
L’epigene(ca	
  	
  
nello	
  sviluppo	
  embrionale	
  



	
  ORIGINE	
  del	
  termine	
  

Il	
  termine	
  Epigene'ca	
  è	
  stato	
  coniato	
  da	
  
Waddington	
  per	
  definire	
  lo	
  studio	
  dei	
  	
  

	
  “causal	
  mechanisms	
  by	
  which	
  the	
  genes	
  
of	
  the	
  genotype	
  bring	
  about	
  phenotypic	
  

effects.”	
  Waddington	
  (1942)	
  	
  
	
  

	
  

Il	
  corso	
  dello	
  sviluppo	
  di	
  un	
  organismo	
  è	
  
determinato	
  tramite	
  l’interazione	
  di	
  geni	
  
con	
  altri	
  geni	
  e	
  con	
  l’ambiente	
  esterno	
  



EVOLUZIONE	
  del	
  conceLo	
  
“the	
  study	
  of	
  mito7cally	
  and/or	
  meio7cally	
  heritable	
  changes	
  in	
  gene	
  func7on	
  that	
  

cannot	
  be	
  explained	
  by	
  changes	
  in	
  DNA	
  sequence”	
  (Riggs	
  et	
  al.	
  1996)	
  	
  

	
  

Modificazioni	
  reversibili	
  ed	
  
ereditabili	
  della	
  funzione	
  genica	
  

che	
  avvengono	
  senza	
  cambiamen'	
  
nella	
  sequenza	
  del	
  DNA	
  	
  



Modificazioni	
  epigene(che	
  



Queste	
  modificazioni	
  fanno	
  si	
  che	
  diminuisca	
  il	
  grado	
  di	
  
accessibilità	
  del	
  DNA	
  per	
  i	
  faLori	
  di	
  trascrizione	
  

alterando	
  l’aUvità	
  di	
  tale	
  gene. 



LA	
  METILAZIONE	
  Interessa	
  le	
  citosine	
  in	
  
posizione	
  5,	
  delle	
  sequenze	
  dinucleo(diche	
  CG	
  
localizzate	
  principalemente	
  in	
  prossimità	
  dei	
  
si(	
  di	
  inizio	
  della	
  trascrizione,	
  cos(tuendo	
  

regioni	
  deLe	
  isole	
  CpG	
  

REGOLAZIONE	
  DEI	
  MARCHI	
  DI	
  METILAZIONE	
  

TESSUTO-­‐SPECIFICO	
   SVILUPPO-­‐SPECIFICO	
  
CELLULE	
  SOMATICHE	
  	
  	
   GAMETI	
  

	
  si	
  trasmeLe	
  stabilmente	
  per	
  mitosi	
  
	
  Me(ltrasferasi	
  di	
  mantenimento	
  

(Dnmt1)	
  
	
  

si	
  instaura	
  ex	
  novo	
  dopo	
  meiosi	
  
	
  Me(ltrasferasi	
  de	
  novo	
  	
  

(Dnmt3a	
  	
  Dnmt3b	
  Dnmt3l)	
  



LA	
  DINAMICA	
  della	
  METILAZIONE	
  del	
  DNA	
  	
  

durante	
  la	
  gametogenesi	
  la	
  me(lazione	
  
viene	
  cancellata	
  e	
  ripris(nata	
  

successivamente	
  	
  in	
  base	
  al	
  sesso	
  del	
  
soggeLo	
  	
  

(METILTRASFERASI	
  DE	
  NOVO)	
  

subito	
  dopo	
  la	
  fecondazione	
  
l’intero	
  genoma	
  subisce	
  
un’onda	
  di	
  deme(lazione	
  	
  

(DEMETILASI)	
  





PROCESSI	
  governa(	
  dall’Epigene(ca	
  

•  Espressione	
  genica	
  
•  Differenziazione	
  cellulare	
  ed	
  embriogenesi	
  
•  InaUvazione	
  cromosoma	
  X	
  
•  Imprin'ng	
  genomico	
  
•  Soppressione	
  della	
  mobilità	
  degli	
  elemen(	
  

trasponibili	
  e	
  retrovirali	
  
•  Cancro	
  



IMPRINTING	
  GENOMICO	
  
Processo	
  di	
  modificazione	
  epigene7ca	
  che	
  porta	
  all’espressione	
  

monoallelica	
  di	
  un	
  gruppo	
  di	
  geni	
  a	
  seconda	
  della	
  loro	
  origine	
  parentale.	
  
	
  

Un	
  gene	
  imprintato	
  viene	
  silenziato	
  su	
  uno	
  dei	
  2	
  alleli	
  aLraverso	
  la	
  
me(lazione	
  del	
  DNA	
  principalmente	
  a	
  carico	
  delle	
  cosiddeLe	
  	
  

“imprin(ng	
  control	
  regions”	
  (ICRs).	
  
	
  

Imprintato 
paterno 

Imprintato 
materno 

Espressione  
biallelica 

GENE 1 GENE 2 GENE 3 

ON ON OFF 

GENE 1 GENE 2 GENE 3 

ON OFF ON 

Allele	
  Materno	
  

Allele	
  Paterno	
  



L’imprin(ng	
  in	
  3	
  STEP	
  
1)	
  I	
  marchi	
  di	
  imprin(ng	
  si	
  stabiliscono	
  al	
  livello	
  dei	
  game(,	
  a	
  seconda	
  del	
  sesso	
  

	
  dell’individuo	
  
2)	
  I	
  marchi	
  vengono	
  mantenu(	
  durante	
  l’embriogenesi	
  e	
  durante	
  tuLa	
  le	
  vita	
  dell’individuo	
  
3)	
  I	
  marchi	
  di	
  imprin(ng	
  vengono	
  totalmente	
  cancella(	
  nelle	
  cellule	
  germinali	
  primordiali	
  



u  Esistono	
  due	
  patologie	
  umane	
  paragonabili	
  agli	
  zigo'	
  partenogen'ci	
  e	
  
androgene'ci:	
  

	
  -­‐teratomi,	
  2n	
  cromosomi	
  forni(	
  SOLO	
  dalla	
  madre	
  

	
  -­‐mole	
  ida'forme,	
  2n	
  cromosomi	
  forni(	
  SOLO	
  dal	
  padre	
  

	
  

u  I	
  triploidi	
  (3n)	
  	
  

sono	
  tuP	
  abor'vi	
  ma…..	
  

	
  feno(po	
  dei	
  2nP1nM	
  (un’iperplasia	
  delle	
  struLure	
  extraembrionarie	
  e	
  assenza	
  
dell’embrione)	
  è	
  diverso	
  da	
  quello	
  dei	
  2nM1nP	
  (struLure	
  extraembrionarie	
  quasi	
  

assen(	
  e	
  embrione	
  normale)	
  

u  Le	
  disomie	
  cromosomiche	
  uniparentali	
  (UPD:	
  entrambi	
  i	
  cromosomi	
  di	
  una	
  
coppia	
  forni(	
  dallo	
  stesso	
  genitore)	
  hanno	
  effeU	
  feno(pici	
  diversi	
  deLa(	
  

dal	
  sesso	
  del	
  genitore	
  che	
  ha	
  fornito	
  la	
  coppia	
  di	
  cromosomi	
  	
  	
  	
  	
  

Prove	
  dell’esistenza	
  dell’imprin(ng	
  nell’UOMO	
  



I	
  geni	
  imprinta7	
  svolgono	
  un	
  ruolo	
  chiave	
  
durante	
  lo	
  sviluppo	
  embrionale	
  e	
  fetale	
  

Geni	
  Materni	
  

Geni	
  Paterni	
  

PLACENTA TRASPORTO DI NUTRIENTI 

Imprinting Genomico  
“Teoria del conflitto parentale” 

REGOLAZIONE
Embrioni Monoparentali

MODELLO DI STUDIO

Androgenoti

Partenogenoti

Sviluppo: periodo peri-impianto

Placenta	
  e	
  annessi	
  	
  
extraembrionali	
  

Embrione	
  

Il	
  contributo	
  di	
  entrambi	
  i	
  genomi	
  
è	
  indispensabile	
  per	
  il	
  correLo	
  	
  

Sviluppo	
  Embrionale	
  



Il	
  gene	
  IGF-­‐2	
  è	
  un	
  gene	
  imprintato	
  materno	
  che	
  svolge	
  un	
  ruolo	
  importante	
  
durante	
  lo	
  sviluppo	
  fetale.	
  	
  

Soltanto	
  la	
  copia	
  paterna	
  di	
  Igf-­‐2	
  è	
  trascriLa	
  ed	
  ha	
  importanza	
  per	
  il	
  feno(po.	
  

Topi	
  mutan(	
  per	
  la	
  copia	
  paterna	
  hanno	
  alla	
  nascita	
  metà	
  delle	
  
dimensioni	
  di	
  un	
  topo	
  normale.	
  	
  

Topi	
  mutan(	
  per	
  la	
  copia	
  materna	
  sono	
  normali	
  



L’imprin(ng	
  è	
  coinvolto	
  in	
  varie	
  fasi	
  della	
  vita	
  di	
  un	
  individuo……….	
  
	
  

Influenza	
  lo	
  sviluppo	
  del	
  feto	
  	
  
e	
  della	
  placenta	
  regolando	
  lo	
  scambio	
  

di	
  nutrien(	
  fra	
  la	
  madre	
  e	
  il	
  feto	
  

Influenza	
  il	
  comportamento	
  post-­‐natale	
  
Della	
  madre	
  e	
  del	
  neonato	
  	
  
(allaLamento,	
  cure	
  materne)	
  

Influenza	
  il	
  comportamento	
  
di	
  un	
  individuo	
  adulto	
  New	
  evidence:	
  “The	
  imprinted	
  brain	
  theory”	
  

c	
  



ANOMALIE	
  NELLO	
  SVILIPPO	
  FETALE	
  E	
  PLACENTARE	
  

COLTURA	
  IN	
  VITRO	
  E	
  MANIPOLAZIONE	
  EMBRIONALE	
  

q DIFETTI	
  EPIGENETICI	
  

�� (SLJHQHWLF 0HFKDQLVPV LQ 0DPPDOV DQG 7KHLU (IIHFWV RQ &ORQLQJ 3URFHGXUHV ���

,Q 6&17� WKH VRPDWLF FHOO QXFOHXV WKDW LV LQWURGXFHG LQWR WKH HQXFOHDWHG HJJ
KDV QXFOHRVRPDOO\ RUJDQLVHG FKURPDWLQ RQ ERWK LWV JHQRPHV� DQG LWV '1$ PHWK\�
ODWLRQ OHYHOV DUH UHIOHFW YH RI WKH VRPDWLF FHOO W\SH WKH QXFOHXV RULJLQDWHG IURP� ,W
UHPDLQV SRRUO\ XQGHUVWRRG WR ZKLFK H[WHQW WKH FKURPDWLQ UHPRGHOOLQJ PDFKLQHU�
LHV SUHVHQW LQ WKH HJJ DUH DFWLQJ RQ WKH VRPDWLF FHOO�GHULYHG FKURPRVRPHV� DQG
ZKHWKHU WKH RYHUDOO HIIHFW LV FRPSDUDEOH WR WKDW DFKLHYHG LQ QDWXUDOO\ IHUWLOLVHG
HJJV� 7KLV LV RQH RI WKH NH\ TXHVWLRQV UHODWHG WR FORQLQJ LQ PDPPDOV �*XUGRQ DQG
0HOWRQ ������

���� 'RHV &ORQLQJ $IIHFW WKH 3DUHQWDO (SLJHQHWLF ,QIRUPDWLRQ"

,Q WKH PRXVH� UHJDUGOHVV RI WKH GRQRU FHOO W\SH XVHG� DEHUUDQW LPSULQWHG JHQH
PHWK\ODWLRQ DQG H[SUHVVLRQ ZHUH UHSRUWHG LQ D ODUJH QXPEHU RI GLIIHUHQW FORQLQJ
H[SHULPHQWV �2JKDQH HW DO� ����� +XPSKHU\V HW DO� ����� ����� ,QRXH HW DO� �����
<RXQJ HW DO� ������ ,PSULQWHG JHQH H[SUHVVLRQ ZDV IRXQG WR EH SHUWXUEHG LQ WKH SOD�
FHQWD LQ PDQ\ FDVHV� DQG WKH LPSULQWHG GRPDLQ FRPSULVLQJ WKH ,QVXOLQ�OLNH JURZWK
IDFWRU�� JHQH ZDV IUHTXHQWO\ DIIHFWHG �)LJ� ������ 7KLV ILQGLQ FRXOG EH UHOHYDQW
WR WKH REVHUYHG SODFHQWRPHJDO\� ZKLFK LV D UHFXUUHQW SKHQRW\SH LQ FORQHG PRXVH
FRQFHSWXVHV �:DND\DPD HW DO� ����� 2JXUD HW DO� ������ ,QWHUHVWLQJO\� WKH SODFHQWDO
SKHQRW\SH LQ FORQHG PLFH LV KLJKO\ UHPLQLVFHQW RI WKH GHIHFWV VRPHWLPHV GHWHFWHG
DIWHU LQ YLWUR PDQLSXODWLRQ DQG HPEU\R�FHOO FXOWXUH �.KRVOD HW DO� ����D� 3DQQHWLHU
DQG )HLO ������ LQGLFDWLQJ WKDW DW OHDVW SDUW RI WKH SKHQRW\SH FRXOG KDYH D FRPPRQ
RULJLQ� +RZHYHU� LW LV H[FOXVLYHO\ LQ FORQHG DQLPDOV WKDW H[SDQVLRQ RI WKH EDVDO OD\HU
LV REVHUYHG ZLWK DQ LQFUHDVH LQ JO\FRJHQ FHOOV� VXJJHVWLQJ WKDW WKLV FRXOG EH VSHFLI�
LFDOO\ OLQNHG WR 6&17� $OWKRXJK WKH FXUUHQW GDWD DUH WRR OLPLWHG WR XQGHUVWDQG WR
ZKLFK H[WHQW LPSULQWHG JHQHV FRQWULEXWH WR WKH K\SHUWURSK\ RI WKH SODFHQWD� DOWHUHG
H[SUHVVLRQ OHYHOV KDYH EHHQ UHSRUWHG IRU WKH LPSULQWHG0HVW� *UE�� DQG *WO� JHQHV�

)LJ� ���� &ORQLQJ�LQGXFHG JDLQ RI '1$ PHWK\ODWLRQ DW WKH ,*)��+�� LPSULQWHG GRPDLQ� 7KH
LPSULQWLQJ FRQWURO UHJLRQ �,&5� RI WKH ,*)��+�� GRPDLQ LV '1$�PHWK\ODWHG �ILOOH OROOLSRSV� DW
LWV SDWHUQDOO\ LQKHULWHG FRS\� 7KLV HSLJHQHWLF LPSULQW PHGLDWHV WKH SDWHUQDO H[SUHVVLRQ RI WKH ,*)�
JURZWK IDFWRU JHQH� DQG WKH PDWHUQDO H[SUHVVLRQ RI WKH QHLJKERXULQJ +�� JHQH� ZKLFK HQFRGHV
D QRQ�FRGLQJ 51$ RI XQNQRZQ IXQFWLRQ� ,Q FHOOV DQG HPEU\RV RI GLIIHUHQW PDPPDOLDQ VSHFLHV�
VRPDWLF FHOO QXFOHDU WUDQVIHU DQG LQ YLWUR FXOWXUH FDQ LQGXFH DEHUUDQW '1$ PHWK\ODWLRQ DW WKLV ,&5�
OHDGLQJ WR ELDOOHOLF H[SUHVVLRQ RI ,*)� �³ORVV RI LPSULQWLQJ´� DQG ORVV RI +�� H[SUHVVLRQ� 8SRQ
GLIIHUHQWLDWLRQ DQG GXULQJ VXEVHTXHQW HPEU\RQLF GHYHORSPHQW� WKH HSLJHQHWLF DOWHUDWLRQ DQG WKH
DEHUUDQW LPSULQWHG H[SUHVVLRQ SHUVLVW� DQG DIIHFW IRHWDO JURZWK

Se	
  lo	
  stato	
  di	
  me(lazione	
  delle	
  ICRs	
  non	
  viene	
  stabilmente	
  mantenuto	
  durante	
  lo	
  sviluppo	
  si	
  possono	
  
generare	
  disturbi	
  lega(	
  alla	
  crescita	
  come	
  la	
  sindrome	
  di	
  Beckwith-­‐Wiedemann	
  syndrome	
  

	
  
	
  Perdita	
  dell’imprin(ng	
  	
  

(LOI,	
  loss	
  of	
  imprin7ng):	
  	
  	
  livello	
  di	
  proteina	
  
raddoppiato	
  rispeLo	
  al	
  normale	
  

Perdita	
  dell’espressione:	
  	
  	
  	
  
Proteina	
  assente	
  



DISEGNO	
  SPERIMENTALE	
  

IVM	
   IVF	
   Embryo	
  
transfer	
  

Monta	
  
naturale	
  

Raccolta:	
  (20-­‐28	
  giorni)	
  
Fe'	
  e	
  Placente	
  

SCOPO	
  DEL	
  LAVORO:	
  
	
  

Valutare	
  la	
  presenza	
  di	
  eventuali	
  difeU	
  epigene(ci	
  
nello	
  sviluppo	
  di	
  	
  

embrioni	
  di	
  pecora	
  prodoU	
  in	
  vitro	
  



Fe(	
  IVP:	
  
RIDOTTA	
  CRESCITA	
  FETALE	
  



Placente	
  oLenute	
  da	
  fe(	
  IVP:	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  DIFETTI	
  NELLA	
  REGOLAZIONE	
  DEL	
  MECCANISMO	
  DI	
  

MANTENIMENTO	
  DELLA	
  METILAZIONE	
  
(DNMT1	
  e	
  suoi	
  cofaLori)	
  	
  



Placente	
  oLenute	
  da	
  fe(	
  IVP:	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  DIFETTI	
  NELLA	
  REGOLAZIONE	
  GENI	
  IMPRINTATI	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (DifeU	
  di	
  espressione	
  e	
  di	
  me'lazione)	
  	
  

Me'lazione	
  di	
  H19	
  

(Ptak	
  et	
  al;	
  2013)	
  



Embrioni	
  Monoparentali	
  
PLACENTA TRASPORTO DI NUTRIENTI 

Imprinting Genomico  
“Teoria del conflitto parentale” 

REGOLAZIONE
Embrioni Monoparentali

MODELLO DI STUDIO

Androgenoti

Partenogenoti

Sviluppo: periodo peri-impianto

Embrioni	
  (2n)	
  compos(	
  interamente	
  
	
  da	
  genoma	
  paterno.	
  

-­‐traslocazione	
  pronucleare	
  	
  
-­‐enucleazione	
  ooci(/ivf	
  

Embrioni	
  (2n)	
  compos(	
  interamente	
  
	
  da	
  genoma	
  materno.	
  

-­‐traslocazione	
  pronucleare	
  	
  
(GINOGINOTE)	
  

-­‐aUvazione	
  chimica	
  
(PARTENOGENOTE,	
  spz-­‐free)	
  



	
  inseU	
  (api	
  e	
  drosophila)	
  
	
  
	
  
	
  
	
  pesci	
  e	
  anfibi	
  (rane	
  e	
  riccio	
  di	
  mare)	
  
	
  
	
  
	
  
Uccelli	
  (tacchino)	
  
	
  
	
  
	
  
Mammiferi	
  

Partenogenesi	
  naturale	
  

Partenogenesi	
  facolta'va	
  	
  
e/indo^a	
  

Parthenogenesis:	
  	
  the	
  produc(on	
  of	
  an	
  embryo	
  from	
  a	
  female	
  gamete	
  without	
  
any	
  contribu(on	
  from	
  a	
  male	
  gamete,	
  with	
  or	
  with-­‐	
  out	
  the	
  eventual	
  

development	
  into	
  an	
  adult…..	
  	
  
CO

M
PA

TI
BI
LI
TA

’	
  V
IT
A	
  

letale	
  

vitale	
  
CO

M
PLESSITA’	
  DELL’O

RGAN
ISM

O
	
  



Il	
  ripris(no	
  della	
  diploidia	
  negli	
  zigo(	
  1n	
  
può	
  avvenire	
  spontaneamente	
  o	
  essere	
  
indoLa	
  da	
  traLamen(	
  chimici,	
  termici	
  o	
  

per	
  compressione	
  

Aumento	
  della	
  concentrazione	
  intracellulatre	
  del	
  Ca2+	
  in	
  modo	
  
analogo	
  allo	
  spermatozoo	
  	
  

L’aUvazione	
  partenogene'ca	
  si	
  può	
  avere	
  in	
  seguito	
  a:	
  

•  Stress	
  meccanico	
  

•  Agen(	
  chimici	
  come	
  Etanolo,	
  Stronzio	
  e	
  Ca2+	
  ionofori)	
  

•  Depolarizzazione	
  eleLrica	
  della	
  membrana	
  	
  

PESCI	
  

ANFIBI	
  
l’aUvazione	
  della	
  partenogenesi	
  si	
  ha	
  

semplicemente	
  con	
  una	
  azione	
  
meccanica	
  sull’oocita	
  



Il	
  genoma	
  materno	
  e	
  paterno	
  NON	
  sono	
  equivalen(	
  	
  



5	
  µM	
  ionomycin	
  	
  



Ca2+/Mg2+-­‐free	
  PBS	
  with	
  
an(bio(cs,	
  BSA,	
  	
  Cytochalasin	
  B	
  	
  



DISEGNO SPERIMENTALE

Maturazione  

Androgenoti (AND)

Partenogenoti (PAR)

Fertilizzati in vitro (CTR)

Trasferimento  

Giorni 20 22 24 26  
 di gravidanza

Raccolta  
PLACENTE ed EMBRIONI

Sviluppo  
embrionale

Analisi istologiche  
e molecolari



RISULTATI: Sviluppo precoce di feti monoparentali di pecora  
!
!

A
N
D

P
A
R

C
T
R

20gg 22gg 24gg 26gg

Ritardo dello 
sviluppo fetale 

in embrioni PAR

Capacità di sviluppo dipendente  
dall’origine parentale



RISULTATI: Sviluppo precoce di placente monoparentali (20gg)

AND PAR CTR

! ! !

vacuolizzazione  
citoplasmatica

ridotta  
cellularità

Trofoblasto

!
gravi difetti di 

formazione 

Strutture vasali

RISULTATI: Sviluppo Placentare (20gg)

AND PAR CTR

! ! !

!
compromessa 

comunicazione 
materno-fetale 

!
Assenza vasi 

!
anomalie nella 
morfologia del  

trofoblasto 



RISULTATI:  Aumentata AUTOFAGIA in placente AND 

CTR

•  integrità membrana nucleare 
• presenza autofagosomi 
• rigonfiamento ER e mitocondri 
• ridotto numero di mitocondri

RISULTATI: Aumentata APOPTOSI in placente PAR

•restringimento del nucleo 
•condensazione della cromatina 
•perdita integrità membrana nucleare 
•formazione di corpi apoptotici 
•frammentazione del DNA

!

PHLDA2 induzione apoptosi

AD
RO

GE
N
O
TI
	
  PARTEN
O
GEN

O
TI	
  



Autofagosoma (AF) Fusione AF-Lisosoma Autolisosoma (AL) AL maturo 

L’upregolazione del meccanismo autofagico coinvolge  
tutte le sue fasi            NO blocco 

Nucleazione 
vacuolo 

Formazione 
autofagosoma

Maturazione  
autofagosoma

RISULTATI:  Aumentata AUTOFAGIA in placente AND 

ARHI

induzione autofagia

RISULTATI: Inibizione della risposta autofagica nelle placente PAR

Nucleazione 
vacuolo 

Formazione 
autofagosoma

Maturazione  
autofagosoma

!
Formazione 

 autofagosoma
Fusione con  

lisosoma
Induzione  
autofagia

ANDROGENOTI	
  

PARTENOGENOTI	
  

RISULTATI: Aumentata APOPTOSI in placente PAR

•restringimento del nucleo 
•condensazione della cromatina 
•perdita integrità membrana nucleare 
•formazione di corpi apoptotici 
•frammentazione del DNA

!

PHLDA2 induzione apoptosi
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