modificari post-translationale ale histonelor

Modificérile post-translationale ale histonelor (PTM) sunt cruciale in reglarea
expresiei genelor si a structurii cromatinei. Familia de histone include 6 tipuri principale
de proteine care sunt implicate in mentinerea cromatinei si a structurii ADN-ului.
Configuratia ADN-ului si structurile sale histonice pot influenta capacitatea proteinelor
cititoare de a initia transcriptia si expresia genelor. Eucromatina este un tip de
cromatina mai slab pliata, care este mai accesibild pentru transcriptie si duce la o
expresie genica mai mare, invers, heterocromatina este o forma condensata de
cromatina cu disponibilitate limitata a ADN-ului pentru transcriptie. Cele doua
conformatii ale cromatinei sunt forme dinamice reglate indeaproape de PTMin functie
de starea celulara.

Aceste PTM-uri sunt recunoscute de complexele proteice, cum ar fi
complexele represive policombe (RPC) si complexele de activare a leucemiei mixte
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(MLL). PRC2 catalizeaza di- si trimetilarea histonei H3 la lizina 27 (H3K27me2 si
H3K27me3), ceea ce duce la reducerea la tédcere a genelor. Pe de altd parte,
metiltransferazele MLL / COMPASS actioneaza asupra histonei H3 la lizina 4 (H3K4),
promovand transcriptia activd a eucromatinei. PRC1 recunoaste H3K27me3 si
promoveaza ambalarea cromatinei.

5.4.2. Acetilarea si deacetilarea proteinelor si impactul acestora asupra expresiei
genice

Procesele de acetilare si deacetilare perturba interactiunile existente intre
histone si ADN, ceea ce afecteaza structura cromatinei, accesibilitatea la ADN si
procesul de transcriere (Narita et al., 2019). Aceste doué procese pot regla expresia
genelor si pot avea un impact asupra initierii si dezvoltarii cancerului. Unul dintre
principalele tipuri de acetilare este reprezentat de acetilarea lizinei, care reprezinta o
adaugare a unui aminoacid lizina gruparea epsilon-amino, intr-un proces reglementat
de acetiltransferazele histone. Acetilarea histonelor este asociata cu starea
eucromatinei si accesibilitatea la transcriptie si expresia genelor inalte. Deacetilarea
este procesul opus, care inverseaza structura cromatinei intr-o stare mai compacta,
ceea ce limiteaza accesibilitatea enzimelor replicative la ADN (Barnes et al., 2019).
Dereglarea acetilarii si deacetilarii modifica structura cromatinei si accesul la
transcriptia ADN-ului, ducand la expresia genelor aberante si este asociata cu initierea,
dezvoltarea si progresia cancerului. De exemplu, mutatiile genelor familiei GNAT au
fost asociate cu patogeneza cancerului in mai multe tipuri de cancer solid, cum ar fi
colonul si plaméanul (Mustachio et al., 2019).

Similar enzimelor de acetilare, modificarea enzimelor de deacetilare poate fi
asociata cu progresia cancerului prin favorizarea aparitiei mutatiilor genomice si a
modificarilor cromozomiale care au ca rezultat activarea oncogenelor si initierea
cancerogenezei (Cress & Seto, 2000). Modificarile acestor enzime, atat cantitatea cat
Si activitatea, pot duce la transcrierea aberanta a oncogenelor. De exemplu, in mai
multe tipuri de cancer, cum ar fi cel de prostata, gastric si de séan, nivelurile ridicate de
histon-deacetilaza au fost asociate cu un parcurs clinic agresiv si rezultate slabe ale
tratamentelor.

5.4.3. Metilarea si demetilarea histonelor si influenta lor asupra structurii
cromatinei si reglarii genelor

Metilarea si demetilarea histonelor reprezinta doua modificari reversibile intens
studiate, cu roluri importante in reglarea structurii cromatinei, accesul la ADN si
transcrierea si translatia ulterioara a genelor. Cele doua procese au facut obiectul mai
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multor studii, iar rolul lor in cancer este stabilit in ultimii ani (Poulard et al., 2016; Varier
&; Timmers, 2011). Dereglarea metilarii histonelor poate duce la expresia aberantd a
genelor, ceea ce duce la activarea cdilor celulare aberante si la proliferare celulara
necontrolatd, care, in prezenta unor factori de stres suplimentari, poate duce la
dezvoltarea si progresia cancerului. Dereglarea metilarii histonelor duce la cresterea
viabilitatii celulare si la rate mai mari de proliferare, acestea fiind si etapele initiale ale
transformarii maligne. Rolurile importante ale metilarii si demetilarii histonelor asupra
proceselor celulare esentiale sirolurile lor in progresia si dezvoltarea cancerului le fac
tinte atractive pentru terapia cancerului.

5.4.4. Ubiquitinarea si deubiquitinarea in degradarea proteinelor si homeostazia
celulara.

Ubiquitinarea si deubiquitinarea sunt doua procese de marcare celulara care
sunt implicate in reglarea degradarii proteinelor. Procesul de ubiquitinare a implicat
atasarea unui mic fragment de proteina, numit ubiquitin, la o proteina de interes.
Aceasta etichetare specifica a proteinelor va declansa degradarea proteinelor prin
proteazom sau lizozom. Procesul de ubiquitinare este un mecanism complex strict
reglat de o serie de enzime: E1 (enzima care activeaza ubiquitina), E2 (enzima
conjugata cu ubiquitina) si E3 (ligaza ubiquitin). Adaugarea lantului de ubiquitind la
proteina tinta reprezinta un semnal puternic pentru mecanismul de degradare a
proteinelor celulare (Han et al., 2022; T. Sun et al.,, 2020).

Procesul de ubiquitinare este esential pentru homeostazia celulara prin
identificarea proteinelor pliate gresit sau traduse aberant, marcarea lor si ghidarea
degradarii lor. Acest proces asigura mentinerea functiilor celulare. Ubiquitinarea
proteinelor este esentiala pentru controlul ciclului celular, repararea daunelor ADN-
ului, transductia semnalului si evitarea dereglarilor care pot duce la dezvoltarea
cancerului. Defectele caéii de ubiquitinare pot duce la acumularea de proteine aberante
sau pliate gresit, care afecteaza homeostazia celulara siinduce stres celular, crescand
nivelurile de deteriorare a ADN-ului, ducand in cele din urma la moartea celulelor, stres
de replicare sau activarea aberanta a céilor oncogenetice care duc la cancer (Han et
al,, 2022).

Deubiquitinarea face parte din calea ubiquitinarii care reprezinta procesul opus
de ubiquitinare, in care proteinele care au fost etichetate si pregatite pentru degradare
au molecula de ubiquitind eliminatd. Procesul este coordonat de enzime
deubizuitinante (DUB), o familie de peste 100 de membri, inclusiv proteaze specifice
ubiquitinei (USP), hidrolazelor C-terminale ubiquitin (UCH), proteazelor din domeniul
tumorilor ovariene (OTU), proteazelor din domeniul Machado-Joseph (MJD),
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metaloenzimelor JAB1/ MPN / MOV34 (JAMM) (Ge et al,, 2022). DUB-urile impreuna
cu enzimele de ubiquitinare participa la multiple procese celulare, fiind esentiale pentru
mentinerea homeostaziei (Basu si Ghosh, 2022). DUB-urile au fost studiate intens in
cancer, deoarece joaca roluri importante in rezistenta la medicamente impotriva
cancerului, unde actioneaza asupra proteinelor specifice si mentin caile active
implicate in rezistenta la medicamente, cum ar fi Wnt-Bcatenina si cai PI3K-AKT. Noi
strategii terapeutice cauta modalitati de dezvoltare a anti-DUB-urilor care ar putea fi
facute in plus fata de agentii chimioterapeutici pentru a limita dezvoltarea rezistentei
(Ge et al,, 2022).

In concluzie, ubiquitinarea si deubiquitinarea sunt doua procese dinamice Si
reversibile implicate in reglarea disponibilitatii proteinelor in celuld si esentiale pentru
homeostazia celularda. Ambele sunt mecanisme de captare care ajuta celula sa scape
de proteinele modificate sau utilizate, dar pot, de asemenea, contracara prin
mentinerea nivelului celular al unei proteine specifice si facand acest lucru pentru a
mentine activate diferite cai. In cancer, aceste doud procese s-au dovedit a fi dereglate
si duc la acumularea de leziuni ale ADN-ului, stres celular, diviziune modificata si
dezvoltarea tumorii. Procesul de deubiquitinare s-a dovedit a fi unul dintre
mecanismele cheie implicate in rezistenta la medicamente, iar noi strategii sunt in
prezent in curs de investigare care vizeaza blocarea acestui proces si restabilirea
sensibilitatii chimioterapeutice.

5.5. Medicamente epigenetice

Modificarile posttranslationale histonice sunt un factor important care
influenteaza stabilitatea structurald a cromatinei si, prin urmare, expresia genelor,
inclusiv raspunsul celular la factorii de stres externi, cum ar fi medicamentele
chimioterapeutice. Avantajul medicamentelor epigenetice care se vor concentra pe
modificari reversibile este ca vor avea capacitatea de a inversa temporar fenotipul
celular al cancerului pentru a spori tinta prin agenti chimioterapeutici clasici, cu posibile
efecte secundare limitate (Neganova et al.,, 2022).

Tintirea enzimelor scriitoare si eliminatoare a devenit o abordare atractiva in
ultimii ani, ca urmare a unei mai bune intelegeri a rolurilor lor in progresia cancerului.
Una dintre aceste tinte este reprezentata de METTL3, care este o enzima esentiala
asociata cu rezistenta la mai multe medicamente, iar printre tintele sale se numara
7P53.In urma unui screening initial realizat de Bedli si colab. a peste 4000 de compusi,
au reusit sa identifice S-adenozil-L-metionind (SAM) care poate tinti eficient METTL3
(Bedi et al., 2020). Aceste anti-METTL3 au aratat efecte promitatoare anti-cancer.

Implicatii terapeutice: Modificarile reversibile ofera tinte potentiale pentru
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terapia cancerului. Modularea modificarilor proteinelor, cum ar fi utilizarea inhibitorilor
kinazei sau a inhibitorilor histon-deacetilazei, poate restabili céaile normale de
semnalizare. Modificatorii epigenetici care vizeaza modificarile ADN-ului si histonelor
s-au dovedit promitatoriin terapiile bazate pe epigenetica. In plus, tintirea modificarilor
ARN detine potentialul de a dezvolta noi strategii anticancer.

Concluzie
5.6.1. Recapitularea punctelor-cheie discutate in capitol

Intelegerea modificarilor reversibile si a semnificatiei acestora in biologia
cancerului este cruciald pentru identificarea de noi tinte terapeutice, imbunatatirea
abordarilor de diagnosticare si dezvoltarea strategiilor personalizate de tratament.
Dereglarea modificarilor reversibile contribuie la complexitatea si heterogenitatea
cancerului, subliniind necesitatea unor cercetari suplimentare pentru a descoperi
mecanismele subiacente si potentialele interventii terapeutice.

In ultimii ani, cresterea disponibilititii tehnologiilor cu randament ridicat a
accelerat si extins cunostintele privind mecanismele de reprogramare epigenetica si
a condus la o intelegere moleculara mai aprofundata a acestor evenimente. Folosind
aceste tehnologii, a devenit posibila cautarea unor biomarkeri specifici care pot defini
subgrupuri de prognostic, semnaturi de diagnostic si pot prezice raspunsul la diferite
medicamente tintite.

Principala caracteristica a modificarilor epigenetice este reversibilitatea lor,
ceea ce face ca decodificarealor sa fie 0 abordare atractivg, deoarece reprogramarea
poate limita dezvoltarea cancerului si poate fi exploatata in continuare prin noi abordari
de dezvoltare a medicamentelor. In ultimii ani, mai multe companii farmaceutice s-au
lansat cu scopul specific de a viza masinaria epigenetica.

Una dintre intrebéarile care rdman cu privire la directionarea modificarilor
reversibile ca terapie potentiala a cancerului se refera la sensibilitate si specificitate.
Dupa cum am vazut, aceste modificari sunt importante si in fiziologia celulara si pot
modifica functiile normale ale diferitelor celule. Noile medicamente epigenetice trebuie
sa ia in considerare posibilele efecte secundare asupra tesutului normal inconjurator
si impactul pe care acestea |-ar putea avea asupra organelor din afara tintei.

5.6.2. Directii viitoare si progrese potentiale in intelegerea modificarilor
reversibile si a cancerului.

In prezent, ne aflam in era tehnologiilor cu randament ridicat in cercetarea si
diagnosticarea cancerului, care genereaza cantitdti uriase de date bazate pe
secventierea ADN si ARN. Deoarece cancerul este un ecosistem complex, cu populatii
eterogene multiple, care isi schimba starile cu viteza mare, sunt necesare tehnologii
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noi si mai precise care pot identifica fenotipurile unicelulare. Aceasta abordare devine
posibila datorita noilor tehnologii de secventiere unicelulara cu rezolutie spatiald, asa-
numitele tehnologii transcriptomice spatiale. Aceste abordari oferd, in plus fata de
informatiile genomice la nivelul unei singure celule, pozitia lor spatiald in micromediul
tumoral. Noile studii care utilizeaza aceste tehnologii ne vor permite sa marim imaginea
la nivelul unei singure celule si s& intelegem schimbarile epigenetice care apar atét in
populatile tumorale, cét si In celulele micromediului tumoral. Aceastd abordare
moleculard unicelulard ne va permite sa& disecam la nivel molecular mecanisme
complexe de diferentiere a tumorii, metastaze si rezistenta la medicamente specifice.
Prin cartografierea tuturor celulelor dintr-un micromediu tumoral, vom avea
posibilitatea de a identifica clonele maligne rezistente responsabile de recidiva
tumoralad la inceputul dezvoltérii tumorii si de a ne adapta strategiile de tratament in
consecinta.

Una dintre abordarile care permit evaluarea modificarilor epigenetice este
testul de secventiere a cromatinei accesibile transpozazei (ATAC-seq) la nivel
unicelular (scATAC-seq). Folosind aceasta abordare, Litzenburger si colab. au aratat
ca diferite populati de celule canceroase prezinta raspunsuri speciale la
medicamentele anti-cancer, care depind de profilul lor epigenomic particular
(Litzenburger et al., 2017). Folosind secventierea cromatinei uninucleare, autorii au
reusit sa identifice semnaturi specifice ale celulelor adenocarcinomului ductal
pancreatic care sunt asociate cu proliferarea si pot fi utilizate ca posibili biomarkeri.
Viitorul medicinei personalizate va presupune o integrare a tehnologiilor actuale cu
randament ridicat cu informatiile obtinute de la secventierea unei singure celule, cu
informatiile pe care le putem despre celulele micromediului tumoral si tumoral si
folosind analiza bioinformatica si algoritmi de invatare automata pentru a obtine
rezultatele corecte care pot decodifica misterele ramase ale tumorigenezei si
parcursului clinic.
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6. Genomul non-codificator. Mecanisme de transcriere
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Universitatea de Medicina si Farmacie” luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Romania

Introducere

Studiul functiilor transcriptiei si a moleculelor de ARN non-codificatoare pe
care le genereaza este un domeniu activ de cercetare. Acesti transcripti sunt
cunoscuti ca fiind implicati in diferite procese biologice, mecanisme de reglare si cai
de semnalizare, ceea ce le face potentiale tinte terapeutice de interes pentru
cercetarea medicala. Studierea complexitatii transcriptiei omniprezente ne ajuta sa
intelegem modul in care genele sunt reglate si cum influenteaza functionalitatea
celulelor.

Transcrierea omniprezenta este un termen folosit in biologia moleculara pentru
a descrie transcrierea pe scarad larga a genomului (Clark et al., 2011). Transcrierea
informatiilor genetice era cunoscuté ca fiind obligatorie pentru sinteza proteinelor. In
timp ce Proiectul Genomului Uman, finalizat la inceputul secolului XXI, a deschis o cutie
complexa de informatii despre codificarea genelor codificatoare in structuri proteice,
a aratat, de asemenea, ca aproximativ 12% din genomul mamiferelor codifica
secventele de aminoacizi numite proteine si 80% din genom este transcris (Lybecker,
Bilusic, & Raghavan, 2014). Fara transcrierea informatiilor genetice si genomice de la
ADN la moleculele de ARN, proteinele ar putea fi limitate ca urmare a activitatii de
translatie.

Transcrierea omniprezenta, se refera la observatia ca genomul este transcris
in ARN. Cu toate acestea, anumite structuri de ARN nu vor suferi un proces de
translatie pentru sinteza proteinelor (Rabany & Nachmani, 2023). Mecanismele de
transcriptie reprezinta unul din subiectele cele maim ult abordate in cercetarea
fundamentald in domeniul biomedical datorita interesului extins pentru patologiile cu
component genetica, genomica.

Pana nu demult, cunostintele noastre legate de transcrierea genomului au fost
legate de genele care codificd proteinele, oglindind dogma biologiei moleculare.
Odata cu dezvoltarea de noi tehnologii omice cu randament ridicat, cum ar fi
microarray, secventierea de noua generatie, secventierea Nanopore, analiza droplet
PCR a fost stabilit faptul cad cea mai mare parte a genomului este transcrisa. Acest
lucru a permis descoperirea unei noi clase de molecule cu un rol important in functia
genomului, numite ARN-uri non-codificatoare. ARN-urile non-codificatoare nu codifica
proteinele, dar pot avea functii importante in reglarea nivelului de expresie al genelor
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de codificare sia functiilor lor de reglare celulara (Jensen, Jacquier & Libri, 2013). ARN-
uri non-codificatoare reprezintd ARN-urile cu functii stabilite, cum ar fi ARNt, ARNr,
snRNA si snoARN, Ele sunt produse din ansambluri mici de ARN-uri. Aceste ARN-uri
non-codificatoare nu codifica proteinele, dar pot avea functii importante de
reglementare, propunandu-le potential pentru investigatii suplimentare drept
candidati sau tinte terapeutice (B. Chen et al.,, 2022).

Semnificatia si relevanta functionala a transcrierii omniprezente sunt inca
studiate si dezbatute in mod activ in comunitatea stiintifica. In timp ce unele ARN-uri
non-codificatoare s-au dovedit a avea roluri importante in procesele celulare, functiile
multor regiuni ale genomului transcrise raman neclare. Cercetarile in curs de
desfasurare isi propun sa elucideze mecanismele si implicatile functionale ale
transcriptiei omniprezente siimpactul acesteia asupra reglarii genelor si a proceselor
celulare.

Secventele intergenice, respectiv secventele dintre genele din genomul uman,
cuprind o portiune mare a genomului. Pana de curand, secventele intergenice au fost
considerate a fi "junk ADN " tdcut din punct de vedere transcriptional, dar s-a
descoperit ca secventele intergenice pot fi, de asemenea, capabile de transcriere. n
procesul de asamblare a Transcriptomului Novo folosind datele ARN-Seq, In studiul Iui
M. McManus, au reusit sa determine ca regiunile intergenice Enrode Far Long
Intergenic Noncoding RNAS (LINCRNAS) comparativ cu ceea ce a fost raportat
anterior, rezolvand discrepanta dintre cantitatea enorma de lincRNA intergenice
observate si cunoscute. Ca rezultat al muncii lor, au fost identificate multe lincARN
presupuse cu un numar minim de copii de unul pe celuld, depasind in mod semnificativ
adnotarile anterioare ale lincRNA (Hangauer, Vaughn & McManus, 2013).

In plus fatd de gama diversa de molecule de ARN non-codificatoare generate
prin transcriptie omniprezentd, diferite categorii de transcrieri se incadreaza in acest
termen umbrela.

6.1. ARN-uri lungi non-codificatoare (IncARN)

Acestea sunt molecule de ARN cu secvente mai lungi de 200 de nucleotide,
cunoscute pand acum ca necodificand proteinele. Ca si alte clase non-codificatoare,
ARNInc joaca roluri in nivelurile de expresie ale genelor si evenimentele epigenetice.
Unele ARNInc au fost implicate in cancer, boli imune, boli cardiovasculare si tulburari
neurologice. Dupa cum s-a mentionat anterior, ARNInc pot recruta factori epigenetici
pentru a modifica starea cromatinei (J. Li & Liu, 2019). La nivel molecular, ARN-urile
lungi non-codificatoare (INcCARN) sunt strans legate de ARN-urile mesager. Ele sunt
create de transcriere omniprezentd, cu toate acestea, ele functioneaza prin
mecanisme in mare parte necunoscute pentru functia lor. Pe baza modelului actual,
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ARNInc functioneazd adesea prin secvente si / sau structuri specifice care sunt
conservate, scurte si adesea legate prin legaturi, ceea ce este cazul chiar daca
secventele si / sau structurile specifice sunt mai putin semnificative. Multe metode
computationale si experimentale au fost dezvoltate pentru a descoperi elemente
functionale in genele INcARN folosind o varietate de semnale. Aceste semnale includ
conservarea evolutiva, elementele structurale prezise sau posibilitatea salvarii
fenotipurilor afectate de pierderea functiei (Ross & Ulitsky, 2022). S-a constatat ca
ARN-urile lungi non-codificatoare (IncARN) pot influenta programele celulare printr-o
varietate de mecanisme transcriptionale si post-transcriptionale. Transcrierile lungi
non-codificatoare sunt responsabile pentru multe functii care apar in fiecare etapa de
dezvoltare si homeostazie a sistemului nervos central, in special a creierului. In special,
speciile de IncARN sunt relevante din punct de vedere functional pentru diferite regiuni
ale creierului datorit4 rolului lor la nivel nuclear. in plus, ele sunt implicate in transportul,
traducerea si descompunerea altor transcrieriin regiuni neuronale specifice. Diferitele
regiuni ale creierului sunt influentate de expresia genelor legate de aceste specii intr-
0 maniera spatio-temporala. Cercetdrile in domeniu au permis identificarea
contributiilor ARNInc specifice la anumite boli ale creierului, inclusiv boala Alzheimer,
boala Parkinson, cancerul si tulburarile de neurodezvoltare. Acest lucru a dus la
dezvoltarea unor strategii terapeutice care vizeaza aceste ARN-uri pentru a recupera
fenotipul normal. In acest articol, au rezumat cele mai recente descoperiri mecaniciste
ale ARNInc in creier, in special cele care se refera la dereglarea lor in tulburarile de
neurodezvoltare si bolile neurodegenerative, utilitatea lor potentialda pentru strategiile
terapeutice /in vitro si in vivo ca biomarkeri pentru tulburarile care afecteaza sistemul
nervos central (SNC) (Srinivas, Mathias, Oliveira-Mateos & Guil, 2023). Este pertinent
sa se atraga atentia in mod special asupra unor ARNInc cu roluri structurale cruciale
pentru functia creierului. Ansamblul nuclear paraspeckle IncARN, NEAT1 si
transcrierea adenocarcinomului pulmonar metastatic 1, MALAT1, sunt doua IncARN
foarte conservate si foarte exprimate care actioneaza structural siregleaza procesele
specifice din nucleu. Chiar daca IncARN-urile sunt omniprezente in tot corpul uman,
cele care locuiesc in cortexul creierului sunt printre cele mai abundente IncARN-uri. Ca
rezultat, ele joaca un rol crucial in functionarea normald a neuronilor si fiziopatologia
tulburarilor neurologice. Speckles si paraspeckles, doud domenii subnucleare
esentiale nucleului, cuprind fractiunea ARN majora a MALAT1 si NEAT1. Ca urmare a
acestor domenii, proteinele de legare a ARN-ului, factorii de transcriptie si ARNm se
pot coordona cu localizarea si fosforilarea factorilor de imbinare. Desi rolurile
proeminente ale MALAT1 in neuropatologie sunt bine stabilite, functia MALATT si
impactul dereglarii au fost studiate mai ales in cancer. Prin contrast, impactul functiei
NEATTIn SNC meritd o mentiune speciald atunci cand se iau in considerare bazele
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moleculare ale neuropatologiei. NEAT1 poate contribui la faza regiunilor intrinsec
dezordonate. Ca rezultat al asamblarii ribonucleoproteinei celulare, se formeaza un
mediu ribonucleoproteic non-membranos, care oferd o platforma flexibila pentru
inserarea unei mari varietati de proteine si acizi nucleici in timpul procesului de
asamblare a ribonucleoproteinei celulare. Legarea NEAT1 faciliteaza, de exemplu,
tendinta de condensare a unei proteine cunoscute sub numele de proteina de legare
a ADN-ului cu réspuns transactiv de 43 kDa (TDP43), care este o proteind implicata in
reglareaimbinarii ADN si ARN, formand corpuri nucleare protectoare atunci cand sunt
stresate, defecte in care (cum ar fi fosforilarea aberantd, citoplasma mislocalizata si
agregarea) contribuie la dezvoltarea sclerozei laterale amiotrofice (Srinivas et al,
2023). H19, unul dintre cele mai frecvent investigate INcARN, este studiat pe larg in mai
multe afectiuni maligne. Nivelul sdu de expresie este supraexprimata semnificativ n
comparatie cu tesutul de origine adiacent normal. H19 este legata de diferite semne
distinctive ale progresiei tumorii, incepand cu proliferarea celulara, apoptoza, invazia,
metastazele si chimiorezistentd. Totusi, rolul si mecanismul pentru care H19
functioneaza in reglarea genelor si dezvoltarea tumorii raméan neclare. H19 IncARN
este atat o oncogend, cat si un supresor tumoral in multe afectiuni maligne. Acest lucru
se datoreaza probabil reglarii transcriptiei genelor tinta, stabilitati ARNm, imbinarii si
inhib&rii competitive a degradarii ARN endogene. In plus faté de rolul sdu in proliferarea
celulelor, apoptoza, initierea tumorii, migrarea, invazia, metastazele si alte procese
biologice importante, proteina H19 este, de asemenea, implicata in chimiorezistenta si
alte procese (R. Zhang, Zeng & Deng, 2022).

6.2. ARN-uri nucleolare mici (snoARN)

Acestea sunt molecule mici de ARN care ghideaza modificarile chimice, cum
ar fi metilarea sau pseudouridilarea, altor molecule de ARN. Acestea sunt implicate
predominant in procesarea si modificarea ARN-ului ribozomal (ARNr) si a ARN-ului de
transfer (ARNt). ARN-urile nucleolare mici (snoARN) sunt o clasad de molecule de ARN
non-codificatoare gasite in nucleolul celulelor eucariote. Descoperite initial in anii 1980,
ele sunt un grup divers de ARN-uri mici care joaca roluri importante in modificarea
post-transcriptionald si procesarea ARN ribozomal (ARNr), esentiale pentru biogeneza
ribozomilor si sinteza proteinelor. SnoARN-urile au de obicei o lungime de 60-300 de
nucleotide si sunt transcrise din regiuni specifice ale genomului ADN. Acestea fac
parte din particule mici de ribonucleoproteind nucleolara (snoRNP), constand din
snoARN si proteinele asociate. Aceste snoRNP ghideaza modificarea si procesarea
ARNr prin directionarea enzimelor catre locuri specifice de pe molecula de ARNr.
Exista doua clase principale de snoARN bazate pe functiile lor (Candelli, Gros & Libri,
2018; Ojha, Malla & Lyon, 2020).
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SnoARN-uri C / D “box” ghideaza metilarea- O-2' a nucleotidelor specifice pe ARNr.
Acestea contin motive "box” caracteristice C (conservate) si D (degenerate) si sunt
numite dupa aceste elemente conservate. SnoARN-urile C /D "box” vizeaza ARNr 28S,
18S si 5.8S ale nucleolului (Falaleeva, Welden, Duncan, & Stamm, 2017).

SnoARN-uri H/ACA box” ghideaza pseudouridilarea nucleotidelor specifice pe ARNr.
Acestea contin motive "box” H (foarte conservate) si ACA si sunt denumite in
consecintd. SnoARN-urile H/ACA "box” vizeaza in primul rand aceleasi molecule de
ARNr ca si snoARN-urile C/D "box’, dar pot ghida si modificariin alte ARN-uri nucleare
mici (Massenet, Bertrand & Verheggen, 2017).

SnoARN-urile nu se limiteaza la rolul lor in biogeneza ribozomilor. De-a lungul anilor,
cercetarile au relevat functii suplimentare ale snoARN-urilor in diferite procese
celulare, extinzandu-le importanta dincolo de modificarea ARNr. Unele dintre celelalte
functii ale snoARN includ:

Asamblarea spliceozomilor. Anumite snoARN-uri se pot asocia cu ARN-uri nucleare
mici (SnRNA) pentru a facilita asamblarea spliceozomului, un complex mare implicat in
imbinarea ARN. Acest proces este esential pentru eliminarea intronilor din pre-ARNm
pentru a genera ARNm matur.

Modlificarea ARNm: Unele snoARN-uri s-au dovedit a ghida modificarile moleculelor
de ARN mesager (ARNm), ceea ce duce la modificarea stabilitatii, eficientei translatiei
si sintezei proteinelor.

Intretinerea telomerilor. SnoARN au fost implicati in mentinerea si reglarea telomerilor,
care joaca un rol in imbétranirea celulara si stabilitatea cromozomilor.

Reglarea epigeneticd Unele snoARN-uri regleaza epigenetica prin ghidarea metilarii
ADN-ului sau modificarea histonelor.

Apdrarea virald Anumite snoARN-uri, in special la plante, participa la mecanismul de
aparare antivirala prin directionarea ARN-ului viral pentru degradare.

Numele SNORD Structura si localizare Rol Ref
SNORD115 HBII-52; snoARN C /D "box” | Sindromul  Prader-Will, | (Hebras et al., 2020)
copie paternd stearsd,
15Q11-13 CCR pierderea SNORD115
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ribozomale mari.

SNORD116 15Q11-13 Sindromul Prader Willi, | (Burnett & colab,
pierderea SNORD116 | 2017; Burnett et al,
asociata cu obezitatea si | 2016)
hiperfagia
U3 snoARN snoARN C /D ’box’- | Sinteza proteinelor (Clerget et al,, 2020;
biogeneza ribozomilor; 2'-O- Lemus-Diaz,
metilarea nucleotidelor Ferreira, Bohnsack,
specifice in ARNr 18S Gruber si Bohnsack,
2020)
SNORA42 Cutia snoARN H/ACA’box’- | Mentinerea  integritatii | (Mei et al, 2012)
ghideaz& pseudouridilarea | nucleare
ARNr.
SNORD47 snoARN C /D "box” Maturarea si functia | (Ghaffari, Bashash,
unitatii ribozomale mari Dizaji, Ghavamzadeh
&  Alimoghaddam,
2012; Xu et al, 2017)
SNORA10 "box”  H/ACA  ghideaz& | Buna functionare in | (Nikas & Nikas, 2019;
pseudouridilarea in ARNr si | translatie si imbinarea | Schulten et al, 2017)
snRNA ARN
SNORDSA snoARN C/D "box” ghideazé | Biogeneza ribozomilor si | (Cohen et al, 2013,
metilarea 2'-OTn ARNr 18S sinteza proteinelor Luo et al, 2020)
SNORD89 "box” H/ACA - | Maturarea s functia | (Bao et al, 2022; Zhu
pseudouridilare subunitdti  ribozomale | etal, 2019)
mari
SNORA24 C/D "box" - tinteste ARNr | Asamblarea ribozomilor | (McMahon et al,
18S functionali 2019; L. Shen et al,
2022)
SNORA56 "box” H/ACA Stabilitatea si  functia | (Faucher-Giguere et
ARN-urilor in procesul de | al, 2022; Wang et al,,
translatie silmbinare ARN | 2022)
SNORAT8 C/D’box” tinteste ARNr 28S | Prelucrarea si maturarea | (Braicu et al, 2019;
unitatii ribozomale mari Gao et al,, 2015)
SNORA21 "box” H/ACA  ghideaza | Implicat n  biogeneza | (Braicu et al, 2019,
pseudouridilarea ARNr ribozomilor si masini de | Gao et al, 2015
ribozomi Yoshida et al., 2017)
SNORA22 "box”  H/ACA  ghideaz& | Modificarea si maturarea | (Henry et al, 2022
pseudouridilareain ARNr ARN-urilor ribozomale si | Lai, Wang, Lai, Peng,
a altor ARN-uri non- | & Luo, 2022)
codificatoare
SNORD12 C/D "box” vizeazd ARNr 28S | Asamblarea corectd si | (Askarian-Amiriet al,
pentru 2'-O-metilare. functionarea unitdtii | 2011, Lio et al, 2022)

6.3. MicroARN (miARN)

Acestea sunt molecule mici de ARN de aproximativ 20-22 nucleotide in
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lungime. Acestea sunt implicate in reglarea genelor post-transcriptionale prin legarea
la moleculele de ARN mesager (ARNm) si inhibarea translatiei lor sau promovarea
degradarii. miARN joaca roluri critice in numeroase procese biologice, inclusiv
dezvoltarea, diferentierea celulara si boala. Transcrierea omniprezenta se refera la
transcrierea regiunilor genomului non-codificatoare identificate anterior ca fiind fara
rol functional. Odata numite "ADN rezidual" datoritd structurii lor proteice non-
codificatoare, aceste structuri sunt studiate extensiv pentru directionarea lor care
codifica rolul genei si utilizarea lor potentiala in diagnostic sau tinte terapeutice pentru
mai multe boli precum cancerul, bolile autoimune, bolile cardiovasculare si cele
neurodegenerative. Cand are loc transcriptia omniprezentd, aceasta include
transcrierea genelor care codifica proteinele si a regiunilor non-codificatoare, cum ar
fi regiunile intergenice si ARN-urile lungi non-codificatoare (INcARN). Mai multi miARN
sunt derivati din aceste regiuni non-codificatoare, adaugand un alt strat de
complexitate retelei de reglare a genelor.

Unele dintre microARN-urile derivate din transcrierea omniprezenta sunt:

miR-27- este unul dintre cele mai studiate microARN-uri, in special in cancer,
unde este supraexprimat in majoritatea tipurilor si subtipurilor de cancer. Nu este
foarte specifica pentru o anumita malignitate, dar a fost gasita supraexprimata in multe
dintre ele. De asemenea, a fost determinat in diferite stadii de evolutie a cancerului de
la stadii incipiente la epiteliu la mezenchimal si instalarea metastazelor (Berindan-
Neagoe, Monroig Pdel, Pasculli, & Calin, 2014; Jenike & Halushka, 2021; Pop-Bica et al.,
2020).

miR-7565. Mir-155 este implicat in reglarea sistemului imunitar si a inflamatiei.
Acesta a fost implicat n diferite boli legate de imunitate si poate modula activitatea
celulelor imune. Este, de asemenea, implicat in mai multe malignitati. Un proces de
back-splicing 5-bp este generat din acelasi precursor miARN. miR-155-bp este
implicat in raspunsurile imune si procesele inflamatorii. S-a demonstrat ca terapia anti-
miR-155 poate inversa chimiorezistenta in vivo si ca anti-miR-155-DOPC nu este toxic
in vivo, ceea ce duce la posibilitatea aplicarii terapiei anti-miR-155 la diferite tipuri de
cancer in studiile clinice pentru a depasi mecanismele de rezistenta adoptate de
cancer (Van Roosbroeck et al., 2017).

Familia Let-7: Familia miARN let-7 este conservata evolutiv i joaca un rol
crucialin dezvoltarea si diferentierea celulara. Este adesea dereglata in cancer si a fost
legatd de reglarea (H. Chen et al,, 2022; Gaeta, Le, Lin, Xie, & Lowry, 2017).

Clusterul miR-177-92. clusterul miR-17-92 este un cluster miARN policistronic
care include mai multi miARN (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 si miR-
92a-1). Acesta joacd un rol in proliferarea celulelor si apoptoza si este adesea dereglat
in cancer (Lee, Han, Kwon, & Lee, 2016; Mogilyansky & Rigoutsos, 2013).
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miR-34. miR-34a este un microARN supresor tumoral activat de gena
supresoare tumorala p53. Familia miR-34 include miR-34a, miR-34b si miR-34c.
Acesta joaca un rol in controlul ciclului celular si apoptoza si este adesea dereglat in
celulele canceroase (Doridot et al, 2014; Gregorova, Vychytilova-Faltejskova, &
Sevcikova, 2021).

Familia miR-200, inclusiv miR-200a, miR-200b, miR-200c¢, miR-141si miR-429,
joaca un rol crucial in reglarea tranzitiei epitelial-mezenchimale (EMT), un proces
implicat in metastazarea cancerului siremodelarea tesuturilor (Lim et al,, 2013; L. Zhang
etal, 2013).

miR-122 este un microARN specific ficatului care joaca un rol semnificativ in
metabolismul lipidic hepatic si replicarea virusului hepatitei C (VHC) (Y. Li et al., 2018;
Song et al,, 2013).

miR-9este implicat in neurogeneza si dezvoltare neuronald. Regleaza expresia
genelor implicate in diferentierea si functia neuronala (Chien et al,, 2020; Fiaschetti et
al,, 2014).

miR-375 este abundent in celulele insulelor pancreatice siregleaza secretia de
insulind si homeostazia glucozei (Tatekawa et al,, 2017; L. H. Yin et al,, 2015).

miR-146a este implicat in reglarea raspunsului imun si a inflamatiei. Acesta
vizeaz& céile de semnalizare asociate cu activarea imuna (Casali et al., 2021; lori,
Aronica, & Vezzani, 2017).

Familia miR-29 include mai multi membriimplicati in multe boli cum ar fi fibroza
tisulard, cancerul si neurodegenerative. Acestea au fost studiate ca vizadnd genele
asociate cu matricea extracelulard (Amodio et al., 2015; Jung et al,, 2020; Swahari et
al., 2021).

miR-221si miR-222. Aceste miR-uri coopereaza si sunt de obicei exprimate in
diferite tipuri de cancer. Ambele miR-uri pot fi gasite in mai multe etape in progresia
cancerului, in special in procesul metastatic, manifestandu-se de la stadiile incipiente
ale progresiei maligne pana la stadiile avansate (Kim et al,, 2023; Quintavalle et al,
2013).

6.4. Alte ARN-uri non-codificatoare

6.4.1. ARN-uri asociate locului de incepere a transcrierii (TSSa-ARN):

Un numar de ncARN pot fi, de asemenea, clasificate in functie de locul din care
provin, cum ar fi ARN-urile amplificatoare (ARN derivate din potentiatori) si ARN-urile
asociate site-ului de incepere a transcriptiei (TSSa-ARN) (Y. Yin & Shen, 2023). Aceste
molecule de ARN provin din apropierea locurilor de incepere a transcriptiei genelor
care codifica proteinele. Acestea au fost implicate in reglarea expresiei genelor si
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recrutarea factorilor de transcriptie si a complexelor de modificare a cromatinei
(Zaramela, Véncio, ten-Caten, Baliga, & Koide, 2014). ARN-urile TSSa flancheaza atat
directiile senzoriale, cat si cele antisens ale promotorilor activi in ceea ce priveste
transcrierile din aval codificate de genele care codifica proteinele. Ca urmare a
abundentei structurilor genetice care se cuibaresc si se suprapun in transcriptomurile
mamiferelor, transcrierile de codificare, precum si transcrierile non-codificatoare, apar
din aceste structuri. Mai mult, elementele reglatoare ARN responsabile pentru
controlul expresiei genelor sunt adesea distribuite in interiorul sau dincolo de alte gene
in ambele directii. S-ar parea ca activitatea promotorului divergent omniprezent
sugereaza ca genele transcrise nu au limite definite intre capetele lor 5' si 3' (Faghi &
Wahlestedt, 2009).

6.4.2. ARN-uri amplificatoare (eARN)

ARN-urile amplificatoare (eARN) sunt transcrieri derivate din regiuni
amplificatoare, secvente ADN care regleaza expresia genelor. Au fost propuse eARN
pentru a activa si mentine interactiunile potentiator-promotor si pentru a regla
expresia genelor tinta (Sartorelli & Lauberth, 2020). Acum este cunoscut faptul ca
eARN sunt utile pentru profilarea potentiatorilor activi. Cu toate acestea, exista inca un
decalaj cheie in intelegerea noastra daca transcrierea potentatorului, eARN sau
ambele sunt importante pentru determinarea functiei de imbunatatire. Ca dovada
pentru actul transcriptiei amplificatorului, un studiu seminal a demonstrat ca
transcrierea amplificatorului faciliteaza mentinerea unei stari deschise de cromatina,
permitand TF si cofactori sa fie usor accesati, chiar si in absenta TF (Rahnamoun,
Orozco & Lauberth, 2020). Frecventa la care sunt asamblate transcrierile eéARN este
comparabilda cu cea la care sunt asamblate transcrierile ARNm. Expresia eARN este
asociatd cu un semn histonic ridicat de H3K27ac si un nivel scazut de H3K27me3. Desi
eARN reprezinta doar o mica parte din ARNnc, functiile lor sunt semnificative. eARN
nu numai ca promoveaza formarea buclelor potentiator-promotor, dar pot, de
asemenea, regla activarea transcriptiei prin imbunatatirea activitatii amplificatorului si
cresterea forméarii buclei amplificatorului (Y. Shen et al., 2023).

6.4.3. ARN circulare (circARN)

ARN-urile circulare (circARN) sunt un tip de ARN cu bucle continue aranjate
intr-un model circular uniform care prezinta rezistentd structurald ridicatd si
specificitate tisulard, sugerand ca pot functiona ca biomarkeri. Cercetatorii au
descoperit ca circARN-urile joaca un rol important in reglarea céilor oncogene la nivel
transcriptional si post-transcriptional prin reglarea expresiei genelor (Drula et al,

106



2020). ARN-urile circulare sunt molecule de ARN finchise covalent care formeazéa
bucle, lipsite de terminatii de 5' si cozi de poliadenilare de 3'. Acestea sunt generate
printr-un proces de back-splicing, in care un site donator de imbinare din aval este
conectat la un site acceptor de imbinare din amonte. circARN sunt abundente si stabile
in celule si au fost implicate in diferite procese celulare, inclusiv reglarea genelor,
miARN "sponge” silegarea de proteine (Liu et al,, 2022). Studiul lui Zhang a demonstrat
ca modificarea mediatd de m6A metiltransferaza 3 (METTL3) mediatd de mBA este
un factor care contribuie la agresivitatea HCC prin modularea unei axe intre
circ_KIAA1429 simiR-133a-3p / HMGA2. In cazul tesuturilor si celulelor HCC, una dintre
principalele constatari a fost ca circ_KIAA1429 a fost anormal de supraexprimata.
METTL3 ar putea regla pozitiv expresia circ_KIAA1429 in celulele HCC (C. P. Zhang &
Huang, 2023).

6.4.4. Traducere non-ATG asociata in mod repetat (traducere RAN)

Acest fenomen implica traducerea secventelor repetitive, cum ar fi
microsatelitii si secventele repetate extinse, fara un codon ATG de initiere. Translatia
RAN poate produce proteine toxice si a fost asociatd cu mai multe boli
neurodegenerative, inclusiv boala Huntington si scleroza lateralda amiotrofica (SLA)
(Fujino, Mori & Nagai, 2023). Cercetarile recente indica faptul c& are loc o translatie
non-ATG (RAN)2 asociata repetat, iar mutatiile repetate de expansiune se transcriu
frecvent bidirectional. Cu alte cuvinte, proteinele mutante pot fi generate atat din
transcrierile senzoriale, cat si din cele antisens ale tuturor celor trei cadre de citire
atunci cand apare o singura mutatie de expansiune repetata atat in transcrierile
sensurilor, cat siin cele antisens. Spre deosebire de alte proteine, proteinele RAN nu
sunt initiate de codonul canonic AUG ceea ce ridica posibilitatea unor intrebari
mecaniciste cu privire la modul in care sunt initiate la nivel genetic avand in vedere
prevalenta repetarilor in genomul uman (Cleary, Pattamatta & Ranum, 2018).

6.4.5. Transcrieri ale promotorului in amonte (PROMPTs):

Acestea sunt transcrieri care provin din amonte de promotorii genetici. Ele sunt
adesea degradate rapid, dar au fost propuse pentru ajuca roluriin reglarea genelor si
activitatea promotorului. Exista trei cozi de 3'-adenozina si cinci structuri capac-5' la
capetele PROMPT-urilor. Cu toate acestea, spre deosebire de ARNm, PROMPT-urile
sunt in mare parte nucleare sirapid transformate de exozomul ARN. S-a constatat ca
complexele ARN polimeraza Il (RNAPII) care contin domeniile C-terminale fosforilate
(CTD) serine, similare domeniilor C-terminale ale regiunilor genice asociate cu ADN-ul
transcris PROMPT, ocupa regiunea transcrisa PROMPT. Fosforilarea slabd a CTD nu
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este singurul motiv pentru capacitatea ineficienta de alungire a transcriptiei PROMPT.
Cand transcriptia genelor este redusa, RNAPII ocupa mai des regiunea PROMPT din
amonte, sugerand ca acestea fac parte dintr-un compartiment transcriptional comun
(Preker et al., 2011).

6.4.6. Zgomotul de transcriere

Transcrierea omniprezenta contribuie la zgomotul transcriptional, care se
refera la variatia stocastica sau aleatorie a nivelurilor de expresie genica. Transcrierea
moleculelor de ARN non-codificatoare de-a lungul genomului se adauga la activitatea
transcriptionald generald a celulelor, ducand la cresterea zgomotului in expresia
genelor. Acest zgomot transcriptional poate afecta functiile celulare si variabilitatea
fenotipica. Fenomenul de spargere transcriptionala este cauzat de promotorul unei
gene care fluctueaza intre o stare si alta pe o perioada de timp bazata pe starea sa. Un
aflux de transcriere apare daca promotorul trece de la o stare "oprit" la o stare "pornit".
Trei factori determina cat de mult ARN este produs dintr-o gena: frecventa, durata si
amplitudinea exploziilor. Mecanismul de spargere transcriptionala este responsabil
pentru zgomotul din expresia genelor in acest caz. Acest zgomot este adesea descris
ca variatia expresiei genelor observatd in randul celulelor populatiei (Urban &
Johnston, 2018). Diversitatea poate aparea in populatile celulare care altfel sunt
identice, dar sunt implicati mai multi factori. Zgomotul transcriptional care apare in
timpul procesului de transcriere este unul dintre cei mai importanti factori. Datorita
stochasticitatii inerente a expresiei genelor, nu este clar daca acest zgomot poate fi
controlat direct. Gena homeobox Dig1, un regulator al caii de imperechere a drojdiei, a
fost demonstratd pentru a preveni zgomotul transcriptional in genele din aval. Acest
lucru se face prin reglarea organizarii spatiale a genelor tintéd (Neems & Kosak, 2010).

6.4.7. Elemente functionale necodate

Transcrierea omniprezenta a evidentiat elemente functionale non-
codificatoare in genom (Hangauer et al., 2013). Aceste elemente nu codifica proteinele,
dar joaca roluri cruciale in reglarea genelor si organizarea genomului. Ele pot actiona
ca potentiatori,amortizoare de zgomot, izolatori sau modulatori ai structurii cromatinei.
Transcrierea omniprezenta ne-a extins intelegerea peisajului de reglementare al
genomului dincolo de genele care codifica proteinele (Palazzo & Lee, 2015).

6.4.8. imbinare alternativa

Transcrierea omniprezenta contribuie, de asemenea, la imbinarea alternativa;
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un proces prin care diferiti exoni dintr-o gena pot fi inclusi sau exclusi selectiv,
generand mai multe izoforme de ARNm (Baralle & Giudice, 2017). Transcrierea
omniprezenta intre introni si regiuni non-codificatoare poate influenta modelele
alternative de imbinare prin furnizarea de elemente suplimentare de imbinare sau de
reglementare (Deveson et al,, 2018).

6.4.9. Indicii celulari si de mediu

Transcrierea omniprezenta este influentata de diferite semnale celulare si de
mediu (Ruprecht et al., 2017). Modificarile tipului de celule, stadiul de dezvoltare si
stimulii externi pot modifica activitatea transcriptionald a diferitelor regiuni ale
genomului (Huang, Dai, & Zhang, 2015). Transcrierea omniprezenta poate raspunde la
aceste indicii prin producerea de ARN-uri specifice non-codificatoare, contribuind la
adaptarea si raspunsurile celulare. Transcrierea omniprezenta duce la producerea
unui numar mare de ARN non-codificatoare. Transcrierea omniprezenta poate afecta
negativ expresia si stabilitatea genomului daca este ldsata necontrolata. Cu toate
acestea, transcrierea non-codificatoare poate juca, de asemenea, roluri semnificative
de reglementare, de exemplu, prin promovarea reprimarii anumitor gene printr-un
mecanism de interferenta transcriptionala. Ca raspuns la indiciile de mediu, eficienta
terminarii transcrierii poate afecta semnificativ capacitatea de reglementare a
evenimentelor de transcriere non-codificatoare. Cu toate acestea, se stie putin despre
mecanismele care moduleaza incetarea transcrierii non-codificatoare (Haidara,
Giannini, & Porrua, 2022). Mediul moduleaza procesele patogene din sistemul nervos
central. Prin urmare, aceasta observatie se limiteaza la o corelatie pura, fara a identifica
tinte celulare sau moleculare specifice in sistemul nervos central. Sistemul imunitar
poate raspunde la declansatoarele de mediu bazate pe suprafetele corpului. Celulele
imune activate mobil pot circula catre SNC si pot provoca raspunsuri in acest
compartiment, in afara de locul in care au fost activate initial (Korn, 2019).

6.5. Metode

Progrese tehnologice. |dentificarea si caracterizarea transcriptiei omniprezente au
fost facilitate Tn mod semnificativ de progresele in tehnologiile de secventiere cu
randament ridicat, cum ar fi secventierea ARN (ARN-seq) (Weinhold, Jacobsen,
Schultz, Sander & Lee, 2014). Aceste tehnici permit profilarea cuprinzatoare a
transcriptomului, permitand cercetatorilor sa capteze si sa studieze peisajul divers al
moleculelor de ARN non-codificatoare (Hangauer et al., 2013).

Provocari computationale. Analiza si interpretarea transcrierii omniprezente prezinta
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provocari computationale din cauza cantitatii mari de date generate de secventierea
cu randament ridicat (Eddy, 2014). Dezvoltarea instrumentelor computationale si a
algoritmilor pentru identificarea si cuantificarea cu precizie a transcrierilor ARN-urilor
non-codificatoare, distingerea transcrierilor functionale de zgomotul transcriptional si
prezicerea functiilor lor potentiale sunt domenii active de cercetare (Guo, Liu & Chen,
2022).

Perspectiva

Studiul genomului non-codant continua sa dezvaluie mecanisme reglatoare
complexe si semnificatii functionale ale regiunilor non-codificatoare. Acesta arunca
lumind asupra rolurilor lor in dezvoltare, boald, adaptare si mostenire, extinzand in
continuare intelegerea noastra asupra complexitatii informatiilor genetice si a expresiei
genelor. Progresele tehnologice, analizele computationale si abordarile interdisciplinare
vor consolida in continuare cunostintele noastre despre semnificatia functionald a
regiunilor non-codificatoare si a impactului acestora asupra sistemelor biologice..
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Introducere

Genomul uman este In mare parte procesat in entitati-transcript. ARN-urile
lungi non-codificatoare au fost descrise conventional ca avand peste 200 de
nucleotide, fara capacitati functionale de codificare a proteinelor (Mattick et al.,, 2023).
La inceputul anilor 1980, desi initial identificatd eronat ca si ARNm, prima gena non-
codificatoare fusese descoperitd - gena 79 (Pachnis, Belayew, & Tilghman, 1984),
printr-o abordare a posteriori studierea unei biblioteci de cADN a unui model murin de
ficat fetal pentru clone care contineau secvente de ARNm care scad dupa nastere. La
momentul redactarii acestui capitol, nu exista un consens clar cu privire la numarul de
gene IncARN, deoarece existd mai multe adnotari diferite (Uszczynska-Ratajczak,
Lagarde, Frankish, Guigo, & Johnson, 2018). De exemplu, statisticile GENCODE v43
(11.03.2023) furnizeaza un numar de 19 928 de gene IncARN umane, in timp ce baza
de date NONCODE v6.0 furnizeaza un numar de 96 411 de gene IncARN umane.

In ultimii ani, un numar ridicat de studii au relevat implicarea IncARN in patologia
umana. Pentru scopuri de centralizare a datelor, capitolul curent va studia doar
cancerul, ca patologie centrald. Intrucat cancerul se referd la cresterea celulara
necontrolatd, devine evident faptul ca presiunea de selectie Darwiniana asupra
celulelor maligne favorizeaza acele celule care au cel mai mare avantaj replicativ
obtinut mutational. Aceastd selectie evolutiva este dependenta atat de mecanisme
genetice, cat si de mecanisme epigenetice (Shen & Laird, 2013).

In boala neoplazica, INcARN intervin in diverse mecanisme reglatorii
epigenetice cu localizare nucleard (Gao et al., 2020), incluzand metilarea ADN-ului,
modificarile de histone/cromatinice - prin actiunea asupra statusului epigenetic a
numeroase gene care codeazd proteine functionale (Morlando & Fatica, 2018).
Versatilitatea functionala a IncARN-urilor le permite sa ghideze complexele
modificatoare de cromatina la locusuri genomice exacte pentru exercitarea actiunii (K.
Zhang et al,, 2014). Mai mult, in cadrul nucleului, IncARN-urile care opereaza in mod cis
altereaza transcrierea genica la nivel nuclear, in timp ce INcARN-urile care opereaza in
mod frans regleazé expresia genica in cromozomi diferiti sau in locusuri aflate la
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distantd mai mare (Morlando & Fatica, 2018). Modularea epigeneticd post-
transcriptionala de catre INCARN se referg, in general, la legarea IncARN de un grup de
proteine de legare a ARN-ului (RBP). Aceastéd actiune duce la modificari post-
transcriptionale - in stabilitatea mARN, in fenomenul de splicing, in stabilitatea
proteinelor si chiar in localizarea subcelulara (R. Z. He, Luo, & Mo, 2019).

7.1. Informatii actualizate

7.1.1. Interactiunea dintre IncARN si metilarea ADN-ului

Metilarea ADN-ului este o caracteristica epigenetica ce controleaza, printre
altele, expresia genica si stabilitatea genomului. Metilarea ADN-ului este realizata de
ADN-metiltransferaze (DNMT), care sunt reglate indeaproape de mai multe entitati,
inclusiv de IncARN-uri (Huang, Li, Yu, Xiao, & Wang, 2022). In mod natural, alterarile
aparute in homeostazia metilarii ADN-ului pot duce la dezvoltarea cancerului
(Nishiyama & Nakanishi, 2021). Un astfel de mecanism se refera la fenomenul de
hipermetilare a mai multor entitati, inclusiv a genelor supresoare tumorale, observat in
celulele maligne, cu inhibitia consecutiva a expresiei genice a acestor gene supresoare
tumorale si urmata de proliferare necontrolata (Jones, 2012).

Legat de interactiunea dintre INcARN si DNMT, exista multiple mecanisme care
necesita sa fie discutate - printre altele, recrutarea DNMT, recrutarea enzimelor TET,
sechestrarea, interrelatia SAM-SAH si reglarea expresiei DNMT/TET (Huang et al,
2022). Alte mecanisme pot fi, de asemenea, implicate.

Intr-un studiu realizat de Wang et al. (Wang et al., 2023) care a examinat 61 de
perechi de probe de tesuturi de carcinom scuamos de laringe (LSCC), asociat cu
tesuturile non-tumorale corespunzatoare, autorii au relevat ca expresia MAGI2-AS3 in
tesuturile LSCC a fost mai scazutd decat expresia in tesuturile non-tumorale
adiacente. S-au obtinut corelatii pozitive statistic semnificative intre expresia MAGI2-
AS3 si metastazarea la nivelul ganglionilor limfatici cervicali (p = 0.047), precum si cu
stadiul TNM (p = 0.022). In studiul Wang, supraexpresia INcARN-ului MAGI2-AS3 a
inhibat proliferarea, migrarea siinvazia celulelor LSCC. Intrucat localizarea IncARN-ului
la nivel celular este esentiala, Wang et al. au remarcat ca MAGI2-AS3 era prezent atat
in citoplasma, cét si in nucleu, dar cu un nivel mai ridicat in nucleul celulelor TU177 si
AMC-HN-8. In calitate de reglator, MAGI2-AS3 este capabil s& suprime fenotipul
mezenchimal prin reglarea proteinelor N-cadering si vimentind. Tn consecinta,
hipermetilarea promotorului MAGI2-AS3 a dus la un fenomen de downregulation a
acestui INcARN atéat in tesuturile LSCC, cét si in liniile celulare TU177 si AMC-HN-8.
Wang et al. au aratat, astfel, faptul ca MAGI2-AS3 inhiba proliferarea, migrarea si
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invazia celulelor LSCC printr-un mecanism dependent de proteina de legare a ARN-
ului SPTB, prin legarea la nivelul celulelor LSCC. Mai mult, in acelasi studiu, autorii au
aratat ca supraexpresia MAGI2-AS3 inhiba cresterea tumorilor xenogrefe /in vivo.
Wang et al. au concluzionat cd MAGI2-AS3 ar putea fi un IncARN critic pentru
progresia LSCC siar putea functiona ca un nou biomarker pentru diagnosticul precoce
al LSCC (Wang et al., 2023).

Avand in vedere ca s-au observat niveluri crescute de metilare a N6-
deoxiadenozinei (6mA) in glioblastom, carcinom gastric si carcinom hepatic (Chen et
al,, 2022), Hsu et al. au cercetat interactiunea dintre 6mA si METTL4 in context hipoxic.
Autorii au descoperit ca METTL4 este un mediator cheie in relatie cu 6mA, iar
supraexpresia sa activeaza tranzitia epitelial-mezenchimald (EMT) (Hsu et al., 2022).
Mai mult, Hsu et al. au descoperit ca METTL4 este un factor esential in tranzitia
epitelial-mezenchimald indusd de hipoxie (Hsu et al, 2022). Datele statistice de
supravietuire Kaplan-Meier din acest studiu au indicat un prognostic mai nefavorabil
pentru pacientii cu carcinom urotelial de tract urinar superior (UTUC) care prezinta
niveluri ridicate in co-expresie a METTL4 si 6mA, in comparatie cu pacientii cu UTUC
care prezinta niveluriMETTL4/6mA scazute, sugerand valoarea prognostica a acestei
asocieri. LncARN RP11-390F4.3 activeaza aproximativ aceiasi reglatori EMT ca si
METTL4, iar regiunea sa promotoare contine 6mA, intrucét se localizeaza la nivel
nuclear. Din punctul de vedere al mecanismului, RP11-390F4.3 activeaza reglatorii
EMT prin interactiunea cu cromatina. Expresia ridicatd a RP11-390F4.3 la pacientii cu
carcinoame de sferd ORL este un predictor negativ al supravietuirii (Hsu et al.,, 2022).
Acelasi studiu a concluzionat faptul ca situsurile de 6mA joaca un rol cheie in activarea
indusa de hipoxie a RP11-390F4.3, care ulterior activeazd EMT (Hsu et al.,, 2022).

Intr-un studiu recent realizat de cétre He et al, TFAP2A a promovat transcriptia
INcARN TPRG1-AST, care la rAndul sau a recrutat DNMT la promotorul CRTACT si a
stimulat metilarea ADN-ului la nivelul genei CRTACH1, blocand astfel transcriptia
CRTACT si promovand glicoliza si angiogeneza in celulele de carcinom urotelial de
vezica urinard (BLCA) (J. He et al., 2023).

Intr-un studiu din 2022 realizat de Zhou et al., s-a constatat faptul c& expresia
PROS1 in glioamele /ow grade (LGG) a fost supraexprimata si asociatd cu expresia
DNMT, a genelor de modificare a ARN-ului, a genelor sistemului de reparare a erorilor
de replicare a ADN-ului (MMR), variatile numarului de copii, precum si frecventa
variatiilor de nucleotide. Datele din acest studiu subliniaza faptul ca expresia PROST ar
putea influenta prognosticul si tratamentul acestui tip de malignitate prin influentarea
caracteristicilor stem ale celulelor canceroase si a heterogenitatii genomice, cu o
asociere statistic semnificativa intre expresia PROST si incarcatura mutationala a
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tumorii (p = 0.00094), pierderea heterozigozitatii (p = 3.31e-7) si caracteristicile stem
bazate pe reglarea epigenetica prin metilarea ADN-ului (p = 0.0138). In plus, in cadrul
acestui studiu, s-au cercetat din punctul de vedere al mecanismului tripletele IncARN-
TF-gena. NFKB1a avut cel mai mare coeficient de corelatie cu PROST. Dintre cele doua
IncARN-uri care au fost exprimate diferentiat semnificativ in LGG - RP3-525N10.2 si
MIR497HG -, doar primul a fost semnificativ subexprimat. Astfel, autorii au propus un
mecanism in care RP3-525N10.2 ar putea actiona ca un supresor tumoral prin
complexarea NFKB1 sau ghidarea NFKBT1 si prevenirea actiunii sale asupra PROS1in
LGG, fiind capabil sa afecteze prognosticul prin axa RP3-525N10.2-NFKB1-PROS1
(Zhou, Xiao, & Jiang, 2022).

Wu et al. au demonstrat ca in tesuturile si celulele de carcinom gastric,
LINCO0467 a fost supraexprimat, in timp ce Reprimo a avut o expresie genica mai
redusa. Din punctul de vedere al mecanismului, DNMT1 a fost recrutat in celulele de
carcinom gastric intr-o modalitate dependenta de LINCO0467. Mai mult, s-a constatat
ca metilarea promotorului genei Reprimo a fost stimulatd de catre LINCO0467,
inhiband astfel expresia Reprimo. In cadrul experimentelor /n vivo, un knockdown la
nivelul LINCO0467 a scazut atat tumorigeneza, cat si metastazarea (Wu & Du, 2022).

O abordare integrativa si non-exhaustiva a altor IncARN-uri implicate in
modularea epigenetica a cancerului poate fi consultata in cadrul Tabelului 1.

Tabelul 1. LncARN-uri implicate Tn metilarea ADN in cancer - studii recente

IncARN Malignitate Mecanism Ref
Small nuclear host| Carcinom SNHG este implicat in metilarea SEPT9 prin axa (W. Li et al,
gene 3 (SNHG3) | gastric miR-448/DNMT1, stimuland astfel proliferarea [2022)

carcinomului Si metastazarea.

RAMP2-AST Carcinom RAMP2-ASTrecruteaza DNMT1siDNMT3B (L, Gan, &
mamar la promotorul genei CXCL11 si inhiba fenotipul [Peng, 2022)
malign al carcinomului mamar.

Urothelialcancer- | Glioblastom Axa UCA1/mIiR-182-5p/MGMT este implicatd |Cheng et al,,
Associated 1 n réspunsul celulelor de gliom la temozolomid [2022)

(UCAT) (TMZ). Eficacitatea TMZ pe apoptoza celulara,
nivelul proteinei MGMT si markerii de
deteriorare a ADN-ului /n vitro/tumorigeneza in
vivoau fost crescute cu knockdown-ul UCA.
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SNHG5 Carcinom SNHG5 a redus expresia DNMT3a si, astfel, a |(Yan, Huang,
hepatocelular redus nivelul de metilare al SPATS2. Astfel, [Huang, Wang,&
nivelurile crescute de SPATS2 pot stimula [Liu, 2022)
proliferarea si migrarea celulelor HepG2.
LINCO1273 Carcinom LINCO1273 a faciltat actiunea miR-600 pe |Kong, Sun,
hepatocelular METTL3 in celulele rezistente la sorafenib, [Zhang, Zhang, &
astfel reducand nivelul acestuia. In acelasi timp, [Li,2022)
LINCO1273 confera rezistenta la sorafenib in
HCC prin reglarea indirecta a METTLS3.
UCA1 Carcinom Inhibitia UCA1 a suprimat proliferarea si invazia |(C. Zhao,
mamar celulelor de carcinom mamar si a promovat | ing, Xia, Yan,&
apoptoza prin reducerea metilarii METTL14 cu Guan
cresterea consecutiva a expresiei METTL14. ’
’ 2022)
SNHG22 Carcinom SNHG?22 a recrutat DNMT1 la promoterul genei (Y. Zhang, Lu&
hepatocelular miR-16-5p, conducand la metilarea promoterului  (Cui, 2021)
genei miR-16-5p printr-un mecanism dependent
de EZH2, astfel stimuland proliferarea, migrarea,
invazia si angiogeneza.

HOTAIRM1 Glioblastom Knockdown-ul HOTAIRM1 a scazut nivelul de |(Ahmadov etal,
expresie al transglutaminazei 2 (TGM2) siaindus  [2021)
functionarea defectuoasa mitocondriald, cu
niveluri crescute ale speciilor reactive de oxigen.

LCAT3 Carcinom LCAT3 a recrutat FUBP1 la secventa FUSE a |Qian et al,2021)

pulmonar genei MYC, activand transcriptia si rezultand
stimularea proliferarii, invaziei si metastazarii a
celulelor de carcinom pulmonar.

LINCO0470 Carcinom LINCO0470 a promovat interactiunea dintre |((Yi, Song,

endometrial MYC si DNMT3A si a recrutat DNMT3A in [Zuo, Wang, &
scopul metilarii PTEN. Miao, 2021)

Colorectal Gliom Tn celulele de gliom, CAHM este regasit n stare |(Xu et al,

adenocarcinoma hipermetilata de catre DNMT1, supraexprimarea [2022)

hypermethylated CAHM a inhibat migrarea si invazia celulelor de

(CAHM) gliom prin calea de semnalizare SPAK/MAPK.

HCP5 Carcinom Nivelul crescut de expresie al HCP5 in HCC a |Zhou et al,

hepatocelular promovat proliferarea celulard, invazia si [2021)

potentialul metastatic prin inhibarea apoptozei si
stimularea EMT prin axa HCP5/miR-29b-
3p/DNMT3A/AKT.
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7.1.2. Alterari ale histonelor si a cromatinei

Expresia genica poate fi alteratd si de modificarile histonice, iar aceste
modificari pot fi legate de metilarea, acetilarea si ubiquitinarea histonelor.

Exista mai multe IncARN-uri care Isi manifesta efectele de metilare a histonelor
in cancer, spre exemplu IncARN-urile HOTAIR, HOTTIP, ANRIL (Begolli, Sideris, &
Giakountis, 2019). Cele mai metilate histone sunt H3 si H4, respectiv, pe atomii de azot
ai lantului lateral ale reziduurilor de lizina si arginind (Herz, Garruss, & Shilatifard, 2013).
Functional, metilarea histonelor prezinta diverse roluri si este asociata cu diverse
statusuri de expresie genicé, deoarece poate influenta arhitectura cromatinica (Greer
& Shi, 2012). Exista multiple reziduuri de lizind predispuse la metilare, care sunt asociate
cu activarea transcriptionala - H3K4, H3K36, H3K79, in timp ce metilarea lizinei la
H3K9, H4K20 si H3K27 sunt mai degraba asociate cu supresia transcriptionald (Z.
Zhao & Shilatifard, 2019). Intr-un articol de Wan et al.,, autorii sugereaza ca expresia
histonelor mutante H3K27M si H3K36M conduce la o reducere globala a metilarii
histonelor la acele situsuri specifice de lizind si sunt gasite In glioamele pontine
intrinsec difuze si, respectiv, in condroblastoame (Wan, Liu, & Chan, 2018).

Mai mult, acetilarea histonelor este un proces dinamic - deacetilarea histonelor
fiind controlatd de histon-deacetilaze (HDAC), care formeaza o conformatie inchisa
cromatinica si altereaza in consecinta accesibilitatea factorilor de transcriere (Sawan
& Herceg, 2010). Pe de altd parte, acetilarea histonelor este controlatd de histon-
acetiltransferaze (HAT); acetilarea promoveaza transcrierea activa prin stimularea
transcrierii (Z. Zhao & Shilatifard, 2019).

Ubiquitinarea histonelor este de asemenea un proces dinamic si implica
activarea sau inhibitia transcrierii (Y. Zhang, 2003). Tabelul 2 prezinta o privire generala
simplificata a mai multor IncARN-uri implicate in modificarile histonelor/cromatinice.

Tabelul 2. LncARN-uriimplicate Th modularea histonelor in cancer - studii recente

IncARN iriI;Itigg’?e Malignitate Mecanism Ref
MAT1 H3K4 Melanom uveal MAT1 inhibd interactiunea dintre | (Panetal,
MLL1-PCDH20, inhiband astfel | 2022)
trimetilarea H3K4 si  inhiband
transcriptia PCDH20.
HOXB-AS4 HDAC7 Carcinom HOXB-AS4  regleazéd  expresia | (Deng
colorectal HDACY printr-un mecanism sponge-
like, legand si adsorbind miR-140-5p. | et al,
2023)
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CTB-193M12. | NSD1 HCC CTB-193M125 a recrutat histon- | (S.
5 H3K36me?2, metiltransferaza NSD1 la promotorul | Zhang,
H3K27me3 genei WNT10B sia crescut gradul de | Jiang,
metilare al H3K36me?2, scazand in | Cao,
acelasi timp trimetilarea H3K27me3 | Xiong,
la nivelul promotorului WNTI10B si | & Xu,
activand astfel transcrierea WNT10B. | 2022)
uC.145 EZH2 Carcinom gastric | UC.145, o entitate implicatd in calea | (Yoon
canonica de semnalizare Wnt, a
promovat metilarea DKK1 printr-un | et al,
mecanism dependent de EZH2. 2022)
LINCO0886 H3K18 Carcinom LINCO0886 ar putea recruta SIRT7 | (Dong
scuamos N . )
esofagian pentru a scadea nivelul de acetilare al
H3K18 la nivelul promotorului genei | et al,
ELF3, astfel inhiband expresia ELF3. | 2022)
LINCO1510 H4K20 NSCLC Lizin-metiltransferaza 5C (KMT5C) | (Pal et al,
catalizeazd trimetilarea  H4K20; 2022)
inhibitia expresiei KMT5C
supraexprima  LINCO1510, care
promoveaza transcrierea MET,
implicat in rezistenta la inhibitorii
EGFR1n NSCLC.
ROR H3K9me Carcinom papilarl LncARN ROR inhib& recrutarea G9a | (Fanetal,
tiroidian la promotorul TESC si metilarea | 2022)
H3K9me, astfel activand TESC; ROR
promoveaza progresia PTC prin axa
TESC/ALDH1A1/TUBB3/PTEN.
HOTAIR H3K27 N/A HOTAIR interactioneazé cu PRC2 si | (Jarroux
promoveaza metilarea H3K27, astfel | et al,
promovand EMT. 2021)
ANRIL H3K27me3  |Colangiocarcinom | ANRIL leagé EZH2 si mentine nivelul | (Yu et al,
de H3K27me3 la nivelul promotorului | 2020)
supresorului tumoral ERRFI1, astfel
supresand expresia ERRFI1 i
promovand progresia
colangiocarcinomului.
INCEPAT H2A Glioblastom LncEPAT a blocat deubiquitinarea | (L. Li, A.
H2A printr-un mecanism dependent | Zhou,
de USP16 sia suprimat expresia unor
gene precum CDKN1A sl | et al,
CLUSTERIN. 2022)
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7.2. Metode de investigare in studiul ARN-urilor non-codificatoare

Tehnologiile emergente din domeniul cercetarii moleculare au condus la
identificarea unui numar tot mai mare de IncARN-uri. Cu toate acestea, multe dintre
aceste ARN-urinon-codificatoare raman cu functie necunoscuta in oncologie, ceea ce
deschide o noua zona de cercetare. Acest subcapitol va discuta principalele metode
de investigare a IncARN-urilor, de la identificarea unor noi IncCARN-uri, pana la
caracterizarea expresiei si functiei lor.

Screening-ul INncARN. ARN-urile lungi non-codificatoare care sunt exprimate
diferentiat pot fi supuse unui proces de screening folosind secventierea high-
throughput, cum ar fi secventierea de noua generatie (NGS) a unui numar divers de
probe provenite de la pacienti, cum ar fi celule, plasma, ser, exozomi (Hardwick,
Joglekar, Flicek, Frankish, & Tilgner, 2019). Metodele de secventiere high-throughput
pot detecta transcripte cu doar cateva copii existente in cadrul probei (Gao et al,
2020), iar metode precum microarray-ul si secventierea ARN ar fi indicat sa fie
completate cu studii functionale si de mecanism (Luo, 2016).

Detectarea expresiei INcCARN. Expresia IncARN-ului poate fi detectata prin
diverse metode - gRT-PCR, hibridizare fluorescenta in situ (FISH) /hibridizare in situ
(ISH) - ambele fiind capabile s& evalueze concomitent expresia genica - si tehnica
Northern blot, cu o sensibilitate mai mica in comparatie cu celelalte, dar cu o
specificitate mai mare in comparatie cu gRT-PCR (Luo, 2016). Situsurile de legare ale
IncARN-ului pot fi detectate prin diverse metode, cum ar fi ChIRP, CHART si RAP (Luo,
2016).

Detectarea interactiunii INcCARN-proteina poate fi realizata prin cromatografia
ARN plus spectrometria de masa, ChIRP-MS si RAP-MS, ultimele doua metode fiind
capabile sd depéseasca problemele tehnice legate de cromatografia ARN (Luo, 2016).

Studiile functionale la nivel de INcCARN se refera la experimente /in vitro si in vivo.
Experimentele /n vitro permit supraexpresia sau supresia expresiei genice a INCARN-
ului, urmate de determindari de parametri care sunt modificati de
supraexpresia/supresia INcARN-ului. Exista multiple posibilitati de a studia pierderea
de functie a IncARN-ului - inclusiv siARN-uri si short hairpin ARN (shARN) care vizeaza
gena IncARN, imitand mecanismul de ARN interferentd endogen pentru a inhiba
expresia genicda a INcARN. Alte metode de suprimare a expresiei genice includ
oligonucleotidele antisens si tehnologiile legate de CRISPR/Cas. Supraexpresia genei
INcARN fincepe cu amplificarea extremitatilor cADN, urmata de constructia intr-un
vector care exprima IncARN-ul (Luo, 2016). Experimentele /in vivo pot utiliza modele
murine transgenice care exprima in cele din urma functia genei exogene; in prezent,
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implicarea IncARN-urilor in carcinogeneza si metastazare in modelele murine
transgenice necesita studii (Luo, 2016). Modelul murin knockout este un tip de studiu
in vivocare cerceteaza pierderea de functie aIncARN-ului - cu deletia intregii secvente
genice a IncARN-ului, inlocuirea genei INCARN cu o gena raportor, indepartarea
promotorului endogen, integrarea unui semnal de oprire transcriptional la extremitatea
5" a transcriptului INCARN sau chiar o abordare bazata pe tehnologia CRISPR/Cas9.
Xenogrefele tumorale se refera la manipularea /in vitro a celulelor maligne
(supraexpresia/supresia genicd a IncARN), urmatd de injectarea la soareci
imunodeficienti; modelele de xenogrefe tumorale au fost utilizate cu succes pentru a
studia functia IncARN-ului in cresterea si metastazarea carcinoamelor (Luo, 2016).

Pana in prezent, doar 7 trialuri clinice au fost identificate ca si Completeqd,
cautate prin cuvintele cheie "Cancer" si "IncCARN". Toate aceste studii au investigat
rolul unor INCARN ca biomarkeri pentru detectarea sau progresia carcinoamelor. Un
rezumat detaliat al acestor studii este prezentat in tabelul 3. Nu au fost identificate
interventii terapeutice legate de INcARN in aceste studii.

Tabelul 3. Trialuri clinice INcARN in cancer cu status Completed

Trial LncARN Scopul trialului NCTid Rezultate

Serum Exosomal Long  mrgp]! Detectarea carcinomului  [NCT03830619 |Nu existé rezultat
Noncoding RNAs as pulmonar incipient prin publicat
Potential Biomarkers for identificarea INcARN (09.04.2023).
Lung Cancer Diagnosis exozomale specifice In

carcinomul pulmonar

incipient.
Prospectively Predict the |GC1 Monitorizarea progresiei  NCT05334849 |Nu exista rezultat
Efficacy of Precise carcinomului gastric publicat
Immunotherapy avansat, relevarea unor (09.04.2023).
Response of Gastric biomarkeri de predictie si
Cancer Based on monitorizare pentru
Circulating Exosomal imunoterapia in
LncARN-GC1 Biopsy carcinomul gastric.
The Long Non Coding MALATH Acuratetea diagnosticda [NCT05708209 Nu exista rezultat
MALAT1 as a Potential MALAT1 pentru publicat
Salivary Diagnostic detectarea carcinomului (09.04.2023).
Biomarker in Oral scuamos oral si testarea
Squamous Cell tintei MALAT1, miR-124.
Carcinoma Through
Targeting mi RNA 124
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Role of LncARN H19 in H19 Testarea relatiei dintre NCT04767750 [Nu existd rezultat
The Regulation of IGF-1R expresiile genice ale H19 publicat
Expression si IGF-1R la pacientii cu (09.04.2023).
HCC si diabet zaharat tip
Il pentru identificarea
unor potentiale conexiuni
fiziopatologice intre HCC
si diabetul zaharat tip II.

Using Circulating TBD |dentificarea de NCT04594720 [Nu exista rezultat
Biomarkers to biomarkeri ARN/proteine publicat
identify Thyroid Cancer n sénge cu scopul (09.04.2023).
From the Patients diferentierii unui
With neoplasm tiroidian fata
Thyroid Nodules de un nodul tiroidian

benign.
Study of RNA and Heat TBD |dentificarea unei NCT03000764 |Nu exista rezultat
Shock Protein (HSP) semnaturi moleculare publicat
Derived Biomarkers in pentru fibroza patologica (09.04.2023).
Radiation-induced Fibrosis indusa de radiatie,
in Patients Treated for incluzand IncARN.

Breast Cancer

Diagnostic Accuracy of DQ7862 43| Testarea IncARN NCT05730855 |Nu exista rezultat
IncRNA DQ786243 and DQ786243 ca biomarker publicat
miRNA146a in Saliva of pentru diagnosticarea (09.04.2023).
Oral Potentially Malignant leziunilor maligne orale

Lesions comparativ cu controlul si

efectele asupra expresiei
salivare de miR-146a.

TBD = necesitd a fi determinat

7.3. Directii viitoare de cercetare

Pe masura ce noi IncCARN-uri sunt identificate si categorizate constant, este
esential sa fie identificate si functile lor biologice. In acest capitol, am revizuit
informatiile actuale referitoare la implicarea IncARN-urilor in mecanismele de reglare
epigeneticd in cancer, precum si metodele de investigatie in ceea ce priveste
screening-ul pentru noi INCARN-uri, identificarea functiei IncARN-urilor prin modele /n
vitrosi in vivo. Facand abstractie de importanta fundamentald stiintifica, aceste entitati
si-ar putea gasi curand un rol si in context clinic. La data publicarii acestui capitol
existau 30 de studii clinice care implicau IncARN-uri in cancer, dintre care doar 7 au
fost categorizate ca si Completed, acestea fiind discutate in subcapitolul anterior.
Abordarea translationald care are ca scop translatarea IncARN-urilor in context clinic
este esentiala. Acest lucru poate firealizat doar printr-o cautare sistematica a IncARN-
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urilor functionale, care vor trebui caracterizate detaliat si comprehensiv in prim timp.

Studiile si trialurile clinice viitoare vor trebui sa ia in considerare numarul in
continua crestere al IncARN-urilor, s& caracterizeze corespunzator si comprehensiv
functia lor, precum si sa evalueze potentialul lor diagnostic/prognostic in cancer.
LncARN-uri specifice pot actiona ca biomarkeri diagnostic/prognostici pentru
malignitati specifice, iar viitorul ne-ar putea aduce mai aproape de implicarea acestor
IncARN-uri in context terapeutic.
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8. Centromeri & telomeri & Integritatea genomului

Andreea Nutu'
'Centrul de Cercetdri pentru Genomicéd Functionald, Biomedicind si Medicind Translationala,
Universitatea de Medicind si Farmacie "luliu Hatieganu” Cluj-Napoca, Roméania

Introducere

Epigenetica studiaza modificarile ereditare in expresia genelor care nu implica
modificariin secventa de baza a ADN-ului. Aceste schimbari pot fiinfluentate de factori
externi/ de mediu, cum ar fi dieta, stresul sau expunerea la toxine si virusuri, precum si
de comportamentele si experientele individuale (Feng & Riddle, 2020; Weitzman &
Fradet-Turcotte, 2018). De asemenea, factorii interni includ, printre altele, modificari
epigenetice (metilarea ADN-ului, modificarea histonelor si expresia ARN-urilor non-
codificatoare), eficienta cailor de reparare a ADN-ului, produsele reactive oxidante ale
metabolismului si elementele transpozabile active (ET) (Aguilera & Garcia-Muse, 2013).
Aceste modificari pot afecta expresia genelor prin schimbarea modului in care ADN-
ul este ambalat sau alterand legarea factorilor de transcriere la ADN (Feng & Riddle,
2020; Zhou et al.,, 2018).

Modificarile epigenetice pot fi transmise de la o0 generatie la alta si pot juca un
rol in dezvoltarea multor boli, inclusiv cancerul, diabetul si tulburarile neurologice.
Intelegerea modului in care se produc modificérile epigenetice si modul in care
acestea pot fi influentate de mediul inconjurator deschide drumul catre noi tratamente
siinterventii pentru aceste afectiuni si alte boli (Moosavi & Ardekani, 2016).

8.1. Importanta stabilitatii genomice

Deteriorarea stabilitatii genomului, caracterizata printr-o acumulare crescuta
de mutatii, are consecinte semnificative. Instabilitatea genomului este o caracteristica
a cancerului, unde tesuturile canceroase prezintd numeroase modificari genetice in
comparatie cu tesuturile non-canceroase, inclusiv mutatia unei singure baze azotate,
modificari ale numarului de copii, rearanjamente cromozomiale sinumere anormale de
cromozomi (Hanahan, 2022; Sansregret et al., 2018; Tubbs & Nussenzweig, 2017). De
asemenea, este asociat cu procesul de imbatranire, deoarece ratele de mutatie tind
sa creasca in celulele senescente (Vijg & Suh, 2013). Ratele de transpunere a
elementelor transpozabile (ET) cresc, de asemenea, odatd cu imbatranirea,
contribuind la instabilitatea genomului (Fig.1) (Pal & Tyler, 2016). Aceste exemple
subliniaza rolul critic al stabilitati genomului in asigurarea sanatatii organismului si a
supravietuirii pe termen lung a unei specii (Feng & Riddle, 2020).
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Figura 1. Interactiunea dintre epigenetica si stabilitatea genomului. In mijloc, este prezentata
semnificatia critica a stabilitati genomului pentru supravietuirea organismelor si interactiunea
complexa dintre epigenetica si acest proces fundamental. Accentul se pune pe patru aspecte majore
ale stabilitatii genomului, si anume telomerii, centromererii, reglarea ET si repararea ADN-ului, alaturi
de mecanismele epigenetice care contribuie activ la aceste cai.

Un exemplu relevant de cale care mentine integritatea genomului la om este
productia de melaninad in piele. Melanina protejeaza genomul celulelor pielii de daunele
induse de radiatiile UV, reducéand riscul mutatiilor si rezultand o incidenta mai mica a
cancerului de piele la persoanele cu niveluri mai ridicate de melanina (Brenner &
Hearing, 2008). Caile de reparare a ADN-ului joacd, de asemenea, un rol crucial in
mentinerea stabilitatii genomului. Calea de reparare a capetelor non-omoloage (Non-
homologous end joining - NHEJ) si calea de recombinare omoloaga (Homologous
recombination - HR) sunt doud mecanisme cheie care repara rupturile ADN-ului dublu
catenar. Indiferent de cauza rupturii, calea de reparare NHEJ este activata pentru a
repara deteriorarea ADN-ului prin ligaturarea capetelor ADN fard a se baza pe un
sablon ADN omolog (Scully et al, 2019; Wright et al, 2018). Aceste exemple
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demonstreaza existenta diverselor mecanisme care contribuie la integritatea
genomului, asigurand in mod colectiv stabilitatea genomului.

8.2. Rolul centromerilor si telomerilor in mentinerea integritatii genomului

Atét centromerii, cat si telomerii sunt esentiali pentru mentinerea stabilitatii
genomului. Atunci cand sunt compromisi, pot aparea anomalii cromozomiale, cum ar
fi rearanjari, stergeri si duplicari, care pot contribui la dezvoltarea cancerului si a altor
boli, precum si la procesul de imbatranire (Pal & Tyler, 2016). Numeroase mecanisme
epigenetice joacda un rol central in mentinerea stabilitati genomului, cum ar fi
modificarile ADN-ului, variantele si modificarile histonelor, structura cromatinei si ARN-
urile non-codificatoare (Gibney & Nolan, 2010). Pe langad acestea, mecanismele
epigenetice protejeazad genomul impotriva invaziei elementelor transpozabile (Feng &
Riddle, 2020; Fischer & Riddle, 2018).

Pentru a mentine integritatea genomului, celulele au dezvoltat mecanisme
complexe pentru a asigura functionarea corecta a centromerilor si telomerilor. De
exemplu, celulele folosesc proteine specializate (complexul shelterin) (Fig.2) pentru a
se lega si proteja telomerii, impiedicandu-i sa fie recunoscuti ca ADN deteriorat si
declansand un raspuns celular care ar putea duce la deteriorarea ADN-ului sau
moartea celulelor (Stewart et al,, 2012). In mod similar, celulele utilizeazd mecanisme
de verificare pentru a se asigura ca centromerii sunt atasati corespunzator la fibrele
fusuluiTnainte de a fi separati in timpul diviziunii celulare (Gorbsky, 2015).

8.3. Centromerii
8.3.1. Structura, compozitia si functia centromerilor

Genomul uman este un sistem complex care péastreaza toate informatiile
organizate in cromozomi. Aceste informatii se refera la gene si elemente de reglare,
iar mentinerea stabilitatii lor este cruciald pentru supravietuirea organismelor. Doua
structuri esentiale pentru toate celulele eucariote care joaca un rol vital in mentinerea
integritatii genomului, sunt centromerii si telomerii (McEachern, 2013). O legaturd
puternicaintre epigenetica si stabilitatea genomului este asigurata de centromeri, care
au un rol esential In mentinerea stabilitatii genomului (Feng & Riddle, 2020).

Centromerii sunt regiuni specializate ale cromozomilor de la eucariote care
servesc ca locuri de atasare pentru fibrele fusului in timpul diviziunii celulare si
asamblarilor kinetocorului (McKinley & Cheeseman, 2016). Ei sunt responsabili pentru
asigurarea faptului ca cromozomii sunt separati corespunzator in timpul mitozei si
meiozei (Fincham, 2001). Mecanismul de formare si functionare a centromerilor implica
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mai multe componente, inclusiv secvente de ADN, proteine si structura specializata a
cromatinei.

Pe baza organizarii centormerilor, cromozomii pot fi clasificati ca holocentrici
si monocentrici (McKinley & Cheeseman, 2016; Steiner & Henikoff, 2015), care includ
cele doud tipuri principale de centromeri gasiti in diferite organisme: centromerii
punctiformi si centromerii regionali (McKinley & Cheeseman, 2016; Westhorpe &
Straight, 2013).

Proteinele centromerilor: ADN-ul centromerilor interactioneaza cu diferite
proteine care sunt esentiale pentru functionarea centromerilor. Un complex proteic
crucial este kinetocorul, care se asambleaza in regiunea centromerilor. Kinetocorul
serveste ca loc de atasare pentru microtubuli, care fac parte din fibrele fusului de
diviziune. Kinetocorul regleaza, de asemenea, miscarea si pozitionarea cromozomilor
in timpul diviziunii celulare. Alte proteine, cum ar fi CENP-A, CENP-B si CENP-C, sunt,
de asemenea, asociate cu centromerii si contribuie la structura si functia lor (Dong &
Li, 2022).

Mecanismul exact prin care centromerii sunt stabiliti si mentinuti este inca un
subiect de cercetare continud. Cu toate acestea, combinatia de secvente ADN
specifice, proteine ale centromerilor si structura cromatinei este esentiald pentru
functia centromerilor. Impreund, aceste componente asigurd separarea precisd a
cromozomilor Tn timpul diviziunii celulare, ceea ce este crucial pentru mentinerea
stabilitatii genomice (Westhorpe & Straight, 2013).

8.3.2. Reglarea epigenetica a centromerilor

Reglarea epigenetica joaca un rol crucial in mentinerea structurii si functiei
centromerilor, care sunt esentiali pentru segregarea corecta a cromozomilor in timpul
diviziunii celulare (Westhorpe & Straight, 2013). Modificarile epigenetice, inclusiv
metilarea ADN-ului si modificarile histonelor, contribuie la stabilirea si mentinerea
identitatii si functiei centromerilor. In mod specific, prezenta unor variante specifice de
histone, cum ar fi CENP-A, impreund cu modificarile post-translationale, cum ar fi
metilarea H3K9 si metilarea H4K20, sunt semne epigenetice cheie asociate cu
centromerii (Allshire & Karpen, 2008; Black & Cleveland, 2011; McKinley & Cheeseman,
2016). Aceste semne epigenetice ajutd la recrutarea proteinelor si kinetocorilor
specifici centromerilor, asigurand segregarea precisa a cromozomilor (Westhorpe &
Straight, 2015).

Cercetarile efectuate pe diferite specii au demonstrat ca determinarea
epigenetica a pozitiei centromerilor, in primul rand prin prezenta variantelor histonei
CenH3, este un fenomen comun. Cu toate acestea, puterea unui centromer si
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capacitatea sa de a asigura segregarea cromozomiala precisa este influentata atat de
factori genetici, cat si de epigenetici. In cromozomii monocentrici regionali, centromerii
se formeaza in regiuni specifice de-a lungul cromozomului, dar locatia exacta a
localizarii CenH3 poate varia intre indivizi, iar blocul de cromatina care contine CenH3
poate suferi modificari. In special, studiile din genul £Fquus de Nergadze si colab. au
evidentiat prezenta epialelelor centromerice cu usoare variatii ale localizarii cromatinei
CenH3, evidentiind aparitia acestor schimbari regionale in locatia CenH3 (Nergadze et
al,, 2018).

Tn plus, ARN-urile non-codificatoare (n\cARN) (un alt mod in care mecanismele
epigenetice contribuie la functia centromerilor si stabilitatea genomului), cum ar fi
ncARN asociate centromerilor (cenARN), au fost implicate in reglarea structurii si
functiei centromerilor. Natura dinamica a reglarii epigenetice la centromeri permite
mentinerea integritatii si fidelitatii centromerilor in diviziunile celulare (Ideue & Tani,
2020).1n S pombe, Volpe si colab. au ardtat cd ARN-urile mici derivate din "culegatorii”
centromerici exteriori sunt necesare pentru functia centromerilor (Volpe et al., 2002).
Un alt exemplu este de la RoSi¢ si colab. care au descoperit cain Drosophila, pierderea
ARN-urilor lungi non-codante de la baza azotatd 359 a centromerului duce la defecte
de segregare cromozomiald (Rosi¢ et al., 2014).

Sunt necesare cercetari suplimentare pentru aintelege pe deplin mecanismele
epigenetice complexe implicate in reglarea centromerilor si implicatiile acestora
pentru stabilitatea genomului (Tabelul 1).

Tabelul 1. Modificari epigenetice si functiile acestora

Modificari
. . Functie Localizare Ref.

epigenetice
Interconectarea Rol in recrutarea complexelor de coezind la | cromozomii (Bernard et al,
heterocromatinei prin | centromer, necesar pentru a lega | eucarioti 20071 Gieni et al,
dimerizarea proteinei | cromatidele suroriinainte de segregare 2008)
HP1
Metilarea directd a | Demonstratda de letalitatea eliminarii ADN- | centromeri (Gieni et al,, 2008;
ADN-ului in situsurile | metiltransferazei la soareci. Lettini et al, 2007)
citozinfosfat-guanind
(CpG) de cétre ADN
metiltransferaze
Hipometilarea Duce catre o imunodeficientd genetica rara | modificare (Jiang et al,, 2005)
satelitlor ADN clasici | - instabilitate centromericd - sindrom de | epigenetica
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2 si 3 si a ADN-ului a-
satelit

dismorfism facial (ICG)

functiei
centromerului si
kinetocorului

Tncorporarea CENH3 Defineste locatia centromerilor ereditari; | ADN-ul (Gieni et al, 2008)
Substrat pentru constructia kinetocorului; | centromeric
Ajustarea cu H3 este importanta in
conformarea buclelor.
Metilarea lizinei 9 pe | Asigurd situsul de legare HP1 (MeK9 H3) | Heterocromatin | (Cheung si Lau,
histona H3 (MeK9 | Compactarea cromatinei; Acumularea de | & pericentrica 2005)
H3) coezing; Asigura integritatea structurala.
Metilarea lizinei 20 pe | Compactarea cromatinei; Heterocromati | (Van Nuland si
histona H4 (MeK20 | Oferé integritate structurala. né pericentricd | Gozani, 2016)
H4)
Metilarea lizinei 4 pe | Marker de eucromatind gasit in cromatina | Cromatina (Cheung & Lau,
histona H3 (diMeK4 | CEN,; centromerica 2005; Van Nuland
H3) Implicat in conformatia buclei. si Gozani, 2016)
Fosforilare Necesar pentru acumularea Aurora B la | CENH3 (Pinsky si Biggins,
centromer 2005)
Metilarea ADN-ului Condensarea heterocromatinei; Centromeric (Schueler et al,
Integritatea heterocromatinei. n ADN-ul 2001)
satelitar
pericentric
H3K27me Reprimarea transcriptionald a elementelor | Pericentromeri | (Jacob et al,
transpozabile c 2010)
H4K20me Condensarea cromatinei asigura | Pericentromeri | (Horietal, 2014)
integritatea structurala o]
H3K9me Condensarea cromatinei asigurd coeziunea | Pericentromeri | (Gieni et al, 2008)
cromatidica si  asigurd integritatea | c
structurald
H2B monoubiquitinat | Necesar pentru activitatea transcriptionald; | Centromerica (Sadeghi et al,
(H2BUb1) Asigurd integritatea structurald necesard 2014)
pentru segregarea cromozomiald adecvata.
H2AT133ph Recrutarea proteinei  Shugoshin  (Sgol) | Centromerica (Kawashima et al,,
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H2AT120ph previne separarea precoce a cromatidelor 2010)
surori
H4K20ac Necesare pentru activitatea transcriptionald | Centromerica (Shang et al,
necesara formarii kinetocorului in celulele 2076)
umane si celule Gallus
H4K5ac si H4K12ac Depunerea CENP-A Centromerica (Shang et al,
2016; Turner,
1997)
Varianta histonei | Specificd locatia centromerului esentiald | Centromerica | (Gieni et al, 2008)
cenH3 CENP-A pentru asamblarea kinetocorului
H3K4me1/2 (+) Recrutarea  proteinelor HJURP  care | Telomeri (Achrem et al,
participad la depunerea CENP-A 2020; Duda et al,
2017)
H4K20me1/3 (+) Analiza ChlIP-seq a telomerilor diferitelor | Telomeri (Cubiles et al,
celule umane imbogatite cu modificari ale | Regiuni 2018; Montero et
eucromatinei H4K20me1 si H3K27ac subtelomerice al, 2018)
Me3-TERRA transcriere (ARN care contine
repetare telomericd) care este necesard
pentru formarea heterocromatinei
telomerice, influenteaza cantitatea de
H3K9me3, H4K20me3 si H3K27me3
H3K27ac (+) Analiza ChlIP-seq a telomerilor diferitelor | Telomeri (Vaguero-Sedas
celule umane imbogatite cu modificari ale si  Vega-Palas,
eucromatinei H4K20me1 si H3K27ac 2019)
H3K79me?2 (+) Dot HMTaza mediaza metilarealizinei 791n | Telomeri (Shanower et al,
H3 2005)

8.3.3. Anomaliile centromerilor si impactul acestora asupra integritatii

genomului

Anomaliile centromerilor pot avea efecte profunde asupra integritatii
genomului, ducand la instabilitate cromozomiald si la un risc crescut de rearanjare
genomica (Barra & Fachinetti, 2018). Au fost identificate diverse disfunctii ale
centromerilor, inclusiv plasarea incorectd, pierderea si modificari ale dimensiunii s
structurii centromerilor. Aceste anomalii pot perturba segregarea exactd a
cromozomilor in timpul diviziunii celulare, ducand la rupere, fuziune, aneuploidie s
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poliploidie potentiald din cauza esecului citokinezei (Barra & Fachinetti, 2018; Black et
al, 2010; Cleveland et al., 2003). Astfel de erori in segregarea cromozomilor pot duce
la mutatii genetice, rearanjamente cromozomiale si instabilitate genomicd, care sunt
asociate cu dezvoltarea canceruluisi a unor tulburari genetice (Cleveland et al,, 2003).

In plus, disfunctia centromerilor si cromozomii intérziati pot duce la formarea
de micronuclee, facadnd ADN-ul inclus predispus la daune mai mari si erori de replicare,
contribuind astfel la instabilitatea genomica (Chunduri & Storchova, 2019). In cele din
urma, disfunctia centromerelor declanseaza multiple mecanisme care duc la
instabilitatea genomica, putand rezulta in moartea celulara atunci cand sunt activate
punctele de control ale ciclului celular corespunzatoare (Caneus et al., 2018).

Intelegerea cauzelor si consecintelor anomalilor centromerilor este crucialé
pentru descifrarea mecanismelor care stau la baza instabilitatii genomului si pentru
dezvoltarea strategiilor de prevenire sau atenuare a impactului acestora asupra
sanatatii umane.

8.4. Telomeri
8.4.1. Structura, compozitia si localizarea telomerilor

Telomerii, asemenea centromerilor, reprezinta o alta structura cromozomiala
cruciald care joaca un rol vital in mentinerea stabilitatii genomului. Aceste structuri se
bazeaza, de asemenea, pe mecanisme epigenetice pentru a asigura functionarea lor
optima (Feng & Riddle, 2020).

Telomerii sunt secvente nucleotidice specializate situate la capetele
cromozomilor liniari. La nivel molecular, acestia sunt constituiti din secvente repetitive
de ADN, de obicei 5' TTAGGG 3' la om (De Lange, 2005), impreuna cu proteinele
asociate (de exemplu, proteinele cromatinei) si telomeraza (un complex
ribonucleoproteic cu capacitate de reverstranscriptaza) (Feng & Riddle, 2020; Palm &
De Lange, 2008) care formeaza o structurd protectoare asemanatoare capacului
(Blackburn et al., 2015). Aceasta structuréd unica protejeaza capetele cromozomilor de
degradare, protejeaza lungimea si functia telomerilor si impiedica recunoasterea lor
ca ADN deteriorat, prevenind astfel activitatile incorecte de reparare a ADN-ului si
rearanjamentele cromozomiale (Feng & Riddle, 2020; O'Sullivan & Karlseder, 2010).
Telomerii se scurteaza treptat cu fiecare diviziune celulara din cauza "problemei de
replicare la capete" si a altor factori, ducand in cele din urma la senescenta celulara
sau apoptoza (Harley et al., 1990; Victorelli & Passos, 2017).

Componenta de baza a telomerilor este complexul shelterin (Fig.2) (Palm & De
Lange, 2008), care reprezintd un complex de proteine ale cromatinei prezent in
eucariote. (De Lange, 2005). Functia sa principald este de a preveni fuziunea

141



telomerilor intre ei, asigurand astfel pastrarea integritatii si stabilitatii telomerilor.
Complexul shelterin eucariot este compus din sase subunitati proteice de baza, cum
ar fi: TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2 si RAP1 (Celli & de Lange, 2005; De Lange, 2005;
Xin et al,, 2008). Aceste proteine contribuie colectiv la mentinerea si reglarea lungimii
telomerilor, la protectia impotriva deteriorarii ADN-ului si la prevenirea activitatilor
incorecte de reparare a ADN-ului (Feng & Riddle, 2020).

~ Telomerase inhibitor - regulates telomere
maintenance.
3F1 TRF2 POT TRF2 Regulates telomere maintenance
Prevent degradation of singlestranded
“ POT1 DNA by nucleases
TIN2

RAP1 TPP1 Recruits telomerase to telomeres

Vo

- RAP1 Telomere homeostasis

Stabilizing protein

Figura 2. Structura telomerilor si complexul shelterin cu subunitatile proteice din care este
compus (TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2 si RAP1)

8.4.2. Rolul telomerilor in stabilitatea si replicarea cromozomilor

Telomerii joaca un rol crucial in pastrarea stabilitatii si integritatii genomului,
actionand ca un tampon impotriva pierderii materialului genetic in timpul replicarii
ADN-ului si prevenirea recunoasterii capetelor cromozomiale ca fracturi ale ADN-ului
dublucatenar (Verdun & Karlseder, 2007; Victorelli & Passos, 2017).

Telomerii ofera o structurd stabila pentru ca masindria de replicare sa finalizeze
sinteza ADN-ului, asigurand duplicarea fidel& a intregului cromozom (Sampathi & Chai,
20M). In plus, telomerii ajuta la mentinerea stabilitatii cromozomiale prin prevenirea
evenimentelor inadecvate de recombinare si fuziune care ar putea duce la aberatii
cromozomiale (O'Sullivan & Karlseder, 2010). Disfunctia sau scurtarea telomerilor
poate duce la replicarea afectatd, deteriorarea ADN-ului si instabilitatea genomica
(Victorelli & Passos, 2017).

Chow sicolab. au efectuat un studiu pentru a exploraimpactul cresterii nivelului
proteinei heterocromatinei HP1a in mod specific la telomeri, avand in vedere ca
cromatina telomerica este de obicei clasificata ca heterocromatica. Pentru a realiza
acest lucru, au fuzionat HPla cu proteina shelterin TRF1, rezultdnd o compozitie
modificatd a cromatinei telomerilor. Recrutarea proteinei de fuziune TRF1-HPla la
telomeri a dus la o crestere a formarii heterocromatinei, modificarea structurii
tridimensionale a telomerilor si restrictionarea accesului telomerazei. Aceste
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constatari sugereaza atat efecte pozitive, cat si negative asupra functiei telomerilor.
Acest studiu evidentiaz& importanta structurii cromatinei in influentarea functiei
telomerilor si oferd dovezi suplimentare ale interactiunii dintre sistemele epigenetice
si instabilitatea genomului (Chow et al.,, 2018).

Intelegerea rolului telomerilor in stabilitatea si replicarea cromozomilor este
vitalda pentru dezvaluirea functiilor lor sia mecanismelor care stau la baza bolilor legate
de telomeri, cum ar fi cancerul (Bryan et al., 1997) imbatranirea (Blackburn et al., 2015)
si bolile legate de varsta (sindroamele de imbatranire prematurd) (De Lange, 2009;
O'Sullivan si Karlseder, 2010; Xin et al,, 2008).

8.4.3. Bolile asociate telomerilor si reglarea epigenetica

Bolile asociate telomerilor sunt un grup de tulburari caracterizate prin lungimea
anormala a telomerilor sau disfunctia, ducénd la diverse manifestari clinice. O astfel de
boala este diskeratoza congenitalg, o tulburare mostenita rara asociata cu mutatii ale
telomerazei care conduc la telomeri critic de scurti si anomalii ale mai multor sisteme
de organe (Calado & Young, 2009). O alta tulburare legata de telomeri este fibroza
pulmonara idiopatica, in care telomerii scurtati afecteaza capacitatea regenerativa a
tesutului pulmonar (Alder et al., 2011; Armanios & Blackburn, 2012; Calado & Young,
2009). Un alt exemplu este reglarea epigenetica, cum ar fi modificarile metilarii la
anumite regiuni genetice care s-au dovedit a fi asociate cu disfunctia telomerilor
implicata in bolile legate de varsta, inclusiv bolile cardiovasculare (Hegele & Dichgans,
2010), ciroza hepatica si tulburdri neurodegenerative. In plus, disfunctia telomerilor
este strans legata de dezvoltarea cancerului, deoarece telomerii critici de scurti pot
declansa instabilitate genomica si anomalii cromozomiale (Martinez & Blasco, 2017).

Mecanismele moleculare epigenetice, cum ar fi modificarea histonelor,
remodelarea cromatinei, metilarea ADN-ului si ARN de interferenta, sunt implicate in
reglarea si modificarea telomerilor (Fig.3). Aceste procese epigenetice joaca un rol
crucial in mentinerea structurii, functiei si stabilitatii telomerilor. Tn acest caz,
modificarile epigenetice afecteaza lungimea sau structura telomerilor, avand un rol
important in mentinerea acestora (Song & Johnson, 2018).

Regiunea promoterului subunitatii catalitice TERT a telomerazei, la fel ca si alte
gene, contine o insuld CpG, sugerand ca metilarea joaca un rol impostant in reglarea
expresiei sale (Zhu et al,, 2010). In plus, hipermetilarea TERT a fost legatd de inhibarea
stabild a activitatii sale de promotor (Gigek et al., 2009; lliopoulos et al., 2009). Starea
represiva a promotorului TERT a fost, de asemenea, atribuitad deacetilarii si metilarii
histonelor (Gigek et al., 2009).
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Figura 3. Interactiunile dintre céile epigenetice si mentinerea telomerilor. Telomerii oferd puncte de
focalizare pentru procesele moleculare epigenetice, cum ar fi modificarea histonelor, remodelarea
cromatinei, metilarea ADN-ului si ARN-ul de interferenté.

Intelegerea implicatiilor bolilor asociate telomerilor este cruciald pentru
imbunatatirea abordarilor de diagnosticare, dezvoltarea terapiilor tintite si elucidarea
rolului extins al disfunctiei telomerilor in sanatatea si bolile umane (Calado & Young,
2009).

8.4.4. Evolutii recente in cercetarea telomerilor

Dezvoltérile recente in cercetarea telomerilor au furnizat perspective
captivante asupra diferitelor aspecte ale biologiei telomerilor si implicatiilor lor in
sanatate si boala. In plus, studiile au descoperit noi proteine de legare a telomerilor,
molecule de ARN telomerice si functii necanonice ale telomerazei dincolo de
intretinerea telomerilor (Ségal-Bendirdjian & Geli, 2019). In plus, cercetarile s-au
concentrat asupra rolului telomerilor in senescenta celulard, imbatrénirea si bolile
legate de vérstd, precum si potentialul lor ca tinte terapeutice. Noul domeniu al
diagnosticului si terapiei bazate pe telomeriarata promisiuniin dezvoltarea de abordari
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inovatoare in medicina personalizatd. In general, evolutile recente 1n cercetarea
telomerilor ne-au extins intelegerea biologiei telomerilor si au deschis noi cdi pentru
explorarea rolurilor lor in sdnatatea si bolile umane (Sfeir, 2012; Shay & Wright, 2019).

8.5. Interactiunea dintre centromeri, telomeri si integritatea genomului
8.5.1. Mecanisme de reparare al ADN-ului la nivelul centromerilor si telomerilor

Mecanismele de reparare a ADN-ului la nivelul centromerilor si telomerilor
joaca roluri cruciale in mentinerea stabilitatii si integritatii genomului. Atat centromeri,
cét sitelomerii prezinta provocari unice pentru repararea ADN-ului datorita structurilor
si functiilor lor specializate. La nivelul centromerilor, mecanismele de reparare al ADN-
ului implica in primul rand céai de recombinare omoloagad (HR) si non-omoloage de
imbinare finalda (NHEJ) (Tsouroula et al,, 2016). HR este esentiald pentru repararea
rupturilor dublu catenard (DSB) si asigurarea segregarii cromozomiale fidele in timpul
diviziunii celulare (Li si Heyer, 2008). NHEJ, pe de alté parte, poate repara DSB, dar
poate duce, de asemenea, la rearanjamente cromozomiale si pierderea integritatii
centromerilor (Lieber et al., 2010). Telomerii, fiind secvente repetitive de ADN, necesita
mecanisme specializate de reparare pentru a preveni pierderea sau fuziunea
telomerilor. Telomeraza si proteinele asociate telomerilor participa la mentinerea
lungimii si structurii telomerilor, asigurand in acelasi timp integritatea telomerilor n
timpul proceselor de reparare (Lewis & Wuttke, 2012; Lu et al., 2013).

Adaugarea de repetari telomerice la capetele cromozomilor este facilitata de
holoenzima telomerazei si de o structura nucleoproteica distincts, unde o serie de
proteine asociate telomerilor se leagad de ADN-ul telomer, formand complexe
specializate de proteine/ ADN. Complexul telomerazei consta din reverstranscriptaza
telomerica (TERT), componenta ARN telomeric (TERC) si factori auxiliari (Fig.2).
Impreuné, ele joacd un rol crucial in alungirea telomerilor, mentinerea stabilitatii
cromozomiale si prevenirea pierderii informatiilor genetice (Lu et al.,, 2013).

In plus, telomerii utilizeaza calea alternativa de prelungire a telomerilor (ALT),
un mecanism bazat pe recombinare, pentru a rezolva deteriorarea ADN-ului si pentru
a facilita alungirea telomerilor. In studiul lor, Tan si colab. au analizat lungimile cozii de
3'necesare pentru diferite reactii finale. Descoperirile lor au aratat ca o lungime minima
a cozii de 6, 8 si 12 nucleotide (nt) este necesara pentru procese distincte, cum ar fi
derularea telomerilor G-quadruplex, extinderea telomerilor prin telomeraza si
prelungirea alternativa a mecanismului telomerilor (ALT) (Lu et al., 2013; Q. Wang et al.,
201M). Tn‘gelegerea mecanismelor complexe de reparare a ADN-ului la centromeri Si
telomeri este esentialda pentru descifrarea rolurilor lor in stabilitatea genomului si
prevenirea bolilor precum cancerul. De asemenea, ei sugereaza cd prezenta unei cozi
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de nucleotide <5 (nt) la capatul distal cel maiindepartat 3' al ADN-ului telomerilor indica
un rol potential pentru cvadruplexurile G ale telomerilor in reglarea reactiilor finale
mentionate mai sus la capetele cromozomiale (Q. Wang et al,, 2011). Acest lucru
sugereaza ca structurile telomerilor G-quadruplex joaca un rol regulator in activitatile
diferitelor enzime, inclusiv telomeraza, in regiunile terminale ale cromozomilor.
Aceasta reglare este cruciald pentru reglarea lungimii telomerilor si protejarea
capetelor. Prin urmare, cvadruplexurile G ale telomerilor ar putea servi drept tinte
promitatoare pentru interventiile terapeutice care vizeaza abordarea proceselor
legate de imbatranire si cancer (Lu et al,, 2013).

8.6. Implicatii terapeutice si directii viitoare

8.6.1. Vizarea centromerilor si telomerilor in tratamentul bolilor

Tintirea centromerelor sitelomerelor a devenit o strategie promitatoare pentru
tratamentul bolilor. Centromerii si telomerii disfunctionali sunt asociati cu diferite bol,
inclusiv cancerul si tulburérile genetice. Noile abordari terapeutice urmaresc sa
exploateze vulnerabilitatile acestor regiuni genomice pentru a viza selectiv celulele
"bolnave”. De exemplu, terapiile tintite pot perturba buna functionare a centromerilor,
ducénd la erori mitotice si moartea celulelor in celulele canceroase (Levine & Holland,
2018). Inhibitorii de telomeraza si agentii de directionare a telomerelor au aratat
potentialul de a inhiba mentinerea telomerilor si de a induce disfunctia telomerelor,
conducand in cele din urma la oprirea cresterii sau moartea celulelor canceroase
(Martinez & Blasco, 2017). In plus, se depun eforturi pentru a dezvolta molecule mici Si
strategii de terapie genica care vizeaza in mod specific centromerii si telomerii pentru
a trata tulburérile genetice si bolile legate de varsta (K. Wang et al,, 2022). Tintirea
centromerilor si telomerilor este foarte promitatoare pentru dezvoltarea unor terapii
precise si eficiente pentru combaterea unei game largi de boli (De Cian et al,, 2008; Yu
et al, 2023).

8.6.2. Abordari noi pentru studierea si manipularea centromerilor si telomerilor

Abordéarile noi pentru studierea si manipularea centromerilor si telomerilor au
oferit perspective valoroase asupra structurii, functiei si dinamicii lor. Tehnici avansate
de imagistica, cum ar fi microscopia de super-rezolutie si imagistica cu celule vii
(Nannas & Dawe, 2016), au permis vizualizarea detaliatd si caracterizarea
centromerilor si telomerilor in timp real, dezvaluind organizarea si dinamica lor spatiald
in nucleu (Doksani et al., 2013; Kubalova et al., 2023; Ranjan si Chen, 2021). In plus,
tehnologiile de editare a genomului, inclusiv CRISPR/ Cas9, au facilitat manipularea
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precisd a secventelor centromere si telomeri, permitand cercetatorilor sd investigheze
consecintele functionale ale modificarilor specifice (Porika et al., 2022; K. Wang et al,,
2022). In plus, dezvoltarea moleculelor mici si a agentilor terapeutici care vizeaza
centromerii si telomerii a deschis noi directii pentru interventii terapeutice in bolile
asociate cu instabilitatea genomica (Nassar et al., 2023). Aceste abordari inovatoare
promit sd avanseze intelegerea noastra despre biologia centromerilor si telomerilor si
ar putea deschide calea pentru strategii inovatoare de manipulare a acestor regiuni
genomice in scopuri terapeutice.

Concluzie si directii viitoare

In concluzie, explorarea centromerilor, telomerilor sia a rolurilor mecanismelor
epigenetice in mentinerea integritati genomului este un domeniu de cercetare
captivant si in continud evolutie. Sistemele epigenetice regleazé organizarea
centromerilor, asigurand segregarea precisa a cromozomilor in timpul diviziunii
celulare (Li si Heyer, 2008). Perturbarea acestor mecanisme poate duce la anomalii
cromozomiale si moartea celulard. in mod similar, reglarea epigeneticé este crucialé
pentru pastrarea integritatii telomerilor, deoarece telomerii isi pot scurta sau pierde
functia protectoare fara un control epigenetic adecvat. Mai mult, mecanismele
epigenetice joaca roluri esentiale in caile de reparare a ADN-ului, contribuind la
stabilitatea generald a genomului (Aguilera & Garcia-Muse, 2013). Desi implicarea
sistemelor epigenetice in stabilitatea genomului este bine stabilitd, exista cercetari in
curs de desfasurare pentru a descoperi detalii suplimentare si pentru a intelege
impactul acestora asupra reglarii genelor. Studile comparative intre specii ofera
perspective valoroase, dezvaluind noi legaturi intre epigenetica si stabilitatea
genomului (Feng & Riddle, 2020). Domenii promitatoare pentru cercetarile viitoare
includ variantele de histone, structura telomerelor si centromerele, deoarece
variabilitatea observata intre specii sugereaza descoperiri suplimentare in viitor.

Descoperirile viitoare in acest domeniu au potentialul de a revolutiona
intelegerea proceselor biologice fundamentale si au un impact profund asupra
sanatatii umane. Prin descoperirea mecanismelor complexe care stau la baza reglarii
centromerilor si telomerilor, putem obtine perspective asupra cauzelor instabilitatii
genomice, imbatranirii si diferitelor boli, inclusiv cancerul si tulburérile genetice. In plus,
progresele tehnologice si instrumentele de cercetare ne vor permite sa dezvoltam
terapii tintite care sa exploateze vulnerabilitatile centromerilor si telomerilor pentru
tratamentul bolilor. Identificarea de noi markeri de diagnostic si dezvoltarea
abordarilor de medicina personalizaté sunt, de asemenea, rezultate potentiale ale
descoperirilor viitoare.
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9. Elemente mobile
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Introducere

Elementele mobile reprezintd aproape jumatate din genomul uman,
retrotranspozonii fiind cei mai proeminenti, reprezentand aproximativ 42% din
genomul nostru. Genele saritoare, elementele mobile sau transpozonii descrisi initial
sunt acum acceptati pe scara larga ca factori importanti ai evolutiei genomului, fiind
capabili s& modifice structura si functia genomului la mai multe niveluri. In timp ce
activitatea transpozonilor ADN in linia primatelor a subzistat in urma cu aproximativ 37
de milioane de ani, transpozonii ARN sau retrotranspozonii sunt transcrisi activ in
genomul uman. Desi retrotranspozonii contribuie la polimorfismul genetic in populatia
umana, activitatea lor in celulele liniei germinale si celulele somatice au fost asociate
cu boli mostenite si, respectiv, dobandite. Pentru a eluda efectul genotoxic asupra
genomului uman, celulele au dezvoltat diverse mecanisme pentru a-si limita
mobilizarea, in principal prin reducerea la tacere epigenetica. Demetilarea pe scara
larga a genomului, un eveniment comun in transformarea maligna a celulelor, duce la
reactivarea elementelor transpozabile, ceea ce contribuie Tn continuare la
carcinogeneza si progresia tumorii.

In sectiunile urmatoare, descriem clasificarea si caracteristicile structurale ale
elementelor genetice mobile si mecanismul lor de mobilizare. Ulterior, subliniem
efectul elementelor mobile asupra genomului uman si mecanismele prin care
activitatea lor poate fi suprimata. In cele din urmé&, subliniem implicarea reactivarii
elementelor transpozabile in malignitdtile umane si mecanismele prin care
transpozonii pot contribui la carcinogeneza.

9.1. Clasificarea si structura elementelor mobile

Elementele mobile sau transpozonii au fost descoperite in 1940 de Barbara
McClintock si descrise ca "gene saritoare" datoritd capacitatii lor de a trece de la un
locus genomic la altul (McClintock, 1956). Odata cu aparitia secventierii genomului
uman (Venter et al, 2001), acum este recunoscut faptul ca transpozonii reprezinta
aproximativ 45% din genomul nostru (Cordaux & Batzer, 2009). Pe baza mecanismului
lor de mobilizare, transpozonii sunt impartiti in transpozoni de clasa | sau ARN si
transpozoni de clasa 2 sau ADN (Figura 1). In timp ce ultimii sunt mobilizati printr-un
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mecanism "cut-and-paste", ceea ce inseamna ca transpozonul ADN este excizat din
locusul genomic de origine si inserat intr-unul nou, transpozonii ARN sunt mobilizati
printr-un mecanism "copy-and-paste", folosind un intermediar ARN, motiv pentru care
sunt denumiti In mod obisnuit retrotranspozoni (Bourque et al., 2018).

Transposon Copy % in Evolutionary
classification Structure number HG age

Class | Transposons - “copy and paste” mechanism

Pr pA
PBS RT EN PPT

w LTR Retrotransposons HERV-K LTR gag l@— —[ﬂ* ~ 203000 ~89% ~ 45 MYA
H N\
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Figura 1. Clasificarea elementelor mobile. Pe baza mecanismului de mobilizare, elementele mobile sau
elementele transpozabile sunt clasificate in clasa | sau retrotranspozoni care sunt mobilizati printr-un
mecanism "copy and paste" si transpozonii din clasa ll sau ADN care utilizeaza un mecanism de "tdiere
silipire" pentru mobilizare. Retrotranspozonii de clasa | sunt impartiti in continuare in retrotranspozoni
autonomi, care codificé factorii necesari pentru mobilizare, si retrotranspozoni neautonomi, care se
bazeazd pe factorii codificati de retrotranspozonii autonomi pentru mobilizare. Retrotranspozonii
autonomiinclud repetarile terminale lungi (LTR), cum ar fi retrovirusul endogen uman K (HERV-K) care
seamand cu retrovirusurile in structurd, si retrotranspozonii non-LTR cu elementul nuclear lung
intercalat 1 (LINE-1) fiind cel mai reprezentativ. Retrotranspozonii non-LTR neautonomi cuprind
pseudogenele prelucrate si elementele Alu si SVA. Aceste tipuri de retrotranspozoni prezintad
semnele distinctive ale transpunerii LINE-1, si anume coada poli(A) n si duplicarile site-ului tinta (TSD)
la ambele capete. Elementele transpozonilor ADN din clasa I, cum ar fi TC1/Mariner, codifica gena
transpozazei, doua repetari inversate (ITR), iar structura este flancatéd de doua repetéri directe (DR).
Sunt indicate numérul si procentul de copii din genomul uman (HG) si varsta evolutivd pentru fiecare
tip de elemente mobile. Promotorii (P) retrotranspozonilor autonomi sunt reprezentati ca sageti
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indoite. PBS - locul de legare a grundului; gag - poliproteind capsida; PRT - proteaza; pol -
polimerazd; RT - domeniul reverstranscriptazei; EN - domeniul endonucleazei; env - plic; A ~270 bp
- stergerea a aproximativ 270 bp; PPT - tract polipurine; pA - semnal de poliadenilare; UTR - regiune
netradusad; ORF - cadru de lectura deschis; C - domeniu bogat in cisteind; VNTR - repetari in tandem
cu numar variabil; SINE - elemente nucleare scurte intercalate; ADNc - ADN complementar; MYA -
milioane de aniin urma

Clasa ADN a transpozonilor este subreprezentatd in comparatie cu
retrotranspozonii, reprezentand aproximativ 3% din genomul uman (Cordaux si
Batzer, 2009)si in numar de peste 100 000 de exemplare (Smit & Riggs, 1996). De
obicei, se mobilizeaza printr-un mecanism "cut-and-paste", insa au fost identificate
alte mecanisme (Feschotte & Pritham, 2007). Un transpozon ADN tipic apartinand
subclasei "cut-and-paste" este Tc1/Mariner, care este alcatuit din douad TIR (Terminal
Inverted Repeats) si un singur ORF (Open Reading Frame) care codificé transpozaza.
Intregul transpozon este flancat de dou& DR (repetari directe) care sunt generate la
inserarea in noul locus genomic (Plasterk et al., 1999). Transpozaza codificata prezinta
doua domenii, domeniul de legare a ADN-ului cu motivul Helix-Turn-Helix, semnalul de
localizare nucleara (NLS) si domeniul catalitic cu motive DDE sau DDD (Mufioz-Lépez
& Garcia-Pérez, 2010).

Restul de 42% din elementele mobile din genomul uman sunt ocupate de clasa
retrotranspozonilor, care trece de la un locus genomic la unul nou de céatre un ARN
intermediar. Aceastd clasa de transpozoni este impartitd in continuare in
retrotranspozoni LTR (Long Terminal Repeats) si retrotranspozoni non-LTR (Cordaux
& Batzer, 2009) (Bourque et al,, 2018). Denumite virusuri "fosile", retrotranspozonii LTR
amintesc de o infectie ancestrala cu retrovirus in linia germinald, deoarece seamana
structural cu retrovirusurile, desi nu mai sunt infectioase. Retrotranspozonii
retrotranspozonilor Human Endogenous Retro-Virus (HERV) cuprind aproximativ 8%
din genomul uman (Cordaux & Batzer, 2009), familia HERV-K fiind cea mai activa din
linia umana (Barbulescu et al., 1999; Medstrand & Mager, 1998; Turner et al., 2001).
Acestea sunt inca transcrise activ in tesuturile hormonale si receptive, cum ar fi
placenta, hipotalamusul si testiculul (Crowell & Kiessling, 2007; Kim et al,, 2004). HERV-
K10, un provirus tipic HERV-K, are o lungime de aproximativ 9,2 kb cu o structura LTR-
gag-prt-pol-env-LTR si contine o stergere de 270 pb in regiunea limitd dintre ORF-
urile pol si env (Figura 1) (Ono et al., 1986).

Printre retrotranspozonii autonomi non-LTR, elementele mobile L1 sunt cele
mai reprezentative dintre elementele nucleare intercalate lungi (LINE), cu aproximativ
520.000 de elemente si ocupand 17% din genomul uman (Cordaux & Batzer, 2009;
Ostertag & Kazazian, 2001). Lungimea completa L1 are o lungime de aproximativ 6 kb,
cu doud ORF-uriin cadruinchise de regiunile netranslatate (UTR) de 5'si 3', care contin
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secventa promotorului polimerazei Il si, respectiv, semnalul de poliadenilare, urmat de
o coadi poli(A). Intreaga structurd este flancata de dous TSD-uri, care sunt generate
in timpul integrarii L1 1n genom (Figura 1) (Ostertag & Kazazian, 2001). Desi functia
proteinei ORF1 nu este pe deplin inteleasda (Martin & Bushman, 2001; Martin et al,
2005), activitatea catalitica a retrotranspozonilor L1 este codificaté de proteina ORF2,
care este compusa din 3 domenii, domeniul bogat in cisteina (C) de legare a ARN-ului
L1, domeniul endonucleazei (EN) care genereaza rupturi duble catenara la situsul tinta
consensual TTAAAA si domeniul revers-transcriptazei (RT) care a transcris ARN-ul L1
in ADN printr-un mecanism dependent de primer (Feng et al.,, 1996; Mathias et al., 1997;
Moran et al., 1996; Ostertag & Kazazian, 2001).

Pseudogenele prelucrate prezintd probabil cea mai simpla structurd a
retrotranspozonilor non-LTR neautonomi, cuprinzand o secventda complementara de
ADN (ADNc) (exoni genici) si o coadé poli(A), inchisé de doud TSD (Figura 1). Aceasta
structura canonicad poate prezenta si trunchieri de 5' (Zhang et al,, 2003). Mobilizarea
lor se bazeaza pe proteinele retrotranspozante codificate L1 (Esnault et al,, 2000), a
considerat o rata mult mai mica comparativ cu L1 (Wei et al., 2001).

Elementele nucleare scurte intercalate (SINE) sunt secvente non-codificatoare
de aproximativ 80-400 bp lungime care contin un promotor intern ARN Pol lll. O
portiune de patru sau mai multe T situate aleatoriu in aval de element este utilizata ca
terminator de transcriere (Dewannieux & Heidmann, 2005). Dintre familiile SINE, familia
Alu este cea mai reprezentativa in genomul uman, numarand mai mult de 1,1 milioane
de elemente, care reprezinté aproximativ 11% din genomul nostru (Cordaux & Batzer,
2009). Structura elementelor Alu cuprinde doi monomeri derivati din ARN 7SL
(monomerul stang si monomerul drept), conectati printr-o secventd bogatd A si
terminandu-se intr-o coada poli(A) si flancati de doua TSD-uri (Figura 1) (Quentin, 1992).
Cei doi monomeri adopta o structurd secundara, care faciliteazda SRP9/14
(heterodimer de particule de recunoastere a semnalului 9/14), o proteind citosolica
care este implicatain translocarea siintegrareain membrana reticulului endoplasmatic
a proteinelor nou sintetizate la locul ribozomilor (Bennett et al., 2008; Mills et al., 2007).

Cea mai tanara familie de retrotranspozoni non-autonomi non-LTR este
reprezentatéd de elementele compozite SVA (SINE-VNTR-AIu), care au aparut acum
18-25 milioane de ani, inainte de divergenta primatelor hominide de maimutele din
lumea veche. Panala 2800 de copii au fost identificate in genomul uman, reprezentand
aproximativ 0,1% din genomul nostru (Hancks & Kazazian, 2010; Wang et al,, 2005).
Retrotranspozonul SVA de lungime completd, care este de aproximativ 2 kb, cuprinde
o repetare hexamera CCCTCT, o regiune derivata din Alu antisens, regiunea VNTR
(repetdri in tandem cu numar variabil) si regiunea SINE-R care este derivata din
anvelopa si secventele LTR 3' ale HERV-K10. SVA se termind intr-o coada de poli(A) si
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intreaga structura este inchisa de doua TSD-uri (figura 1) (Kobayashi et al., 1998; Wang
etal, 2005). Desinu au fost identificati promotori interni care conduc transcrierea SVA
(Hancks et al, 2009), se crede ca secventele interne de imbunétatire (Hancks &
Kazazian, 2010) impreund cu secventele promotorului polimerazei Il din amonte
(Damert et al,, 2009) ar putea fi responsabil pentru reglementarea transcrierii SVA. Ca
siin cazul altor retrotranspozoni non-LTR neautonomi, mobilizarea SVA se bazeaza pe
proteinele L1 ORF1si ORF2 (Raiz et al.,, 2012).

9.2. Mecanismul de transpunere a elementelor mobile

Mobilizarea transpozonilor prezinta unele diferente, in functie de clasa si familia
afiliate. Dupa cum s-a mentionat mai sus, transpozonii din clasa Il utilizeaza un
mecanism "cut-and-paste”, care este mediat de transpozaza codificata care leaga
ITR-urile si se creeaza o bucla prin dimerizarea a doi monomeri transpozazei (Figura
2A). Domeniul endonucleazei catalizeaza o rupturd dubla a catenei (DSB), iar elementul
este eliberat din locusul sau sursg, ldsand o urma de transpozon. Complexul de
transpunere vizeaza dinucleotida TA, unde genereaza un DSB si se introduce
transpozonul ADN (lvics & Izsvak, 2015; Mufioz-Lépez & Garcia-Pérez, 2010). Putine
studii au identificat secvente la capatul 5' al transpusazei cu o functie promotoare
(Palazzo et al., 2019; Wallisko et al,, 2008).

Retrotranspozonii LTR au un mecanism de mobilizare care seamana cu ciclul
de viatd al retrovirusurilor, datoritéa asemanarilor lor structurale si functionale, incepand
cu transcrierea ARN-ului retrotranspozon de la promotorul Polll localizat in LTR 5' si
terminand cu LTR 3' unde se afld semnalul de poliadenilare. In citoplasma, ARN-ul
intermediar Tmpreund cu proteinele Gag (componente structurale) si Pol (functie
cataliticd) translatate formeaza o particuld asemanatoare virusului, unde are loc
transcrierea inversa la o copie ADNc. Domeniul integrazei poliproteinei Pol mediaza
integrarea retrotranspozonilor LTR intr-un nou sit genomic (Figura 2B) (Havecker et
al,, 2004).

Pentru retrotranspozonii autonomi non-LTR, cum ar fi L1, mobilizarea este
initiaté prin transcrierea de la promotorul sdu endogen Pol Il situat in 5" UTR si se
termina la semnalul de poliadenilare in 3' UTR. Transcriptul poliadenilat L1 este
exportat in citoplasma unde este tradus in proteinele ORF1si ORF2, care leagd ARN-
ul L1decat le codifica (Cs-mobilizare) siasamblare in RNP L1 (Figura 2A) (Boeke, 1997)
(Doucet et al., 2010; Wei et al., 2001). Mecanismul prin care RNP-ul L1 intrd in nucleu
ramane evaziv, desi se crede ca este dependent energetic (Kubo et al,, 2006) sau
poate accesa genomul in timpul defalcarii nucleare a diviziunii celulare (Ostertag si
Kazazian, 2001).
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Figura 2. Mecanismul de mobilizare a retrotranspozonilor non-LTR. (A) Ciclul de viatd al
retrotranspozonului LINE (L1). Elementul L1 este transcris din locatia sa genomica de catre un promotor
endogen (sdgeatad indoitd). Transcrierea este poliadenilatd in aval de semnalul poli(A) (asterisc), iar
transcrierea rezultatd este exportatda in citoplasmd, unde proteinele ORF1 si ORF2 traduse
interactioneazd cu ARN-ul care le-a codificat (preferinta cis). O proteind ORF2 si una sau mai multe
proteine ORF1 se asambleaza intr-un complex de ribonucleoproteind (RNP), un intermediar in procesul
de retrotranspunere. Atat proteina ORF2, cat si ARN-ul L1 trebuie sa aiba acces in nucleu, unde ARN-ul
L1este transcris invers siintegrat intr-o noud locatie genomica, printr-un proces numit transcriere inversa
amorsata tintd (TPRT). Noi duplicari ale sitului tintéd (TSD) (capete de sdgeatéd galbene) de lungime
variabild sunt create la locul de insertie. (B) Reprezentarea schematicé a etapelor implicate in TPRT. (1)
Clivajul principal al sitului tintd de cétre endonucleaza L1 (EN); (2) Recoacerea ARN-ului L1 prin capatul
s&u 3' pana la nick-ul din situl tint&; (3) Transcrierea inversa este initiatd de reverstranscriptaza L1(RT) la
gruparea hidroxil 3' a catenei site-tint8; (4) Clivajul celei de-a doua catene a sitului tintg; (5) ADN-ul L1este
integrat In ruptura catenei duble; (6) Indepartarea ARN-ului L1 si finalizarea sintezei ADN. Doua TSD-uri
sunt create la locul de insertie. (C) Model de transmobilizare pentru retrotranspozoni neautonomi. Trans-
mobilizarea Alu implicd andocarea ARN-ului Al (linia rosie) la ribozom, in apropierea proteinelor L11n curs
de formare, deturnandu-le astfel. Andocarea la ribozom este mediaté de structura secundara a ARN-ului
Alu care faciliteaza legarea monomerului stang de heterodimerul SRP9/14 (oval galben). SVA s-ar putea
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hibridiza prin regiunea sa aseméanatoare Alu intr-un ARN Al activ, aducand ARN-ul s&u (linia portocalie) in
apropierea proteinelor L1. ARN-ul mesager celular (linia neagrad) este considerat a fi un substrat slab
pentru mobilizare, deoarece nu este localizat la ribozom unde sunt traduse proteinele L1. Sagetile negre
indica interactiunea proteinelor L1 cu diferite substraturi ARN.

O copie a elementului L1 este inseratd in noua locatie genomica printr-un
proces numit Target Primed Reverse Transcription (TPRT), in care domeniul EN al
ORF2 creeaza o porecla a primei catene la secventa de consens AATTTT, care este
utilizata ca primer pentru a initia transcrierea inversa de catre domeniul RT al ORF2.
Dupa sinteza celei de-a doua catene, se genereaza o a doua crestatura, iar elementul
L1 este inserat in noul locus genomic si flancat de noile TSD (figura 2B) (Feng et al,
1996; Mathias et al,, 1991; Ostertag & Kazazian, 2001). Retrotranspozonii non-LTR non-
autonomi, cum ar fi pseudogenele prelucrate, Alu si SVA, se bazeaza pe acest
mecanism de mobilizare. Cu toate acestea, eficienta mobilizarii pentru pseudogenele
procesate este de aproximativ 0,01panala 0,05% din capacitatea de retrotranspunere
L1 (Mills et al,, 2007). In schimb, retrotranspozonii Alu au fost capabili s3 depéseasca
numarul tuturor retrotranspozonilor din genomul uman (Cordaux & Batzer, 2009),
indicand faptul ca Alu poate ocoli Csripreferinta retrotranspozonilor L1 pentru a
favoriza propria mobilizare. Acest eveniment este imbunatatit prin andocarea la
ribozom prin interactiunea cu heterodimerul SRP9/14 datorita structurii secundare Alu,
aducand propriul ARN in apropierea proteinelor L1 in curs de formare, deturnand
masinaria de retrotranspunere (Mills et al., 2007). In mod similar, retrotranspozonii SVA
sunt frans-mobilizat de proteinele codificate L1, desi cu o eficientd mai scazuta
(Hancks et al., 2011; Raiz et al, 2012), prin hibridizarea la un Alu activ cu regiunea
antisens Alu a SVA (Figura 2C) (Mills et al, 2007). Cu toate acestea, secventele Alu
transduse de lungime completa au fost sugerate pentru a spori eficienta mobilizarii
SVA, oferind aceeasi structurd secundara pentru legarea SRP9/14 (Damert et al,
2009; Raiz et al,, 2012) (Raiz et al., 2012).

9.3. Efectele transpozozomilor asupra genomului uman si reglarea epigenetica a
acestora

Ocupéand 45% din genomul uman, nu exista nicio indoiala ca elementele mobile
au modelat genomul de-a lungul evolutiei primatelor (Cordaux & Batzer, 2009; Mita &
Boeke, 2016; Tang et al,, 2018) si conduc la polimorfism genetic si variabilitate in randul
populatiilor umane (Kojima et al,, 2023).

Mecanismele prin care retrotranspozonii pot modula structura si functia
genomului uman sunt diferite. In primul rand, clasa autonoma de retrotranspozoni,
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datorita capacitatii lor de codificare pentru revers-transcriptaza, este capabila sa
transpuna secvente de codificare ARNm, ducéand la formarea de pseudogene
prelucrate (Esnault et al, 2000). Aceste pseudogene se pot insera in alte regiuni de
codificare ale genomului, un proces care poate duce la noi gene cu caracteristici noi
de transcriptie (Baertsch et al., 2008; Kubiak et al,, 2020; Maestre et al,, 1995). Atat
retrotranspozonii autonomi LTR, cat si cei non-LTR poseda activitate endonucleazica
care poate genera DSB, ceea ce ar putea duce la rearanjare genomica si instabilitate
genomica (Gasior et al, 2006; So et al,, 2017). Pe langa endonucleaza codificata si
reverstranscriptaza, raportul Csi-secventele endogene cu actiune, cum ar fi
promotorii, potentatorii, situsurile criptice de imbinare, semnalele de poliadenilare, pot
modula sau modifica expresia genicd si procesarea ARNm celular (Sundaram si
Wysocka, 2020)si, in cele din urma, conduc la diverse boli, atdt mostenite, cat si
dobandite, cum ar fi cancerul (tabelul 1) (Belancio et al., 2009; Chen et al,, 2005).

Retrotranspozonii L1si SVA sunt capabili s& co-mobilizeze secvente genomice
in amonte sau in aval, de la un locus genomic la altul prin evenimente de transductie
de b'si 3'. Astfel de evenimente pot fi mediate prin transcrierea de la promotorii celulari
din amonte sau prin evenimente de imbinare (Damert et al., 2009; Lavie et al., 2004),
ultima fiind cunoscuta si sub numele de capcanarea exonilor, cand retrotranspozonul
este inserat intr-o regiune intronica a unei gene pe catena plus (Hancks et al., 2009),
rezultand transductii de 5'. Cu toate acestea, transductiile 5' sunt mai putin frecvente,
ca majoritatea L1 (Szak et al,, 2002) si, probabil, si elemente SVA (Damert et al,, 2009)
sunt trunchiate la capatul lor de 5'. In schimb, evenimentele de transductie 3' sunt mai
frecvente si apar din ocolirea transcriptionald a semnalului endogen de poliadenilare
si utilizarea unui semnal in aval (Halabian si Makalowski, 2022), co-mobilizand in unele
cazuri gene intregi, cum ar fi gena AMACT (enzima de condensare acril-malonil 1) de
catre un element SVA (Xing et al, 2006). Captarea exonilor prin retrotranspozoni,
numita si "exonizare", a fost raportatd in elementele Alu prin utilizarea site-urilor
criptice de imbinare in cadrul retrotranspozonului, addugand potential noi secvente de
codare in transcrierea rezultatd, care ar putea dobéandiin continuare noi caracteristici
functionale (Chen et al., 2017; Krull et al., 2005).

Tabelul 1. Boli umane legate de retrotranspozoni.
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Alu F9 X Hemofilia A 1100.0002 | ~65MYA4
CLCN5 X Boala Iui Dent
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BTK X X-legate de agammaglobulinemie
IL2RG X Imunodeficientd combinata severa
legata de X

GK X Deficitul de glicerin kinaza
ABCD1 X Adrenoleucodistrofia
ATPTA X Boala Menkes
CD40LG X Sindromul hiper-imunoglobulinei M
Orbirearetinei
CRB1 1 Deficitul de antitrombina de tip 1
SERPINCA 1 Sindromul Muckle-Wells
ZEB2 2 Cancer colorectal ereditar non-
MSH2 2 polipozic
Hipercalcemie hipocalciurica si
CASR 3 hiperparatiroidism
Deficitul de colinesteraza
BCHE 3 Aplazie anterioara
HESX1 3 Asociat cu leucemie
MLVI2 5 Boala desmoida ereditara
APC 5 Anemie hemolitica cronica
NT5C3 7 Fibroza chistica
CFTR 7 Sindromul Branchio-oto-renal
EYA1 8 Deficitul de lipoproteinlipaza
LPL 8 Sindromul CHARGE
CHD7 8 Sindromul Walker Warburg
POMT1 9 Sindromul limfoproliferativ autoimun
FAS 10 Sindromul Apert
Completeaza
FGFR2 10 Porfirie acuta intermitenta
SERPING1 n Schimbarea evolutiva specificd omului
HMSB il Mucolipidoza de tip Il
CMAS 12 Cancer mamar
Cancer mamar
MLVI2 12 Neurofibromatoza
BRCA?2 13
BRCA1 7
NF1 7
L1 CHM X coroideremie 520.0002 | ~170 MYAbL
CYBB X Boala granulomatoasa cronica
DMD X Distrofia musculard Duchenne legata
de X
F8 X Hemofilia A
F9 X Hemofilie B
RP2 X Pigmentoza rard legatd de X
RPSEKA3 X Sindromul Coffin-Lowry
APC 5 Cancerul de colon
FKTN 9 Distrofia musculara congenitala de tip
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Fukuyama
HBB 1 Beta-talasemie
PDHX 1 Deficienta de complex piruvat
dehidrogenaza
SVA BTK X X-legate de agammaglobulinemie 2.8003 ~18-25
LDLRAP1 1 Hipercolesterolemie autozomal MYAS3
recesiva
SPTA1 1 Eliptocitoza ereditara si
piropoikilocitoza ereditara
FKTN 9 Distrofia musculara congenitala de tip
Fukuyama

" (Belancio et al., 2009; Belancio et al,, 2008) si trimiterile din acestea; ?(Cordaux si Batzer, 2009); ¥ (Wang et al,,
2005); “(Batzer si Deininger, 2002); ®(Khan et al,, 2006); MY A- acum milioane de ani

Pentru a limita efectele daunatoare asociate cu activitatea retrotranspozonilor,
celulele au dezvoltat mecanisme de contracarare a potentialului lor mutagen, dintre
care reducerea la tdcere epigenetica este cea mai predominanta (Figura 3). Restrictia
activitatii retrotranspozonilor prin reglarea epigenetica poate fi realizata la nivelul
ADN-ului si cromatinei. Metilarea reziduurilor de citozind este mediatd de ADN
metiltransferaza (DNMT) si duce la recrutarea proteinelor de legare a metilului, un
proces care interfereaza cu factorii transcriptionali care acceseaza regiunile
regulatoare, impiedicand astfel expresia genelor (Jones, 2012). Majoritatea regiunilor
metilate din genomul uman sunt situate n interiorul elementelor mobile (Jansz, 2019),
sugerand ca metilarea ADN-ului este un mecanism cheie de aparare a celulelor pentru
arestrictiona efectele genotoxice ale transpozonilor. O astfel de ipotezad este sustinuta
in continuare de studii functionale in care s-a constatat ca deficitul de DNMT in celulele
cultivate este asociat cu o crestere a activitatii de retrotranspunere (Walsh et al.,, 1998).
In plus, modificarea organizarii cromatinei reprezintd un alt mecanism prin care
elementele genetice mobile pot fi reglate la nivel transcriptional, prin restrangerea
accesului factorilor de transcriptie la locurile transpozonului. Trimetilarea reziduurilor
de lizind 9 si 27 ale histonei 3 (H3K9me3 si H3K27me3) sunt semne distinctive ale
heterocromatinei supresive si asociate cu reducerea la tacere a elementelor
transpozabile (Consortiu, 2012; Walter et al., 2016). Pentru H3K9me3, acest proces
este mediat de histon metiltransferaza SRTDB1 specifica H3 si de co-represorul sau
The Kruppel Associated Box (KRAB) Associated Protein 1(KAP1 sau TRIM28) pentru
reducerea la tdcere a retrovirusurilor endogene (Elsasser et al., 2015; Rowe et al,
2010).n plus, KAP1se poate asocia cu Human Silencing Hub (HUSH) pentru a reprima
activitatea transpozonului L1 prin metilarea H3K9 (Robbez-Masson et al, 2018;
Seczynska et al,, 2022), care este, de asemenea, o tintd pentru proteina homolog 3-9
(Suv39h) in reglarea retrotranspozonilor L1 si LTR (Bulut-Karslioglu et al,, 2014).
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Trimetilarea lizinei 27 a histonei 3 (H3K27me3) este catalizata de complexul policomb-
represiv 2 (PRC2) care actioneaza impreuna cu PRC1 pentru a media in continuare
ubiquitinarea histonei H2A, reprimand transcriptia retrovirusurilor endogene (Leeb et
al., 2010). Prin urmare, activitatea elementelor transpozonice pare sa fie reglata de
heterocromatinizarea supresiva a locilor genomici care adapostesc insertii de
transpozoni (Figura 3). O intrebare care ar putea aparea din astfel de evenimente este
ce determind de fapt modificarile histonelor in aceste regiuni, din atadt de multe
posibilitati. Raspunsul ar putea fi legat de activitatea endonucleazei codificata de
retrotranspozonii autonomi, care genereaza DSB in genom, necesitand factori de
raspuns la deteriorarea ADN-ului, cum ar fi proteina supresoare tumorala p53. 5' UTR
al elementelor L1 s-au dovedit a fi o tinta directa pentru legarea p53, iar analiza
ulterioara a aratat ca secventele promotorului L1 au prezentat semnele distinctive
H3K9mMe3 si H3K27me3 ale silentierii epigenetice, care au fost reduse semnificativ in
absenta p53 (Tiwari et al,, 2020). Aceste rezultate sugereaza ca la legarea p53 de
regiunea L15' UTR, sunt recrutate metiltransferaze histone, iar locusul L1este reprimat
prin heterocromatinizare. Cu toate acestea, spre deosebire de aceste constatari, studii
mai recente care s-au concentrat asupra activitatii transcriptionale a retrovirusurilor
endogene umane, au aratat ca 5' LTR contine doua situsuri de legare pentru pb3, care
regleaza expresia transcriptiei HERV, deoarece un nivel scazut de p53 diminueaza
activitatea promotorului 5' LTR (Liu et al, 2022). De ce represiunea L1 si activarea
HERV sunt mediate de acelasi factor, si anume p53, raméane o intrebare deschisa.
Poate ca diferentele in activitatea de mobilizare dintre L1si HERV ar putea explica intr-
0 oarecare masura reducerea la tacere a L1, deocarece aceasta retrotranspozon non-
LTR prezintd o ratad crescuta de retrotranspunere in genomul uman comparativ cu
HERV (Mills et al., 2007). Sau contextul secventei la care p53 leagd L15' UTR si HERV
5'LTR ar putea avea o influenta asupra functiei p53.

Pe langa proteina pb3, 5' UTR al retrotranspozonilor L1 par s& fie vizati si de
familia proteinelor de buzunar E2F-Rb (E2F-retinoblasoma), care recruteaza histone
deacetilaze (HDAC) la promotorul L1, rezultdnd deacetilarea histonelor H3 si
heterocromatinizarea locusului retrotranspozon. Mai mult, in celulele cu deficit de Rb,
promotorul L1 prezintd niveluri scazute, dar nu ADN ablat si semne de metilare a
histonei, sugerand ca Rb ar putea ajuta la recrutarea CpG si histone metiltransferazei,
dar aceste modificari epigenetice nu depind de Rb (Montoya-Durango et al., 2009).
Aceste constatari sunt sustinute in continuare de alte studii care indica faptul ca
reducerea la tadcere a L1este mediata de Rb prin recrutarea complexului nucleozomial
si remodelant deacetilaza (NuRD), care consté din histond si ADN metiltransferaza in
plus fatd de HDAC (Montoya-Durango et al., 2016).
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Figura 3. Mecanisme de reglare epigenetica a retrotranspozonilor. Metilarea (mici patrate albastre) a
reziduurilor de cisteind (C) sau a insulelor CpG in structura retrotranspozonului mediat de ADN
metiltransferazd (DNMT) face promotorul (sdgeata indoitd) inaccesibil factorilor de transcriptie (X
rosu), rezultdnd reprimarea transcriptiei. Un alt mecanism de reducere la tdcere a transcriptiei
retrotranspozonului este histon metiltransferaza mediatéd (HMT) care adauga grupari metil la lizina 9
sau 27 a histonei 3 (H3K3 si H3K27), ceea ce duce la heterocromatinizarea retrotranspozonului. In mod
similar, indepartarea reziduurilor de acetil (cercuri portocalii mici) formeaza histonea H3 de catre
histona deacetilazd (HDAC) inverseaza structura cromatinei dintr-o stare relaxata in structura mai
compacta si inaccesibild a heterocromatinei, rezultand reprimarea transcriptiei retrotranspozonului.

9.4. Dereglarea epigenetica a elementelor transpozabile in cancer

Dupa cum sa mentionat mai sus, celulele au adoptat mecanisme epigenetice
pentru a mentine un control strict al activitatii transpozonilor, un proces care este, de
asemenea, asociat cu un grad mai larg de heterocromatinizare a secventelor
genomice adiacente, cu consecinte potentiale asupra expresiei genelor (Liu et al,
2018; Slotkin & Martienssen, 2007). Hipometilarea globald s-a dovedit a fi insotita de o
stabilitate genomica crescuta, care seamana cu peisajul epigenetic al genomului
tumoral (Besselink et al., 2023). Intr-adevér, hipometilarea indusa prin distrugerea
DNMT-urilor in celule are ca rezultat initierea tumorii, atat in vitro, cat siin vivo (Eden et
al, 2003; Gaudet et al., 2003; Sheaffer et al., 2016). Deoarece retrotranspozonii sunt
reglatiin principal de mecanisme epigenetice, hipometilarea la scara genomului duce,
de asemenea, la dereprimarea transpozonilor potential activi (Daskalos et al., 2009),
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ceea ce duce la cresterea instabilitatii genomului (Daskalos et al., 2009) si, in plus, in
rearanjarea cromozomilor (Zhang et al, 2011). Intr-adevar, s-a stabilit o corelatie
pozitiva intre nivelul scazut de metilare al retrotranspozonilor L1si prognosticul slab la
pacientii cu cancer gastric (Kim et al,, 2019; Shigaki et al., 2013; Song et al.,, 2016),
carcinom hepatocelular (Harada et al., 2015), cancer pancreatic (Yamamura et al.,, 2017)
si carcinom cu celule scuamoase esofagiene (Casarotto et al, 2022; lwagami et al,,
2013). Chiar mai mult, nivelurile scdzute de metilare L1 au fost, de asemenea, asociate
cu cresterea limfocitelor infiltrate tumorale CD3 in cancerul gastric (Kim et al,, 2020).
Hipometilarea retrotranspozonilor L1 si Alu pare sa fie specifica si pentru leucemia
limfocitara cronica (LLC) si se asociaza cu expresia diferentiald a genelor din apropiere
(Barrow et al, 2021). Aceste constatari nu sunt surprinzatoare, deoarece s-a
demonstrat printr-o analiza cu randament ridicat a tesuturilor tumorale derivate din 15
subtipuri patologice de cancer, ca L1 poate conduce la reglarea ascendenta a 106
oncogene prin activitatea sa promotoare endogena (Jang et al,, 2019).

Ca 7P53 Gena sufera mutatii pe scara larga intr-o gama larga de afectiuni
maligne umane (Olivier et al, 2010), iar proteina p53 este un regulator cheie al
transpozonilor L1 prin medierea metilarii promotorului L1si heterocromatinizarii (Tiwari
etal, 2020), 7RP53-tumorile mutante prezinta un risc crescut de reactivare a L1. Analiza
tesuturilor tumorale derivate de la pacientii cu cancer gastric avansat a evidentiat o
corelatie pozitivd intre 7P53 statusul mutational si hipometilarea L1 si asociate in
continuare cu parametrii clinicopatologici, cum ar fi varsta, sexul, invazia si
diferentierea tumorii, printre altele (Shin et al,, 2019). Aceasta observatie este sustinuta
in continuare de o analizd mai cuprinzatoare a datelor multiomice derivate din cancerul
de sén, cancerul ovarian, cancerul de colon, rinichii cu celule clare si cancerul
endometrial, care a constatat 7P53-tumori mutante pentru a prezenta niveluri mai
ridicate de expresie L1(McKerrow et al,, 2022).

Prin urmare, hipometilarea si activarea ulterioard a retrotranspozonilor pot
promova carcinogeneza intr-o gama diversd de cancere umane si este adesea
asociatd cu un prognostic slab. In plus, proteina supresoare tumorald p53 este un
regulator important al activitatii transpozonilor, iar statutul sdau mutational in
numeroase malignitati poate spori instabilitatea genomica legata de elementele
transpozabile.

Concluziile

In primul rand, descrise ca gene saritoare sau ADN rezidual, elementele mobile
sunt acum acceptate pe scara larga ca motoare ale evolutiei care au modelat si extins
genomul primatelor. Desi, pe langa efectul lor benefic, transpozonii sunt, de asemenea,
considerati factori genetici mutageni puternici, care pot modifica expresia normala a
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genelor prin diverse mecanisme, cum ar fi recombinarea si translocatia directionata
omologic, activarea regiunilor vecine altfel inactive ale genomului, imbinarea
alternativa a transcrierilor celulare, interferand cu céile de semnalizare datorita
proteinelor transpozonice codificate sau prin potentialul de mutageneza insertionala.
In mod inerent, celulele au evoluat, de asemenea, mecanisme pentru a limita efectele
daunatoare ale elementelor transpozabile, in principal prin reducerea la tacere
epigenetica, sianume metilarea ADN-ului si/ sau a histonei si deacetilarea histonei. Cu
toate acestea, in conditii patologice, cum ar fi cancerul, atunci cand transpozonii
reusesc sa scape de controlul strict al expresiei lor datorita hipometilarii pe scara larga,
aceste elemente mobile sunt capabile s& conduca carcinogeneza si progresia tumorii,
iar nivelul lor ridicat de activitate a fost asociat cu rezultate slabe la pacientii cu cancer.

Bibliografie

Baertsch, R., Diekhans, M., Kent, W. J., Haussler, D., & Brosius, J. (2008). Retrocopy
contributions to the evolution of the human genome. BMC Genomics, 9, 466.
https://doi.org/10.1186/1471-2164-9-466

Barbulescu, M., Turner, G., Seaman, M. |, Deinard, A. S, Kidd, K. K., & Lenz, J. (1999).
Many human endogenous retrovirus K (HERV-K) proviruses are unique to
humans.  Curr Biol  916), 861-868. https://doi.org/101016/s0960-
9822(99)80390-x

Barrow, T. M., Wong Doo, N., Milng, R. L., Giles, G. G., Willmore, E., Strathdee, G., & Byun,
H. M. (2021). Analysis of retrotransposon subfamily DNA methylation reveals
novel early epigenetic changes in chronic lymphocytic leukemia.
Haematologica, 106(1), 98-110. https://doi.org/10.3324/haematol.2019.228478

Batzer, M. A, & Deininger, P. L. (2002). Alu repeats and human genomic diversity. Nat
Rev Genet, 35), 370-379. https://doi.org/101038/nrg798

Belancio, V. P, Deininger, P. L., & Roy-Engel, A. M. (2009). LINE dancing in the human
genome: transposable elements and disease. Genome Med, 110), 97.
https://doi.org/10.1186/gm97

Belancio, V. P, Hedges, D. J, & Deininger, P. (2008). Mammalian non-LTR
retrotransposons: for better or worse, in sickness and in health. Genome Res,
18(3), 343-358. https://doi.org/101101/gr.5558208

Bennett, E. A, Keller, H., Mills, R. E., Schmidt, S., Moran, J. V., Weichenrieder, O., & Devine,
S. E. (2008). Active Alu retrotransposons in the human genome. Genome Res,
18(12), 1875-1883. https://doi.org/101101/gr.081737.108

Besselink, N., Keijer, J., Vermeulen, C., Boymans, S., de Ridder, J., van Hoeck, A., Cuppen,
E., & Kuijk, E. (2023). The genome-wide mutational consequences of DNA

169


https://doi.org/10.1186/1471-2164-9-466
https://doi.org/10.1016/s0960-9822(99)80390-x
https://doi.org/10.1016/s0960-9822(99)80390-x
https://doi.org/10.3324/haematol.2019.228478
https://doi.org/10.1038/nrg798
https://doi.org/10.1186/gm97
https://doi.org/10.1101/gr.5558208
https://doi.org/10.1101/gr.081737.108

hypomethylation. Sci Rep, 131), 6874. https://doi.org/101038/s41598-023-
33932-3

Boeke, J. D. (1997). LINEs and Alus--the polyA connection. Nat Genet, 76(1), 6-7.
https://doi.org/101038/ng0597-6

Bourque, G., Burns, K. H., Gehring, M., Gorbunova, V., Seluanov, A, Hammell, M.,
Imbeault, M., Izsvak, Z., Levin, H. L., Macfarlan, T. S., Mager, D. L., & Feschotte, C.
(2018). Ten things you should know about transposable elements. Genome Bio),
79(1), 199. https://doi.org/101186/s13059-018-1577-2

Bulut-Karslioglu, A., De La Rosa-Velazquez, I. A, Ramirez, F., Barenboim, M., Onishi-
Seebacher, M., Arand, J., Galan, C., Winter, G. E,, Engist, B., Gerle, B., O'Sullivan,
R. J, Martens, J. H, Walter, J., Manke, T, Lachner, M., & Jenuwein, T. (2014).
Suv39h-dependent H3K9me3 marks intact retrotransposons and silences LINE
elements in mouse embryonic stem cells. Mo/ Cel, 5582), 277-290.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2014.05.029

Casarotto, M., Lupato, V., Giurato, G., Guerrieri, R., Sulfaro, S., Salvati, A., D'’Angelo, E.,
Furlan, C., Menegaldo, A., Baboci, L., Montico, B., Turturici, |, Dolcetti, R., Romeo,
S, Baggio, V, Corrado, S, Businello, G., Guido, M., Weisz, A, . .. Fratta, E. (2022).
LINE-1 hypomethylation is associated with poor outcomes in locoregionally
advanced  oropharyngeal  cancer. Clin  Epigenetics, 1), 7.
https://doi.org/10.1186/513148-022-01386-5

Chen, H., Chen, L, Wu, Y., Shen, H, Yang, G., & Deng, C. (2017). The Exonization and
Functionalization of an Alu-J Element in the Protein Coding Region of
Glycoprotein Hormone Alpha Gene Represent a Novel Mechanism to the
Evolution of Hemochorial Placentation in Primates. Mo/ Biol Evol, 34(12), 3216-
3231, https://doi.org/10.1093/molbev/imsx252

Chen, J. M,, Stenson, P. D., Cooper, D. N, & Ferec, C. (2005). A systematic analysis of
LINE-1 endonuclease-dependent retrotranspositional events causing human
genetic disease. Hum Genet, 11715), 411-427. https://doi.org/101007/s00439-
005-1321-0

Consortium, E. P. (2012). An integrated encyclopedia of DNA elements in the human
genome. Nature, 4897414), 57-74. https://doi.org/101038/nature11247

Cordaux, R., & Batzer, M. A. (2009). The impact of retrotransposons on human genome
evolution. Nat Rev Genet, 10(10), 691-703. https://doi.org/10.1038/nrg2640

Crowell, R. C,, & Kiessling, A. A. (2007). Endogenous retrovirus expression in testis and
epididymis. Biochem Soc Trans, 35(Pt 3), 629-633.
https://doi.org/10.1042/BSTO0350629

Damert, A, Raiz, J., Horn, A. V., Lower, J., Wang, H., Xing, J., Batzer, M. A,, Lower, R., &
Schumann, G. G. (2009). 5'-Transducing SVA retrotransposon groups spread

170


https://doi.org/10.1038/s41598-023-33932-3
https://doi.org/10.1038/s41598-023-33932-3
https://doi.org/10.1038/ng0597-6
https://doi.org/10.1186/s13059-018-1577-z
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2014.05.029
https://doi.org/10.1186/s13148-022-01386-5
https://doi.org/10.1093/molbev/msx252
https://doi.org/10.1007/s00439-005-1321-0
https://doi.org/10.1007/s00439-005-1321-0
https://doi.org/10.1038/nature11247
https://doi.org/10.1038/nrg2640
https://doi.org/10.1042/BST0350629

efficiently throughout the human genome. Genome Res, 1911), 1992-2008.
https://doi.org/101101/gr.093435.109

Daskalos, A., Nikolaidis, G., Xinarianos, G., Savvari, P, Cassidy, A., Zakopoulou, R,
Kotsinas, A., Gorgoulis, V., Field, J. K., & Liloglou, T. (2009). Hypomethylation of
retrotransposable elements correlates with genomic instability in non-small cell
lung cancer. Int J Cancer, 124(1), 81-87. https://doi.org/101002/ijc.23849

Dewannieux, M., & Heidmann, T. (2005). LINEs, SINEs and processed pseudogenes:
parasitic strategies for genome modeling. Cytogenet Genome Res, 110(1-4), 35-
48. https://doi.org/101159/000084936

Doucet, A. J.,, Hulme, A. E., Sahinovic, E., Kulpa, D. A., Moldovan, J. B., Kopera, H. C,
Athanikar, J. N., Hasnaoui, M., Bucheton, A., Moran, J. V., & Gilbert, N. (2010).
Characterization of LINE-1 ribonucleoprotein particles. PLoS Genet, 6(10).
https://doi.org/101371/journal.pgen.1001150

Eden, A, Gaudet, F., Waghmare, A, & Jaenisch, R. (2003). Chromosomal instability and
tumors promoted by DNA hypomethylation. Science, 300(5618), 455.
https://doi.org/101126/science 1083557

Elsasser, S. J.,, Noh, K. M., Diaz, N., Allis, C. D., & Banaszynski, L. A. (2015). Histone H3.3 is
required for endogenous retroviral element silencing in embryonic stem cells.
Nature, 5227555), 240-244. https://doi.org/101038/nature14345

Esnault, C,, Maestre, J., & Heidmann, T. (2000). Human LINE retrotransposons generate
processed pseudogenes. Nat Genet 24(4), 363-367.
https://doi.org/10.1038/74184

Feng, Q., Moran, J. V., Kazazian, H. H., Jr, & Boeke, J. D. (1996). Human L1 retrotransposon
encodes a conserved endonuclease required for retrotransposition. Cell. 875),
905-916. https://doi.org/101016/s0092-8674(00)81997-2

Feschotte, C., & Pritham, E. J. (2007). DNA transposons and the evolution of eukaryotic
genomes. Annu Rev Genet, 47 331-368.
https://doi.org/10.1146/annurev.genet.40.110405.090448

Gasior, S. L, Wakeman, T. P, Xu, B, & Deininger, P. L. (2006). The human LINE-1
retrotransposon creates DNA double-strand breaks. J Mo/ Biol, 3575), 1383-
1393. https://doi.org/101016/}.jmb.2006.01.089

Gaudet, F, Hodgson, J. G, Eden, A, Jackson-Grusby, L., Dausman, J., Gray, J. W,
Leonhardt, H., & Jaenisch, R. (2003). Induction of tumors in mice by genomic
hypomethylation. Science, 300(5618), 489-492.
https://doi.org/101126/science 1083558

Halabian, R., & Makalowski, W. (2022). A Map of 3' DNA Transduction Variants Mediated
by Non-LTR Retroelements on 3202 Human Genomes. Biology (Basel). 117).
https://doi.org/10.3390/biology11071032

171


https://doi.org/10.1101/gr.093435.109
https://doi.org/10.1002/ijc.23849
https://doi.org/10.1159/000084936
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1001150
https://doi.org/10.1126/science.1083557
https://doi.org/10.1038/nature14345
https://doi.org/10.1038/74184
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81997-2
https://doi.org/10.1146/annurev.genet.40.110405.090448
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2006.01.089
https://doi.org/10.1126/science.1083558
https://doi.org/10.3390/biology11071032

Hancks, D. C,, Ewing, A. D, Chen, J. E., Tokunaga, K., & Kazazian, H. H., Jr. (2009). Exon-
trapping mediated by the human retrotransposon SVA. Genome Res, 791),
1983-1991. https://doi.org/10.1101/gr.093153.109

Hancks, D. C., Goodier, J. L., Mandal, P. K., Cheung, L. E., & Kazazian, H. H., Jr. (2011).
Retrotransposition of marked SVA elements by human Lls in cultured cells. Hum
Mol Genet, 20(17), 3386-3400. https://doi.org/10.1093/hmg/ddr245

Hancks, D. C., & Kazazian, H. H., Jr. (2010). SVA retrotransposons: Evolution and genetic
instability. Semin Cancer Biol, 204), 234-245,
https://doi.org/101016/j.semcancer.2010.04.001

Harada, K., Baba, Y., Ishimoto, T, Chikamoto, A., Kosumi, K., Hayashi, H., Nitta, H.,
Hashimoto, D., Beppu, T, & Baba, H. (2015). LINE-1 methylation level and patient
prognosis in a database of 208 hepatocellular carcinomas. Ann Surg Oncol,
2A4),1280-1287. https://doi.org/101245/s10434-014-4134-3

Havecker, E. R, Gao, X,, & Voytas, D. F. (2004). The diversity of LTR retrotransposons.
Genome Biol, 5(6), 225. https://doi.org/10.1186/gb-2004-5-6-225

lvics, Z., & lzsvak, Z. (2015). Sleeping Beauty Transposition. Microbiol Spectr, 3?2),
MDNA3-0042-2014. https://doi.org/10.1128/microbiolspec.MDNA3-0042-2014

lwagami, S., Baba, Y., Watanabe, M., Shigaki, H., Miyake, K., Ishimoto, T., Iwatsuki, M.,
Sakamaki, K., Ohashi, Y., & Baba, H. (2013). LINE-1 hypomethylation is associated
with a poor prognosis among patients with curatively resected esophageal
sguamous cell carcinoma. Ann Surg, 2573), 449-455,
https://doi.org/10.1097/SLA.0b013e31826d8602

Jang, H. S, Shah, N. M., Du, A. Y, Dailey, Z. Z., Pehrsson, E. C., Godoy, P. M., Zhang, D,, Li,
D, Xing, X., Kim, S., O'Donnell, D., Gordon, J. |, & Wang, T. (2019). Transposable
elements drive widespread expression of oncogenes in human cancers. Nat
Genet, 514), 611-617. https://doi.org/10.1038/s41588-019-0373-3

Jansz, N. (2019). DNA methylation dynamics at transposable elements in mammals.
Essays Biochem, 63(6), 677-689. https://doi.org/101042/EBC20190039

Jones, P. A. (2012). Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and
beyond. Nat Rev Genet, 137), 484-492. https://doi.org/101038/nrg3230

Khan, H., Smit, A, & Boissinot, S. (2006). Molecular evolution and tempo of amplification
of human LINE-1 retrotransposons since the origin of primates. Genome Res,
76(1), 78-87. https://doi.org/10.1101/gr4001406

Kim, T. H., Jeon, Y. J,, Yi, J. M, Kim, D. S, Huh, J. W., Hur, C. G, & Kim, H. S. (2004). The
distribution and expression of HERV families in the human genome. Mo/ Céells,
18(1), 87-93. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15359128

172


https://doi.org/10.1101/gr.093153.109
https://doi.org/10.1093/hmg/ddr245
https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2010.04.001
https://doi.org/10.1245/s10434-014-4134-3
https://doi.org/10.1186/gb-2004-5-6-225
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.MDNA3-0042-2014
https://doi.org/10.1097/SLA.0b013e31826d8602
https://doi.org/10.1038/s41588-019-0373-3
https://doi.org/10.1042/EBC20190039
https://doi.org/10.1038/nrg3230
https://doi.org/10.1101/gr.4001406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15359128

Kim, Y., Rhee, Y. Y, Wen, X, Cho, N. Y, Bae, J. M., Kim, W. H., & Kang, G. H. (2020).
Combination of LI methylation and tumor-infiltrating lymphocytes as prognostic
marker in advanced gastric cancer. Gastric Cancer, 233), 464-472.
https://doi.org/10.1007/s10120-019-01025-8

Kim, Y., Wen, X., Jeong, S., Cho, N. Y., Kim, W. H., & Kang, G. H. (2019). Combinatory low
methylation statuses of SAT-alpha and L1 are associated with shortened survival
time in patients with advanced gastric cancer. Gastric Cancer, 221), 37-47.
https://doi.org/10.1007/s10120-018-0852-8

Kobayashi, K., Nakahori, Y., Miyake, M., Matsumura, K., Kondo-lida, E., Nomura, Y.,
Segawa, M., Yoshioka, M., Saito, K., Osawa, M., Hamano, K. Sakakihara, Y.,
Nonaka, I, Nakagome, Y., Kanazawa, I, Nakamura, Y., Tokunaga, K., & Toda, T.
(1998). An ancient retrotransposal insertion causes Fukuyama-type congenital
muscular dystrophy. Nature, 394(6691), 388-392. https://doi.org/101038/28653

Kojima, S., Koyama, S., Ka, M., Saito, V., Parrish, E. H., Endo, M., Takata, S., Mizukoshi, M.,
Hikino, K., Takeda, A., Gelinas, A. F., Heaton, S. M., Koide, R., Kamada, A. J,,
Noguchi, M., Hamada, M., Biobank Japan Project, C., Kamatani, Y., Murakawa, Y.,
... Parrish, N. F. (2023). Mobile element variation contributes to population-
specific genome diversification, gene regulation and disease risk. Nat Genet,
586), 939-951. https://doi.org/10.1038/s41588-023-01390-2

Krull, M., Brosius, J., & Schmitz, J. (2005). Alu-SINE exonization: en route to protein-
coding function. Mol Biol Evol, 228), 1702-1711.
https://doi.org/10.1093/molbev/msil64

Kubiak, M. R., Szczesniak, M. W., & Makalowska, I. (2020). Complex Analysis of
Retroposed Genes' Contribution to Human Genome, Proteome and
Transcriptome. Genes (Basel), 115). https://doi.org/10.3390/genes11050542

Kubo, S., Seleme, M. C,, Soifer, H. S, Perez, J. L., Moran, J. V., Kazazian, H. H., Jr,, &
Kasahara, N. (2006). L1 retrotransposition in nondividing and primary human
somatic cells. Proc Natl Acad Sci U S A 10321), 8036-8041.
https://doi.org/10.1073/pnas.0601954103

Lavie, L., Maldener, E., Brouha, B, Meese, E. U, & Mayer, J. (2004). The human LI
promoter: variable transcription initiation sites and a major impact of upstream
flanking sequence on promoter activity. Genome Res, 1411), 2253-2260.
https://doi.org/101101/gr.2 /45804

Leeb, M., Pasini, D., Novatchkova, M., Jaritz, M., Helin, K., & Wutz, A. (2010). Polycomb
complexes act redundantly to repress genomic repeats and genes. Genes Dev,
24(3), 265-276. https://doi.org/10.1101/gad.544410

Liu, M., Jia, L., Li, H., Liu, Y., Han, J., Wang, X,, Li, T., Li, J., Zhang, B., Zhai, X,, Yu, C,, & Li, L.
(2022). p53 Binding Sites in Long Terminal Repeat 5Hs (LTR5Hs) of Human

173


https://doi.org/10.1007/s10120-019-01025-8
https://doi.org/10.1007/s10120-018-0852-8
https://doi.org/10.1038/28653
https://doi.org/10.1038/s41588-023-01390-2
https://doi.org/10.1093/molbev/msi164
https://doi.org/10.3390/genes11050542
https://doi.org/10.1073/pnas.0601954103
https://doi.org/10.1101/gr.2745804
https://doi.org/10.1101/gad.544410

Endogenous Retrovirus K Family (HML-2 Subgroup) Play Important Roles in the
Regulation of LTR5Hs Transcriptional Activity. Microbiol Spectr, 10(4),
e0048522. https://doi.org/101128/spectrum.00485-22

Liu, N, Lee, C. H., Swigut, T, Grow, E., Gu, B., Bassik, M. C., & Wysocka, J. (2018). Selective
silencing of euchromatic Lls revealed by genome-wide screens for L1 regulators.
Nature, 5637687), 228-232. https://doi.org/101038/nature25179

Maestre, J., Tchenio, T., Dhellin, O., & Heidmann, T. (1995). mRNA retroposition in human
cells: processed pseudogene formation. EMBO J. 7424), 6333-6338.
https://doi.org/10.1002/j1460-2075.1995tb00324.x

Martin, S. L., & Bushman, F. D. (2001). Nucleic acid chaperone activity of the ORF1 protein
from the mouse LINE-1 retrotransposon. Mo/ Cell Biol 212), 467-475.
https://doi.org/10.1128/MCB.21.2.467-475.2001

Martin, S. L., Cruceanu, M., Branciforte, D., Wai-Lun Li, P, Kwok, S. C., Hodges, R. S., &
Williams, M. C. (2005). LINE-1 retrotransposition requires the nucleic acid
chaperone activity of the ORF1 protein. J Mol Biol 3483), 549-561.
https://doi.org/10.1016/}.jmb.2005.03.003

Mathias, S. L., Scott, A. F.,, Kazazian, H. H., Jr, Boeke, J. D, & Gabriel, A. (1991). Reverse
transcriptase encoded by a human transposable element. Science, 254(5039),
1808-1810. https://doi.org/10.1126/science 1722352

McClintock, B. (1956). Controlling elements and the gene. Cold Spring Harb Symp
Quant Biol, 27, 197-216. https://doi.org/10.1101/sgb.1956.021.01.017

McKerrow, W., Wang, X., Mendez-Dorantes, C., Mita, P, Cao, S., Grivainis, M., Ding, L.,
LaCava, J., Burns, K. H., Boeke, J. D., & Fenyo, D. (2022). LINE-1 expression in
cancer correlates with pb53 mutation, copy number alteration, and S phase
checkpoint. Proc Nat/ Acad Sci U S A, 7798).
https://doi.org/101073/pnas.2115999119

Medstrand, P, & Mager, D. L. (1998). Human-specific integrations of the HERV-K
endogenous retrovirus family. J Virol, 7212), 9782-9787.
https://doi.org/10.1128/JVI1.7212.9782-97871998

Mills, R. E., Bennett, E. A, Iskow, R. C, & Devine, S. E. (2007). Which transposable
elements are active in the human genome? T7rends Genet, 234), 183-191.
https://doi.org/10.1016/j.tig.2007.02.006

Mita, P, & Boeke, J. D. (2016). How retrotransposons shape genome regulation. Curr
Opin Genet Dev, 37, 90-100. https://doi.org/10.1016/j.gde.2016.01.001

Montoya-Durango, D. E., Liu, Y., Teneng, |, Kalbfleisch, T, Lacy, M. E., Steffen, M. C., &
Ramos, K. S. (2009). Epigenetic control of mammalian LINE-1 retrotransposon
by retinoblastoma proteins. Mutat  Res, 6651-2), 20-28.
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2009.02.011

174


https://doi.org/10.1128/spectrum.00485-22
https://doi.org/10.1038/nature25179
https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1995.tb00324.x
https://doi.org/10.1128/MCB.21.2.467-475.2001
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2005.03.003
https://doi.org/10.1126/science.1722352
https://doi.org/10.1101/sqb.1956.021.01.017
https://doi.org/10.1073/pnas.2115999119
https://doi.org/10.1128/JVI.72.12.9782-9787.1998
https://doi.org/10.1016/j.tig.2007.02.006
https://doi.org/10.1016/j.gde.2016.01.001
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2009.02.011

Montoya-Durango, D. E., Ramos, K. A, Bojang, P, Ruiz, L., Ramos, I. N., & Ramos, K. S.
(2016). LINE-1 silencing by retinoblastoma proteins is effected through the
nucleosomal and remodeling deacetylase multiprotein complex. BMC Cancer,
76, 38. https://doi.org/10.1186/512885-016-2068-9

Moran, J. V., Holmes, S. E., Naas, T. P, DeBerardinis, R. J., Boeke, J. D., & Kazazian, H. H.,
Jr. (1996). High frequency retrotransposition in cultured mammalian cells. Cel/,
8715), 917-927. https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81998-4

Munoz-Lopez, M. & Garcia-Perez, J. L. (2010). DNA transposons: nature and
applications in genomics. Curr Genomics, 12), 115-128.
https://doi.org/10.2174/1389202107908868/71

Olivier, M., Hollstein, M., & Hainaut, P. (2010). TP53 mutations in human cancers: origins,
consequences, and clinical use. Cold Spring Harb Perspect Biol A1), a001008.
https://doi.org/101101/cshperspect.a001008

Ono, M., Yasunaga, T., Miyata, T., & Ushikubo, H. (1986). Nucleotide sequence of human
endogenous retrovirus genome related to the mouse mammary tumor virus
genome. J Virol, 60(2), 589-598. https://doi.org/101128/JV1.60.2.589-598.1986

Ostertag, E. M., & Kazazian, H. H., Jr. (2001). Biology of mammalian L1 retrotransposons.
Annu Rev Genet, 35, 501-538.
https://doi.org/101146/annurev.genet.35.102401.091032

Palazzo, A., Lorusso, P, Miskey, C., Walisko, O., Gerbino, A., Marobbio, C. M. T, lvics, Z., &
Marsano, R. M. (2019). Transcriptionally promiscuous "blurry" promoters in
Tcl/mariner transposons allow transcription in distantly related genomes. Mob
DNA, 10, 13. https://doi.org/10.1186/s13100-019-0155-6

Plasterk, R. H., Izsvak, Z., & lvics, Z. (1999). Resident aliens: the Tcl/mariner superfamily
of  transposable elements. Trends  Genet, 75(8), 326-332.
https://doi.org/10.1016/s0168-9525(99)01777-1

Quentin, Y. (1992). Origin of the Alu family: a family of Alu-like monomers gave birth to
the left and the right arms of the Alu elements. Mucleic Acids Res, 20(13), 3397-
3401. https://doi.org/101093/nar/2013.3397

Raiz, J., Damert, A, Chira, S., Held, U., Klawitter, S., Hamdorf, M., Lower, J., Stratling, W.
H. Lower, R., & Schumann, G. G. (2012). The non-autonomous retrotransposon
SVA is trans-mobilized by the human LINE-1 protein machinery. Nucleic Acids
Res, 40(4), 1666-1683. https://doi.org/101093/nar/gkr863

Robbez-Masson, L., Tie, C. H. C,, Conde, L., Tunbak, H., Husovsky, C., Tchasovnikarova, |.
A, Timms, R. T, Herrero, J., Lehner, P. J., & Rowe, H. M. (2018). The HUSH
complex cooperates with TRIM28 to repress young retrotransposons and new
genes. Genome Res, 28(6), 836-845. https://doi.org/10.1101/gr.228171.117

175


https://doi.org/10.1186/s12885-016-2068-9
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81998-4
https://doi.org/10.2174/138920210790886871
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a001008
https://doi.org/10.1128/JVI.60.2.589-598.1986
https://doi.org/10.1128/JVI.60.2.589-598.1986
https://doi.org/10.1146/annurev.genet.35.102401.091032
https://doi.org/10.1186/s13100-019-0155-6
https://doi.org/10.1016/s0168-9525(99)01777-1
https://doi.org/10.1093/nar/20.13.3397
https://doi.org/10.1093/nar/gkr863
https://doi.org/10.1101/gr.228171.117

Rowe, H. M., Jakobsson, J., Mesnard, D., Rougemont, J., Reynard, S., Aktas, T., Maillard,
P. V., Layard-Liesching, H., Verp, S., Marquis, J., Spitz, F., Constam, D. B., & Trono,
D. (2010). KAP1 controls endogenous retroviruses in embryonic stem cells.
Nature, 463(7278), 237-240. https://doi.org/101038/nature 08674

Seczynska, M., Bloor, S., Cuesta, S. M., & Lehner, P. J. (2022). Genome surveillance by
HUSH-mediated silencing of intronless mobile elements. Nature, 6017893),
440-445. https://doi.org/10.1038/s41586-021-04228-1

Sheaffer, K. L, Elliott, E. N., & Kaestner, K. H. (2016). DNA Hypomethylation Contributes
to Genomic Instability and Intestinal Cancer Initiation. Cancer Prev Res (Phila)
97), 534-546. https://doi.org/10.11568/1940-6207.CAPR-15-0349

Shigaki, H., Baba, Y., Watanabe, M., Murata, A., lwagami, S., Miyake, K., Ishimoto, T.,
lwatsuki, M., & Baba, H. (2013). LINE-1 hypomethylation in gastric cancer,
detected by bisulfite pyrosequencing, is associated with poor prognosis.
Gastric Cancer, 16(4), 480-487. https://doi.org/10.1007/s10120-012-0209-7

Shin, Y. J., Kim, Y, Wen, X, Cho,N. Y., Lee, S, Kim, W. H., & Kang, G. H. (2019). Prognostic
implications and interaction of L1 methylation and p53 expression statuses in
advanced gastric cancer. Clin Epigenetics, ), 7.
https://doi.org/10.1186/s13148-019-0661-x

Slotkin, R. K., & Martienssen, R. (2007). Transposable elements and the epigenetic
regulation of the genome. Nat Rev Genet 84), 272-285.
https://doi.org/101038/nrg2072

Smit, A. F., & Riggs, A. D. (1996). Tiggers and DNA transposon fossils in the human
genome. Proc Natl Acad Sci U S A 934), 1443-1448.
https://doi.org/101073/pnas.93.4.1443

So, A, Le Guen, T, Lopez, B. S., & Guirouilh-Barbat, J. (2017). Genomic rearrangements
induced by unscheduled DNA double strand breaks in somatic mammalian
cells. FEBS J. 284(15), 2324-2344. https://doi.org/101111/febs 14053

Song, Y. S, Kim, Y., Cho, N. Y., Yang, H. K, Kim, W. H., & Kang, G. H. (2016). Methylation
status of long interspersed element-1 in advanced gastric cancer and its
prognostic implication. Gastric Cancer, 90), 98-106.
https://doi.org/10.1007/510120-015-0463-6

Sundaram, V., & Wysocka, J. (2020). Transposable elements as a potent source of
diverse cis-regulatory sequences in mammalian genomes. Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci; 375(1795), 20190347. https://doi.org/10.1098/rstb.2019.0347

Szak, S. T, Pickeral, O. K., Makalowski, W., Boguski, M. S., Landsman, D., & Boeke, J. D.
(2002). Molecular archeology of L1 insertions in the human genome. Genome
Biol 510), research0052. https://doi.org/101186/gb-2002-3-10-research0052

176


https://doi.org/10.1038/nature08674
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04228-1
https://doi.org/10.1158/1940-6207.CAPR-15-0349
https://doi.org/10.1007/s10120-012-0209-7
https://doi.org/10.1186/s13148-019-0661-x
https://doi.org/10.1038/nrg2072
https://doi.org/10.1073/pnas.93.4.1443
https://doi.org/10.1111/febs.14053
https://doi.org/10.1007/s10120-015-0463-6
https://doi.org/10.1098/rstb.2019.0347
https://doi.org/10.1186/gb-2002-3-10-research0052

Tang, W.,, Mun, S, Joshi, A, Han, K., & Liang, P. (2018). Mobile elements contribute to the
unigueness of human genome with 15,000 human-specific insertions and 14
Mbp sequence increase. DNA Res, 255), 521-533.
https://doi.org/10.1093/dnares/dsy022

Tiwari, B, Jones, A. E,, Caillet, C. J,, Das, S., Royer, S. K, & Abrams, J. M. (2020). p53
directly represses human LINET transposons. Genes Dev, 34(21-22), 1439-1451.
https://doi.org/10.1101/gad.343186.120

Turner, G., Barbulescu, M., Su, M., Jensen-Seaman, M. |, Kidd, K. K., & Lenz, J. (2001).
Insertional polymorphisms of full-length endogenous retroviruses in humans.
Curr Biol, 7119), 15631-1535. https://doi.org/10.1016/s0960-9822(01)00455-9

Venter, J. C.,, Adams, M. D., Myers, E. W., Li, P. W,, Mural, R. J., Sutton, G. G., Smith, H. O,
Yandell, M., Evans, C. A, Holt, R. A.,, Gocayne, J. D., Amanatides, P, Ballew, R. M.,
Huson, D. H.,, Wortman, J. R., Zhang, Q., Kodira, C. D.,, Zheng, X. H,, Chen, L,, . ..
Zhu, X. (2001). The sequence of the human genome. Science, 2915507), 1304-
1351. https://doi.org/10.1126/science 1058040

Walisko, O., Schorn, A, Rolfs, F., Devaraj, A.,, Miskey, C., Izsvak, Z., & lvics, Z. (2008).
Transcriptional activities of the Sleeping Beauty transposon and shielding its
genetic  cargo  with  insulators. Mo/ Ther, 76(2),  359-369.
https://doi.org/10.1038/si.mt.6300366

Walsh, C. P, Chaillet, J. R., & Bestor, T. H. (1998). Transcription of IAP endogenous
retroviruses is constrained by cytosine methylation. Nat Genet. 20(2), 116-117.
https://doi.org/10.1038/2413

Walter, M., Teissandier, A., Perez-Palacios, R., & Bourc'his, D. (2016). An epigenetic
switch ensures transposon repression upon dynamic loss of DNA methylation
in embryonic stem cells. Elife, 6. https://doi.org/10./554 /el ife11418

Wang, H., Xing, J., Grover, D., Hedges, D. J., Han, K., Walker, J. A., & Batzer, M. A. (2005).
SVA elements: a hominid-specific retroposon family. J Mol Biol 354(4), 994-
1007. https://doi.org/10.1016/).jmb.2005.09.085

Wei, W, Gilbert, N., Ooi, S. L., Lawler, J. F,, Ostertag, E. M., Kazazian, H. H., Boeke, J. D,, &
Moran, J. V. (2001). Human L1 retrotransposition: cis preference versus trans
complementation. Mol Cell Biol, 214), 1429-1439.
https://doi.org/10.1128/MCB.21.4.1429-1439.2001

Xing, J., Wang, H., Belancio, V. P, Cordaux, R., Deininger, P. L., & Batzer, M. A. (2006).
Emergence of primate genes by retrotransposon-mediated sequence
transduction. Proc Natl Acad Sci U S A 10347), 17608-17613.
https://doi.org/10.1073/pnas.0603224103

Yamamura, K., Kosumi, K., Baba, Y., Harada, K., Gao, F.,, Zhang, X., Zhou, L., Kitano, V.,
Arima, K., Kaida, T., Takeyama, H., Higashi, T., Imai, K., Hashimoto, D., Chikamoto,

177


https://doi.org/10.1093/dnares/dsy022
https://doi.org/10.1101/gad.343186.120
https://doi.org/10.1016/s0960-9822(01)00455-9
https://doi.org/10.1126/science.1058040
https://doi.org/10.1038/sj.mt.6300366
https://doi.org/10.1038/2413
https://doi.org/10.7554/eLife.11418
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2005.09.085
https://doi.org/10.1128/MCB.21.4.1429-1439.2001
https://doi.org/10.1073/pnas.0603224103

A, Tan, X, & Baba, H. (2017). LINE-1 methylation level and prognosis in pancreas
cancer: pyrosequencing technology and literature review. Surg Today, 4/12),
1450-1459. https://doi.org/101007/s00595-017-1539-1

Zhang, J., Yu, C, Krishnaswamy, L., & Peterson, T. (2011). Transposable elements as
catalysts for chromosome rearrangements. Methods Mol Biol, 707 315-326.
https://doi.org/10.1007/978-1-61737-957-4_18

Zhang, Z., Harrison, P. M., Liu, Y., & Gerstein, M. (2003). Millions of years of evolution
preserved: a comprehensive catalog of the processed pseudogenes in the
human genome. Genome Res, 13112), 2541-2558.
https://doi.org/101101/gr1429003

178


https://doi.org/10.1007/s00595-017-1539-1
https://doi.org/10.1007/978-1-61737-957-4_18
https://doi.org/10.1101/gr.1429003

10. Genomul si ARN-ul non-codificator in aplicatiile clinice si
inovatiile tehnologice

Alexandru Tirpe *2

'Centrul de Cercetdri pentru Genomicé Functionald, Biomedicind si Medicind Translationala,
Universitatea de Medicind si Farmacie "luliu Hatieganu”, Cluj-Napoca, Romania

Facultatea de Medicing, Universitatea de Medicind si Farmacie "luliu Hatieganu”, Str. Victor Babes nr. 8,
400012 Cluj-Napoca, Roméania

Introducere

Tn trecut, ADN-ul non-codificator era considerat ca fiind lipsit de importanta. Cu
toate acestea, trecerea timpului si evolutia tehnologiei a ajutat la intelegerea faptului
ca ARN-omul non-codificator este implicat in modularea a numeroase procese
fiziopatologice in majoritatea patologiilor. Genomul non-codificator este format din
ADN non-codificator, care nu este transcris in proteine, ci in ARN non-codificator
functional activ, precum si in transcripturi inactive (Pagni, Mills, Frankish, Mudge, &
Sisodiya, 2022). Intrucat ARN-ul non-codificator a fost in mare masuréa categorizat Si
discutat in capitolele anterioare, acest capitol se va focusa asupra potentialului lor de
utilizare in context real world, si, mai exact, asupra utilizarii terapeutice clinice a
microARN-urilor. Asa cum era de asteptat, prezentul capitol va discuta perspectivele
lor clinice centrat pe o patologie - sau mai degraba pe un grup de patologii - cancerul,
dar luand in considerare si alte patologii. In cancer, microARN-urile sunt implicate in
actiunea de silencing a oncogenelor si a supresoarelor tumorale, precum si a diversi
factori intermediari, influentand astfel gradul de agresivitate si progresia cancerului.

Luand in considerare o abordare centratd pe ideea de translatatie, exista o
nevoie esentiala de a transfera descoperirile obtinute in context preclinic from bench
to bedside, deoarece obiectivul final al medicinei translatationale este ca pacientul sa
beneficieze de cele mai recente descoperiri in intelegerea si abordarea patologiei de
care este afectat. Avand acest lucru in vedere, microARN-urile si-au inceput lent
drumul spre aplicatii clinice si inovatie in tehnologia medicala - de la prognostic la
predictiv si de la diagnostic la terapeutic. Prezentul capitol se va concentra pe
capacitatile terapeutice ale microARN-urilor.

10.1. ARN-urile non-codificatoare — potentiali agenti terapeutici

Tn ultimii ani, eforturile de dezvoltare a terapiilor bazate pe ARN s-au concentrat
preponderent pe oligonucleotidele antisens si siARN-uri. In consecintd, mai multe
astfel de medicamente au fost aprobate cu succes de agentiile de reglementare din
domeniu (FDA/EMA), dar niciunul cu aplicabilitate in cazul cancerului. Terapiile pe baza
ARN aprobate de EMA includ Lumasiran, Inclisiran, Givosiran pentru hiperoxalurie
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primara de tip 1, respectiv hipercolesterolemie familiala si respectiv porfiria hepatica
acuta, precum si mai multe ASO, cum ar fi Golodirsen pentru distrofia musculara
Duchenne. Exista un numér de ASO si siARN care sunt aflate in studii clinice de faza |l
si faza Ill, precum si terapii mai noi precum anti-miARN si miARN mimics (Winkle, El-
Daly, Fabbri, & Calin, 2021). Aceste terapii actioneaza la nivel genic, influentand mai
multe gene in comparatie cu ASO. Este esential de mentionat ca miARN-urile
functioneaza fie ca supresoare tumorale, fie ca oncogene (Zhang, Pan, Cobb, &
Anderson, 2007).

Datorita activitatii lor duale, miARN-urile pot actiona atat ca agenti terapeutici,
cat si ca sitinte terapeutice (Rupaimoole & Slack, 2017), marcand astfel rolul lor versatil
in patologie. Dupa cum s-a mentionat anterior, miARN-urile pot fi folosite fie ca miARN
mimics pentru a inlocui MiARN-ul supresor tumoral endogen subexprimat, fie pentru a
deconecta si subexprima miARN-urile oncogene de la céile lor de semnalizare pro-
oncogene (Wang, Han, Sun, Chen, & Chen, 2019). Primul studiu clinic ce a implicat
miARN-uri ca agenti terapeutici a debutat in 2013 si a folosit un mimic de miR-34aintr-
un sistem de livrare lipozomal (Reid et al., 2016).

10.2. Trialuri clinice curente/ microARN-uri investigate in trialuri clinice

Un numéar de microARN-uri au fost investigate in trialuri clinice, cu rezultate
heterogene. Tabelul 1prezinta o selectie de astfel de microARN-uri. Pana la momentul
actual, niciun microARN nu a fost aprobat de catre FDA/EMA pentru uz terapeutic si
nicio terapie bazata pe microARN nu s-a aflat in studii clinice de faza lll.
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Tabelul 1. Terapii bazate pe microARN-uri implicate in studiile clinice
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10.3. Principalele impedimente cu privire la utilizarea clinica a microARN

In mod istoric, au existat mai multe probleme legate de utilizarea potentiald a
miARN-urilor in clinica. Unul dintre impedimentele majore a fost dezvoltarea unui
sistem de stabilizare si livrare care sa fie capabil sa protejeze miARN si ASO de
actiunea nucleazelor si sa livreze aceste entitati la locul lor specific de actiune - celula
tumorala. MiARN-urile care nu utilizeaza un sistem de livrare ajung in compartimentul
intracelular cu un randament scéazut datorita incarcéaturilor negative implicate (Lee et
al,, 2019), un timp de injumatatire in circulatie redus (Yu, Zhao, Lee, & Lee, 2009) si
datorita actiunii distructive a nucleazelor. Stabilitatea miARN-ului /n vivo poate fi
imbunatatita prin alterari chimice specifice, care permit livrarea fara un sistem de
transport dedicat. Spre exemplu, anti-miARN pot fi stabilizate prin locked nucleic acid
technique sau utilizand peptide nucleic acids (PNA) (Lennox & Behlke, 2011). Acelasi
lucru este valabil siin cazul miARN mimics.

In plus, exista sisteme de livrare care sunt mediate de vectori virali si non-virali,
ambele avand avantaje si dezavantaje specifice (Paunovska, Loughrey, & Dahlman,
2022). Vectorii virali pot livra miARN-ul la un site specific, dar sunt limitati de mai multi
factori legati de originea lor virala - integrarea lor genomicd, imunogenicitatea si
reactiile adverse consecutive, precum si costul ridicat. Vectorii non-virali includ
nanoparticule lipidice, polimeri si lipide (Paunovska et al, 2022); nanoparticulele
lipidice/lipidele sunt in prezent aprobate de FDA pentru livrarea siARN si livrarea
vaccinului pe baza de tehnologie ARNm (Adams et al., 2018; Chaudhary, Weissman, &
Whitehead, 2021). Principalele limitari ale acestor nanocarriers se refera la necesitatea
de a imbunétati livrarea la site-ul deziderat si la eficienta scézuta de incapsulare (Cun
et al, 2011; Lee et al., 2019).

Intrucat miARN-urile sunt molecule versatile cu tinte variate si nu cu o singura
tintd, este necesar a se mentiona potentialul pentru efecte adverse. De exemplu, Mirna
Therapeutics Inc. a incheiat studiul de fazd 1 MRX34 (NCT01829971) din cauza a 5
evenimente adverse imunologice severe. In ceea ce priveste profilul de siguranta al
MRX34, multe efecte adverse au fost legate de infuzia medicamentului - febra,
frisoane, precum si greata si dispnee. In ceea ce priveste alterariin cadrul parametrilor
biochimici, Hong et al. mentioneaza limfopenia, trombocitopenia, neutropenia, niveluri
ridicate ale transaminazelor, hiperglicemia si chiar hiponatremia (Hong et al., 2020).
Mai mult, dupa finalizarea infuziilor zilnice de MRX34, Hong et al. au raportat mai multe
evenimente imunologice severe, inclusiv sindromul de eliberare de citokine, sepsisul,
hipoxia si chiar insuficienta hepatica (Hong et al., 2020). MRX34 exemplificé nevoia de
a perfectiona profilul de siguranta in viitoarele terapii cu miARN. Pana la data publicarii
acestui capitol, niciun medicament bazat pe tehnologia miARN nu a intrat in faza lll de
studii clinice.



10.4. Directii viitoare in terapia bazata pe microARN

Desi la momentul actual nu este complet dezvoltata, terapia bazata pe miARN

prezinta un potential major pentru utilizarea clinica viitoare. Acest lucru este derivat
din implicarea extinstd a acestor ARN-uri non-codificatoare in patologia umana si in
cancer, deoarece miARN sunt implicate in principalele procese ale progresiei
cancerului.
Progresul din ultimii ani s-a tradus prin imbunéatatirea sistemelor de livrare si a
modificarilor chimice de stabilizare, imbunatatind astfel potentialul profil de efecte
adverse. Ar fiindicat ca viitoarele cercetariin acest domeniu sé se focuseze pe livrarea
tintitd a miARN mimics sau a inhibitorilor de miARN cu cat mai putine evenimente
adverse posibile. O stabilitate crescuta si o eficientd mai mare de incapsulare a unor
miARN mai tintite sunt un deziderat, scdzand potentialul de evenimente adverse
severe.

Bibliografie

Adams, D., Gonzalez-Duarte, A., O'Riordan, W. D,, Yang, C. C,, Ueda, M., Kristen, A. V.,
Suhr, O. B. (2018). Patisiran, an RNAi Therapeutic, for Hereditary Transthyretin
Amyloidosis. N Eng/ J Med, 379(1), 11-21. doi:10.1056/NEJMoal716153

Beg, M. S, Hong, D. S, Sachdey, J. C,, Brenner, A. J., Borad, M. J,, Lim, H. Y., Kang, Y.-K.
(2016). First-in-human trial of microRNA cancer therapy with MRX34, a
liposomal miR-34 mimic: Phase la expansion in patients with advanced solid
tumors. Journal of Clinical Oncology, 3415 _suppl), TPS2597-TPS2597.
doi:101200/JC0.2016.34.15_suppl.TPS2597

Chaudhary, N., Weissman, D., & Whitehead, K. A. (2021). mRNA vaccines for infectious
diseases: principles, delivery and clinical translation. Nat Rev Drug Discov, 20(11),
817-838. doi:101038/s41573-021-00283-5

Cun, D, Jensen, D. K, Maltesen, M. J., Bunker, M., Whiteside, P, Scurr, D, Nielsen, H. M.
(20M). High loading efficiency and sustained release of siRNA encapsulated in
PLGA nanoparticles: quality by design optimization and characterization. Fur J
Pharm Biopharm, 771), 26-35. doi:10.1016/j.ejpb.2010.11.008

Foss, F. M., Querfeld, C,, Porcu, P, Kim, Y. H.,, Pacheco, T, Halwani, A. S., Marshall, W. S.
(2017). Phase 1 trial evaluating MRG-106, a synthetic inhibitor of microRNA-155,
in patients with cutaneous t-cell ymphoma (CTCL). Journal of Clinical Oncology,
35(15_suppl), 7564-7564. doi:10.1200/JC0.2017.35.15_suppl.7564

Gallant-Behm, C. L., Piper, J., Lynch, J. M., Seto, A. G., Hong, S. J,, Mustoe, T. A, Marshall,
W. S. (2019). A MicroRNA-29 Mimic (Remlarsen) Represses Extracellular Matrix

184



Expression and Fibroplasia in the Skin. J /invest Dermatol, 1395), 1073-1081.
doi:10.1016/j,jid.2018.11.007

Hong, D. S, Kang, Y. K., Borad, M., Sachdey, J., Ejadi, S., Lim, H. Y., ... Beg, M. S. (2020).
Phase 1study of MRX34, a liposomal miR-34a mimic, in patients with advanced
solid tumours. Br J Cancer, 12211), 1630-1637. doi:10.1038/s41416-020-0802-1

Lee, S. W. L., Paoletti, C., Campisi, M., Osaki, T, Adriani, G., Kamm, R. D., Chiono, V. (2019).
MicroRNA delivery through nanoparticles. J Control Release, 313, 80-95.
doi:10.1016/j.jconrel.2019.10.007

Lennox, K. A, & Behlke, M. A. (2011). Chemical modification and design of anti-miRNA
oligonucleotides. Gene Ther, 18(12), 1111-1120. doi:10.1038/gt.2011100

Ottosen, S, Parsley, T. B, Yang, L., Zeh, K., van Doorn, L. J., van der Veer, E., Patick, A. K.
(2015). /n vitro antiviral activity and preclinical and clinical resistance profile of
miravirsen, a novel anti-hepatitis C virus therapeutic targeting the human factor
miR-122. Antimicrob Agents Chemother, 590), 599-608.
doi:101128/AAC.04220-14

Pagni, S., Mills, J. D., Frankish, A., Mudge, J. M., & Sisodiya, S. M. (2022). Non-coding
regulatory elements: Potential roles in disease and the case of epilepsy.
Neuropathol App! Neurobiol, 483), e12775. doi10.1111/nan12775

Paunovska, K., Loughrey, D., & Dahlman, J. E. (2022). Drug delivery systems for RNA
therapeutics. Nat Rev Genet, 23(5), 265-280. doi:10.1038/541576-021-00439-4

Reid, G., Kao, S. C,, Pavlakis, N., Brahmbhatt, H., MacDiarmid, J., Clarke, S., van Zandwijk,
N. (2016). Clinical development of TargomiRs, a miRNA mimic-based treatment
for patients with recurrent thoracic cancer. Epigenomics, 88), 1079-1085.
doi:10.2217/epi-2016-0035

Rupaimoole, R., & Slack, F. J. (2017). MicroRNA therapeutics: towards a new era for the
management of cancer and other diseases. Nat Rev Drug Discov, 16(3), 203-
222.doi:10.1038/nrd.2016.246

Seto, A. G, Beatty, X, Lynch, J. M., Hermreck, M., Tetzlaff, M., Duvic, M., & Jackson, A. L.
(2018). Cobomarsen, an oligonucleotide inhibitor of miR-155, co-ordinately
regulates multiple survival pathways to reduce cellular proliferation and survival
in cutaneous T-cell lymphoma. Br J Haematol 1833), 428-444.
doi:10.1111/bjh.15547

van der Ree, M. H., de Vree, J. M,, Stelma, F., Willemse, S., van der Valk, M., Rietdijk, S., ..
.Reesink, H. W. (2017). Safety, tolerability, and antiviral effect of RG-101in patients
with chronic hepatitis C: a phase 1B, double-blind, randomised controlled trial.
Lancet, 389(10070), 709-717. doi:101016/S0140-6736(16)31715-9

van Zandwijk, N., Pavlakis, N., Kao, S. C., Linton, A., Boyer, M. J., Clarke, S., Reid, G. (2017).
Safety and activity of microRNA-loaded minicells in patients with recurrent

185



malignant pleural mesothelioma: a first-in-man, phase 1, open-label, dose-
escalation study. Lancet Oncol 7810), 1386-1396. doi:10.1016/51470-
2045(17)30621-6

Wang, W. T, Han, C, Sun, Y. M, Chen, T. Q,, & Chen, Y. Q. (2019). Noncoding RNAs in
cancer therapy resistance and targeted drug development. J Hematol Onco,
71), 55. doi10.1186/s13045-019-0748-2

Winkle, M., EI-Daly, S. M., Fabbri, M., & Calin, G. A. (2021). Noncoding RNA therapeutics
- challenges and potential solutions. Nat Rev Drug Discov, 20(8), 629-651.
doi:10.1038/s41573-021-00219-z

Yu, B, Zhao, X, Lee, L. J, & Lee, R J. (2009). Targeted delivery systems for
oligonucleotide therapeutics. AARPS J. 711), 195-203. doi:10.1208/512248-009-
9096-1

Zhang, B, Pan, X,, Cobb, G. P, & Anderson, T. A. (2007). microRNAs as oncogenes and
tumor suppressors. Dev Bjol, 3021), 1-12. doi:10.1016/jydbio.2006.08.028

186



Cartea Epigenetica ARN si ARN-uri non-codificatoare vine ca un mic
compendiu pentru o noua generatie de cercetatori in domeniul sanatatii Si
stiintelor vietii, deschizand accesul la un domeniu nu numai de mare
actualitate, ci si de cercetare si tehnologii complexe care pot descifra
genomul uman, solutii terapeutice de ultima generatie si intelegerea
heterogenitatii tuturor entiatilor celulare care alcatuiesc corpul uman.

Cartea este scrisa pentru toti specialistiiin genomica si biologie moleculara,
precum si pentru doctoranzi care lucreaza in domeniul medicinei
translationale sau care intentioneaza sa-si aprofundeze cunostintele.

Genomica de la Universitatea de Medicina si Farmacie ”luliu Hatieganu” Si
Spitalul Universitar Oslo, prin programul SEE.

Prof. Dr. loan Stefan Florian

Medic Neurochirurg Principal, Sef de Sectie Neurochirurgie, Spitalul de Urgenta din Jud. Cluj
Sef Departament de Neurochirurgie, Universitatea de Medicina si Farmacie ,luliu Hatieganu®
Cluj-Napoca

Vicepresedinte al Societatii Roméne de Neurochirurgie

Presedinte al EMN

Vicepresedinte al SeENS

Presedinte al Comitetului pentru Boli Cerebrovasculare si Terapie al WFNS
Membru senior al WANS

L]

Strategic interuniversity cooperation to improve research abilities for Ph.D. Students For Higher Educational Quality- QUALITAS- SEE-21-COP-0049

Material realizat cu sprijinul financiar al Mecanismului Financiar al SEE 2014 - 2021. Continutul acestuia (text, fotografii, video) nu reflecta opinia oficiald a Operatorului
de Program, a Punctului National de Contact sau a Oficiului Mecanismului Financiar. Informatiile si opiniile exprimate reprezinté responsabilitatea exclusiva a autorului/autorilor.



	1. Introducere în controlul epigenetic
	2. Prezentare generală a moștenirii epigenetice "codificate de" proteine, ADN și ARN
	2.1 Modificări epigenetice
	2.1.1 Modificarea histonelor
	2.1.2 Metilarea ADN-ului
	2.1.3 Reglementarea bazată pe NcARN

	2.2 Tehnologii moderne de investigare epigenetică
	2.3 Modele moleculare ale moștenirii epigenetice
	2.4 Cercetările actuale și perspectivele moștenirii epigenetice

	3. Imprimarea genomică și reprogramarea epigenetică
	3.1. Modelarea genomică - istoric
	3.2. Reprogramarea epigenetică
	3.3. Interacțiunea dintre modelarea genomică și reprogramarea epigenetică în cancer
	3.3.1. Pierderea modelului (LOI)


	4. Influența mediului asupra controlului epigenetic
	4.1. Factori chimici și fizici de mediu
	4.2. Obiceiuri nesănătoase

	5. Modificări reversibile ale proteinelor, ADN-ului și ARN-ului și rolul lor în cancer
	5.1. Semnificația modificărilor reversibile în biologia cancerului
	5.2. Modificări reversibile ale ADN-ului și rolul lor în cancer
	5.2.1. Metilarea ADN-ului și dinamica demetilării în reglarea genelor canceroase
	5.2.2. Modificări histonice și impactul acestora asupra structurii cromatinei și expresiei genice
	5.2.3. Procese reversibile de deteriorare și reparare a ADN-ului în progresia cancerului

	5.3. Modificări reversibile ale ARN-ului și rolul lor în cancer
	5.3.1. Modificările ARN și efectele acestora asupra stabilității și translației ARN
	5.3.2. Modificarea N6-metiladenozinei (m6A) și impactul acesteia asupra metabolismului ARN și dezvoltării cancerului
	5.3.3. Modificarea N6-metiladenozinei (m6A) și rolurile sale asupra rezistenței la medicamentele împotriva cancerului.

	5.4. Modificări reversibile ale proteinelor și rolul lor în cancer
	5.4.1. Modificări post-translaționale ale histonelor
	5.4.2. Acetilarea și deacetilarea proteinelor și impactul acestora asupra expresiei genice
	5.4.3. Metilarea și demetilarea histonelor și influența lor asupra structurii cromatinei și reglării genelor
	5.4.4. Ubiquitinarea și deubiquitinarea în degradarea proteinelor și homeostazia celulară.

	5.5. Medicamente epigenetice

	6. Genomul non-codificator. Mecanisme de transcriere
	6.1. ARN-uri lungi non-codificatoare (lncARN)
	6.2. ARN-uri nucleolare mici (snoARN)
	6.3. MicroARN (miARN)
	6.4. Alte ARN-uri non-codificatoare
	6.4.1. ARN-uri asociate locului de începere a transcrierii (TSSa-ARN):
	6.4.2. ARN-uri amplificatoare (eARN)
	6.4.3. ARN circulare (circARN)
	6.4.4. Traducere non-ATG asociată în mod repetat (traducere RAN)
	6.4.5. Transcrieri ale promotorului în amonte (PROMPTs):
	6.4.6. Zgomotul de transcriere
	6.4.7. Elemente funcționale necodate
	6.4.8. Îmbinare alternativă
	6.4.9. Indicii celulari și de mediu

	6.5. Metode

	7. ARN-uri lungi non-codificatoare (lncARN)
	7.1. Informații actualizate
	7.1.1. Interacțiunea dintre lncARN și metilarea ADN-ului
	7.1.2. Alterări ale histonelor și a cromatinei

	7.2. Metode de investigare în studiul ARN-urilor non-codificatoare
	7.3. Direcții viitoare de cercetare

	8. Centromeri & telomeri & Integritatea genomului
	8.1. Importanța stabilității genomice
	8.2. Rolul centromerilor și telomerilor în menținerea integrității genomului
	8.3. Centromerii
	8.3.1. Structura, compoziția și funcția centromerilor
	8.3.2. Reglarea epigenetică a centromerilor
	8.3.3. Anomaliile centromerilor și impactul acestora asupra integrității genomului

	8.4. Telomeri
	8.4.1. Structura, compoziția și localizarea telomerilor
	8.4.2. Rolul telomerilor în stabilitatea și replicarea cromozomilor
	8.4.3. Bolile asociate telomerilor și reglarea epigenetică
	8.4.4. Evoluții recente în cercetarea telomerilor

	8.5. Interacțiunea dintre centromeri, telomeri și integritatea genomului
	8.5.1. Mecanisme de reparare al ADN-ului la nivelul centromerilor și telomerilor

	8.6. Implicatii terapeutice si direcții viitoare
	8.6.1. Vizarea centromerilor și telomerilor în tratamentul bolilor
	8.6.2. Abordări noi pentru studierea și manipularea centromerilor și telomerilor


	9. Elemente mobile
	9.1. Clasificarea și structura elementelor mobile
	9.2. Mecanismul de transpunere a elementelor mobile
	9.3. Efectele transpozozomilor asupra genomului uman și reglarea epigenetică a acestora
	9.4. Dereglarea epigenetică a elementelor transpozabile în cancer

	10. Genomul și ARN-ul non-codificator în aplicațiile clinice și inovațiile tehnologice
	10.1. ARN-urile non-codificatoare – potențiali agenți terapeutici
	10.2. Trialuri clinice curente/ microARN-uri investigate în trialuri clinice
	10.3. Principalele impedimente cu privire la utilizarea clinică a microARN
	10.4. Direcții viitoare în terapia bazată pe microARN


