\__._,_ EPIGENETICA

A)

&,Biosalud \
day hospital

O
I_
L]
Z |
L]
O
O
L]

”




Biosalud
day hospital

UNIDAD DEEPIGENETICA

BIOPANEL EPIGENETICO



&3 Biosalug

Analizar los niveles de metilacion global del ADN, la expresion de distintos genes relacionados con procesos neurodegenerativos y la
actividad de la enzima Sirtuina.

Obtencion del ADN a partir de leucocitos mediante purificacion con columnas QIAamp DNA Blood Mini (QIAGEN). Cuantificacion del ADN por
espectrofotometria, en un Biofotébmetro, a través de la medida de la absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Deteccion y
cuantificacion de los niveles de metilacion global del ADN mediante el test colorimétrico MethylFlash Global DNA Methylation (5-mC) easy
ELISA (EpiGentek).

Obtencion del ARNm a partir de leucocitos mediante purificacion con columnas miRNeasy Mini Kit (QIAGEN). Cuantificacion del ARN por
espectrofotometria, en un Biofotémetro, a través de la medida de la absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Retrotranscripcion del
ARN a ADNCc con el kit High Capacity cDNA Detection (Life Technology). Amplificaciéon mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real de los
niveles de expresion de BDNF, APOE, PICALM, OPRK1, LRRK2, ABCA7, PSENT, SNCA, NRG1, MAPTy NTRK2 empleando la expresion de GAPDH
como gen normalizador. Para ello se emplean sondas Tagman y TagMan Gene Expression Master Mix (Applied BioSystems), y la
amplificacién tiene lugar en un termociclador Step One Plus (Applied BioSystems). Andlisis de resultados con el StepOne Software v2.2.2.

Obtencion de proteinas nucleares a partir de leucocitos mediante extraccion con el kit EpiQUICK Nuclear Extraction Kit (Epigentek).
Cuantificacién de la concentraciéon de proteina mediante el método Bradford. Cuantificacion de la actividad Sirtuina mediante el kit
colorimétrico Epigenase Universal SIRT Assay kit (Epigentek).
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GEN EXPRESION | Ct GEN EXPRESION | Ct GEN EXPRESION | CT
BDNF NORMAL 31.96 ABCA7 | BAJA 35.03 NTRK2 | BAJA 37.63
APOE BAJA 39.7 PSEN1 | NORMAL 32.25 SNCA ALTA 28.79
PICALM | ALTA 28.66 NRG1 NORMAL 34.91 LRRK2 | NORMAL 29.1
OPRK1 | NORMAL 44.16 MAPT NORMAL 38.679
CONCLUSION

El perfil de metilacion del ADN del paciente muestra un estado de hipometilacién moderada. La expresion génica de APOE, PICALM, ABCA7, NTRK2
y SNCA estd alterada y la actividad de la enzima Sirtuina es normal. El paciente debe hacer seguimiento estricto de un plan terapéutico
personalizado.
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- Control y ajuste de medicamentos en curso.

- Andlisis de sangre y normalizacion de parametros alterados.

- Intervencion terapéutica personalizada.

- Repetir el estudio a los 3 meses para monitorizar la respuesta a los tratamientos y pautas prescritos por su médico.

La epigenética es la rama de la medicina que se encarga de estudiar como distintos factores externos y ambientales modifican la expresion
de los genes, es la disciplina que conecta el ambiente con nuestra genética y permite explicar, por ejemplo, cdmo dos gemelos genéticamente
idénticos pueden desarrollar distintas patologias. El estilo de vida, los hdbitos alimenticios, el estado de animo o el consumo de
medicamentos provocan modificaciones quimicas o estructurales en los genes que alteran su funcion, y provocan el inicio de procesos
patolégicos que a menudo no pueden detectarse con métodos clésicos de genética, bioquimica o imagen. Dichas alteraciones se utilizan
como “biomarcadores epigenéticos” para el diagnoéstico de enfermedades. Los biomarcadores més reconocidos son las alteraciones en el
nivel de metilacion del ADN. Altos niveles de metilacion (hipermetilacion) o niveles significativamente bajos (hipometilacion) se relacionan
con multitud de procesos patolégicos. A pesar de que estas modificaciones en los genes son tejido-especificas, en muchas ocasiones, el
deterioro celular o los procesos fisiologicos defectuosos promueven la liberacion de ADN procedente de células dafiadas o muertas a los
fluidos periféricos, de manera que pueden detectarse de manera diferida en plasma sanguineo, orina o saliva, lo que resulta mucho mas
factible para la practica clinica rutinaria. Por tanto, el andlisis del ADN libre circulante en fraccion rica en linfocitos y plaquetas (buffy coat)
ha recibido gran atencion con fines diagnosticos.

Existen diversas modificaciones epigenéticas, si bien la mejor caracterizada es la metilacion del ADN. La prueba epigenética metilacion
global del ADN en biopsia liquida consiste en el andlisis de los niveles de metilacion global en el ADN obtenido de muestras de linfocitos y
plaquetas del paciente. Este porcentaje de metilacién global es un biomarcador que ayuda al profesional médico en el diagnostico y
seguimiento de diversas enfermedades.

La metilacion del ADN consiste en la adicion covalente de un grupo metilo en el ADN convirtiendo la citosina en 5-metilcitosina. La 5-mC es
una de las principales marcas epigenéticas que controla la expresion génica. El kit empleado para la determinacion de la metilacién global
de ADN es robusto, sensible y presenta una gran especificidad en el reconocimiento de 5-mC frente a las citosinas no metiladas. Ademas,
no reacciona con otras marcas epigenéticas como la hidroximetilacion.

Potencialmente, la metilacion global de ADN puede verse alterada en cualquier patologia humana, lo cual la convierte en un excelente
biomarcador epigenético para monitorizar la eficacia de cualquier intervencion terapéutica.

La hipometilacion del ADN desempefia un papel crucial en la neurodegeneracion al influir en la expresion génica y contribuir a la patogénesis
de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson y otros trastornos neurodegenerativos. La reduccion de los niveles globales de metilacion
en pacientes con enfermedades neurodegenerativas y la regulacion a la baja del ARNm DNMT3a enfatizan ain més la importancia de la
hipometilacion del ADN como posible biomarcador diagnéstico de estas enfermedades.

Las sirtuinas son desacetilasas de histona NAD-dependientes y desempefian un papel fundamental en la regulacion epigenética. Estas
enzimas permiten la respuesta a situaciones de estrés oxidativo y retrasan los procesos de envejecimiento. Ademds, las Sirtuinas mejoran
la memoria y capacidad intelectual. Su expresion y actividad se encuentra disminuida en personas con distintas patologias de carécter
neurodegenerativo, tales como la enfermedad de Alzheimer o el Parkinson, entre otras. Ademds, también se observan niveles menores de
Sirtuina en la sangre periférica de pacientes con desérdenes neurodegenerativos.

La prueba epigenética Actividad Sirtuina en biopsia liquida consiste en el andlisis de los niveles de actividad enzimdtica de las sirtuinas en
muestras de linfocitos y plaquetas del paciente. Estos niveles de actividad constituyen un biomarcador que ayuda al profesional médico en
el diagnostico y seguimiento de diversas enfermedades que afectan al sistema nervioso.

La prueba epigenética Expresion Génica en biopsia liquida consiste en el andlisis de los niveles de expresién de ARNm de 11 genes
fundamentales en enfermedades Neurodegenerativas en muestras de linfocitos y plaquetas del paciente. Estos niveles de expresion
constituyen un biomarcador que ayuda al profesional médico en el diagndstico y seguimiento de diversas enfermedades que afectan al
sistema nervioso. Los genes analizados son los siguientes:

* BDNF (Factor neurotrofico derivado del cerebro) es la neurotrofina mejor estudiada y desarrolla un papel fundamental en la homeostasis
del cerebro, manteniendo el correcto funcionamiento neuronal. Su expresion se encuentra reducida en personas con distintas patologias
del sistema nervioso tales como la depresion, el autismo, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de
Alzheimer, ente otras. La expresion de BONF no sé6lo se encuentra disminuida en el cerebro de personas con este tipo de desoérdenes, sino
que también se observan niveles menores de BONFen la sangre periférica de pacientes con enfermedad de Alzheimer o Parkinson.

* APOE (Apolipoproteina E) es una proteina multifuncional que desempefia un papel principal en el metabolismo lipidico. Tanto la expresion
como los polimorfismos genéticos de APOE estan conectados con enfermedades neurologicas o neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, ictus y otras enfermedades del sistema nervioso y vascular.

¢ PICALM (Proteina de ensamblaje de clatrina de union a fosfatidilinositol) desempefia un papel fundamental en la endocitosis mediada
por clatrina, importante en procesos como la internalizacion de receptores celulares, la transmision sindptica o la eliminacion de células
apoptoticas. Se ha descrito su asociacion con diversas patologias neurodegenerativas como por ejemplo la enfermedad de Alzheimer, donde
se han detectado mayores niveles de expresion de este gen en pacientes con dicha patologia.
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¢ OPRK1 (Receptor de opioides k) desempefia un papel fundamental en las funciones cognitivas y de aprendizaje. Se ha descrito la
hipermetilacion del promotor de OPRK7y la consecuente reduccion de su expresion en pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

* ABCA7 (Casete de unién a ATP, subfamilia A, miembro 7) participa en la salida de lipidos de las células a las particulas de lipoproteinas y
regula el procesamiento, secrecion y eliminacion de APP (proteina precursora amiloidea). La metilacion de distintos sitios CpG de ABCA7
condicionan la correcta expresion de este gen modificando asi el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer.

« PSEN (Presenilina) juega un papel fundamental en la digestion del péptido 8- amiloide (AB). La presencia de mutaciones en este gen son
la principal causa de la enfermedad de Alzheimer hereditaria. Esto es debido a que conllevan la pérdida de funcion del gen, bien originada
por una mutacién o por una disminucion en su expresion, produciendo de esta forma una digestion incompleta de A que contribuiria a
una mayor vulnerabilidad cerebral, explicando de este modo la sintomatologia temprana de la forma hereditaria de la enfermedad de
Alzheimer.

¢ NRG1 (Neurregulina 1) juega un papel clave en la funcion cognitiva y a la neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. Recientemente
se ha descrito que la expresion de NRG7 se encuentra disminuida en buffy coat de pacientes con distintos tipos de demencia, asi como en
pacientes con enfermedad de Parkinson.

¢ MAPT (Proteina Tau asociada a microtUbulos) es fundamental en los procesos de ensamblaje y la estabilizacion de los microtubulos, los
cuales ayudan alas células a mantener su forma, contribuyen al proceso de division celular y son esenciales para el transporte de materiales
dentro de las células. Las mutaciones del gen MAPT se han asociado con mayor riesgo de desarrollar trastornos neurodegenerativos como
la enfermedad Alzheimer y Parkinson. Ademds, la expresion de MAPT disminuye en pacientes con enfermedad de Alzheimer y aumenta en
pacientes con enfermedad de Parkinson.

¢ NTRK2 (receptor neurotrofico tirosina quinasa 2) interviene en diversos procesos, como la via de sefnalizacion del BDNF (receptor del factor
neurotrofico derivado del cerebro), el desarrollo del sistema nervioso y la sefializacién transinaptica, modulando la transmision sinaptica.
También es clave en varios procesos, como la neurogénesis, la propagacion del potencial de accién neuronal y la regulacién positiva de la
fosforilacion de peptidil-serina. Existe una correlacion entre la presencia de distintos polimorfismos genéticos en N7RK2y la enfermedad de
Alzheimer.

¢ SNCA (alfa sinucleina) contribuye a la formacion de fibras de amiloide beta y proteina Tau, dos proteinas claves en la enfermedad de
Alzheimer, sugiriendo el papel clave de la toxicidad causada por SNCA en los procesos neurodegenerativos. En pacientes con enfermedad
de Parkinson esta proteina se acumula en grupos llamados cuerpos de Lewy, caracteristicos de esta enfermedad.

¢ LRRK2 (quinasa repetida rica en leucina 2) estd presente en la sinapsis y se asocia y/o fosforila a muchas otras proteinas implicadas en la
endocitosis y el trafico de vesiculas. Distintas mutaciones en este gen se asocian con la enfermedad de Parkinson, tanto en su forma familiar
como idiopatica.
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