
Epigenetica în patologiile umane: 

de la cercetare fundamentală la 

cercetare aplicată

Dr. Sevinci Pop

Proiect de finanțare a excelenței în CDI, 

Contract nr. 31PFE/30.12.2021 (2021-2024)
București, 20-22 februarie 2023



Outline

I. Epigenetica- noțiuni introductive 
I.1  Mecanisme epigenetice

I.2  Epigenom

I.3  Controlul epigenetic al expresiei genelor

I.4 Cercetarea fundamentală în domeniul epigeneticii

I.5  Modificări Epigenetice-Boli cronice

II. Cercetarea aplicată
Cum se pot  evalua prin studii in vitro compuși biologic activi din dietă pentru 

stabilirea efectului biologic, inclusiv capacitatea de modulator epigenetic?  

II.1 Stabilirea obiectivelor generale într-un proiect de cercetare aplicată

II.2 Stabilirea obiectivelor specifice

II.3 Prezentarea datelor experimentale

II.4 Concluzii



I. EPIGENETICA

➢ 1942 Conrad Waddington definește epigenetica – știința care studiază

interacțiunea genelor cu mediul înconjurător pentru a crea fenotipul;

➢ ’’epi’’ – peste/deasupra’’-genetics”, explică procesul de diferențiere

celulară ce apare în natură;

➢ Studiază mecanismele de reglare a activității și expresiei genelor,

independent de secvențele de ADN.

➢ Genomul uman conține ~25 000 de gene, care nu se exprimă în același

timp. Mecanismele epigenetice controlează expresia genelor în timp și

spațiu, realizează reglajul fin al expresiei acestora.

➢ Explică diferențele dintre indivizi cu genom identic dar cu fenotip

diferit.



➢ Metilarea ADN-ului și a ARN-ului

➢ Modificarile post-translationale la nivelul histonelor

➢ Expresia non-coding RNAs (miRNAs and lncRNAs)

➢ Remodelarea cromatinei

I.1 Mecanisme epigenetice

Expresia genelor

ncRNAs (miRNAs, lncRNAs)

Modificari la 

nivelul Histonelor
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ARN

Structura

cromatinei DNMTs, 
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Metilarea ADN-ului
Modificarile post-translationale

ale Histonelor

Remodelarea cromatinei
Expresia non-coding ARN-urilor



GENOM: materialul genetic -1% protein-coding DNA şi 99% non-coding DNA. 

EPIGENOM: include informațiile adiționale privind MOMENTUL, MODUL și

LOCUL în care materialul genetic va fi procesat



➢ Catalog al modificărilor epigenetice

care există la nivelul cromatinei;

➢ Prezintă specificitate celulară și de 

țesut; reflectă starea biologică care 

definește potențialul de transcripție;

➢ Evoluează și se modifică continuu

începând cu dezvoltarea embrionară –

procesul de îmbătrânire, ca raspuns la 

factorii interni și externi.

I.2 EPIGENOMUL

Genomul rămăne în esență neschimbat în timpul vieții.



Componentele EPIGENOMULUI

A.Totalitatea modificărilor realizate prin atașare de grupări chimice

sau proteine la secvențele de ADN, ARN sau histone

- markeri epigenetici-

• Metil:CH3-

• Hidroximetil: OH-CH2-

• Proteina Ubiquitin 
MM=8.6 kDa

• Acetil: CH3CO-
• Fosfat: PO4 3-

ADN: secvențele de tip CpG      C5mpG

5-metil citozina (5mC)

5-hidroximetil citozina (5-hmC)… 

ARN mesager : N6 metil-Adenozina (m6A) ….



Modificări post-translaționale la nivelul HISTONELOR:

➢ acetilarea la lizina din poziția 16 a histonei H4 (H4K16Ac), sau poziția 8 (H4K8Ac)…

➢ mono-, di-, tri metilare: (H4K20me, H4K20me2, H4K20me3); H3K27me3, H3K9me3…

➢ trimetilare și fosforilare: H3K27me3S10P….

➢ acetilare sau metilare la același rest de lizină: H3K9Ac sau H3K9me3



➢ ‘WRITERS’ -modifică ADN-ul, histonele și ARNm prin adiția de grupări chimice

(CH3-, CH₃CO-)          markeri epigenetici

➢ ‘ERASERS’ -îndepărtează grupările chimice existente 

➢ ‘READERS’ -recunosc markeri epigenetici specifici

B. Proteinele care reglează mecanismele epigenetice

- ~ 1000 proteine care controlează mecanismele epigenetice



I.3 Controlul epigenetic al expresiei genelor

Epigenie.com



Organizarea cromatinei

Metilarea ADN –ului și modificările histonelor pot organiza structura cromatinei

în domenii cu potențial diferit de trascriere al genelor.

• Hiper-acetilarea histonelor

H3 (K9, K27) și H4 (K8, K16)

• Hipo-metilare a ADN (CpG)

• trimetilarea la H3K4me3

• Hipo-acetilarea histonelor H3 si H4 

• Hiper-metilarea ADN-ului (CpG)

• trimetilarea la H3K9me3

Cromatina Transcripțional

Activă

Cromatina Transcripțional

Inactivă



Mecanisme epigenetice în dezvoltarea normală

➢ Inactivarea cromozomului X 

echilibrează expresia genelor dintre

cele două sexe;

➢ Ampretarea genomică inactivare 

specifică a anumitor alele funcție de 

originea parentală. Acest proces este

esențial pentru dezvoltarea

embrionară; 

➢ Inactivarea elementelor repetitive 

din genom menține structura și

organizarea cromatinei, și implicit 

stabilitatea genomului. 
Phil. Trans. R. Soc. B 372, 2017



1940
.... 1980.. 1990... 2000... 2020….

1942: C.Waddington

introduce termenul de 

‘epigenetics’  

1975: Science, Holliday R., Pugh JE., 

metilarea citozinei la secventele CpG.

1975: Cytocgenet Cell Genet., Riggs AD, 

teorie- metilarea ADN-ului controleaza

procesele de diferentiere.

1977: este descris efectul

aza-nucleozidelor asupra

procesului de diferentiere

celulara.

1951: Biochem J., Wyatt -

a fost identificata

5-metilcitozina in ADN 

2008: hiper-metilarea la 

promotorii genelor -

screening în cancerul de 

colon

1981: Cell, Compere&al-

demonstrează că metilarea

ADN-ului controleaza

inactivarea cromozomului X.

1999-2006: Human epigenome 

project (HEP): 

http:// www.epigenome.org

2000-2022: FANTOM project-identificarea ADN-

urilor complementare (cDNA), 2022-analiza non-

coding ARN-urilor (lncRNAs, miRNAs)

2004: primul medicament 

epigenetic, Vidaza (5-aza-

citidine) aprobat de FDA  

pentru tratarea MSD.

2002: a fost identificată prima 

epi-mutatie în gena hMLH1 la 

pacientii cu sindromul Lynch

2007-2018: Roadmap Epigenomics by 

NIH, epigenomul uman.

www.roadmapepigenomics.org

1992: Cell; Li&al- model de soarece

transgenic pentru studiul epigenom - cancer

1992 Carcinogenesis; Zapisek&al.- in vivo 

NUTRITIE-EPIGENOME--CANCER

2014: FDA- Belinostat, inhibitor HDACs 

pentru limfomul de celule T periferice.

2015: FDA- Panobinostat, inhibitor pan-

HDACs pentru mielomul multiplu.

2020-FDA, Tazemetostat, inhibitor 

EZH2,  pacienții cu epitheliolid

sarcoma avansat sau cu metastaze

Dezvoltarea domeniul EPIGENETICII

2020- 2 brevete: Compositions and methods 

for epigenome editing; High-throughput 

screening of regulatory element function with

epigenome editing technologies

Cercetare fundamentală Cercetare aplicată



Trerotola et al., Epigenetic inheritance and the missing heritability (2015) Human genomics. doi:10.1186/s40246-015-0041-3. 

Factorii care induc modificări epigenetice

-modulează epigenomul



I.4 Factorii de mediu–mecanisme epigenetice–genom

Factori de mediu

• Poluarea

• Radiaţiile

• Dieta/nutriţia

• Fumatul

• Consumul de alcool

• Stresul

• Sedentarismul

Genomul uman

• activarea/inactivarea

transcripției

• mutații somatice

• translocări genice

• polimorfism

EPIGENETICA



Diferenţierea tipurilor de albine - Nutriție

➢ Populaţiile de albine se diferențiază în albina-

regină (matca) şi albinele lucrătoare, cu 

caracteristici fenotipice diferite;

➢ Larvele sunt identice din punct de vedere

genetic, dar hrana pe care o primesc este diferită;

➢ Matca este hranită cu lăptişor de matcă şi se 

dezvoltă complet diferit de albinele lucrătoare, 

hrănite cu miere;

➢ Fenotipurile diferite apărute datorită nutriţiei

diferite sunt controlate de modificările 

epigenetice de la nivelul ADN-ului genomic şi de 

la nivelul histonelor.



Genotip identic 

Fenotip identic în copilărie Fenotip diferit în viața adultă

Dezvoltarea diferită a gemenilor monozigoţi

Fenotipuri diferite la gemeni monozigoți- Stil de viață diferit

Stil de viaţă adultă diferit



➢ Modificări ale markerilor epigenetici pot induce declanşarea şi dezvoltarea

afecţiunilor cronice: cancer, boli imunologice, alergii, boli neurologice...

I.5 Modificări Epigenetice-Boli cronice

Egger, G. et al. Epigenetics in human disease and prospects for epigenetic therapy. Nature (2004). https://doi.org/10.1038/nature02625

➢ Unele alterările ale epigenomului sunt reversibile; deci ar putea fi eliminate în 

primele stadii ale bolii.

Este posibil acum?



Carcinogeneza: interacţie complexă dintre mutaţiile genetice şi alterările 
epigenetice care afecteaza procese celulare esenţiale

Shen H, Laird PW. Interplay between the cancer genome and epigenome. Cell. 2013 doi: 10.1016/j.cell.2013.03.008. 



Biomarkeri epigenetici pentru diagnostic și prognostic în cancer

➢ Nu necesită metode invazive
➢ Se pot detecta din materii fecale,  plasmă, ADN-ul tumoral  circulant, ţesut inclus în blocuri 

de parafină

Beltran+Garcia et al., Epigenetic IVD Tests for Personalized Precision Medicine in Cancer, Front. Genetics 2019, 

doi.org/10.3389/fgene.2019.00621



➢ World Health Organization: ”one-third of all cancer deaths are preventable by life-

style changes’’.

➢ American Cancer Society (2017): ”at least 42% of newly diagnosed cancers are caused

by a combination of excess body weight, physical inactivity, excess alcohol consumption,

tobacco smoking and poor nutrition”.

➢ The New England Journal of Medicine (2016) IF-79: ”there is a positive correlation

between caloric or dietary restriction and chemoprevention in 13 types of cancer,

including mammary gland, colon, liver, pancreas, skin, and pituitary gland”.

➢ O dieta săracă în nutrienți poate iniţia carcinogeneza, iar o dietă bogată în nutrienţi

cu acţiune biologică activă/benefică –nutraceuticals, poate preveni carcinogeneza.

CUM?

Rolul dietei în reversibilitatea modificărilor epigenetice-

Chemoprevenţia



Factori

externi

Dieta/

Stil de viaţă

Expunere
Doza

internă

Efecte la 

nivel

molecular

Schimbări la 

nivel celular
CANCER 

Leziuni

premaligne

Modificari genetice

mutaţii somatice

polimorfisme

translocaţii

Alterări epigenetice
Metilarea ADN 

Modificări la nivelul Histonelor

Modificări în expresia non-coding RNAs

Nutraceuticals

Reversibilitatea alterărilor epigenetice în carcinogeneză



Alterări în patternul de metilarea al ADN-ului

Proteinele DNA-metil-transferazele DNMTs

transfera o grupare CH3- de la S-adenosil L-

metionina (SAM) în poziţia 5‘ a citozinei;

DNMTs : DNMT3A si DNMT3B catalizează reacţia

de metilare;  DNMT1-menţine starea de metilare

Dezechilibru al reacţiei de metilare- Cum poate fi investigat?  

DNMTs? ↓ activitatea enzimatică? 

↓ nivelul de expresie al proteinelor? 

↓ nivelul de expresie al ARNm? 

Grupari metil în deficit? Sau în exces?

Introducerea de ‘nutraceuticals‘ în alimentaţie, se restabileşte echilibrul?



Calea metabolică Carbon 1 

• generează în principal donorii de

grupări CH3-

• este dependentă de nutrienţii din 

dietă care pot genera grupări metil

(ex: acid folic, acizii gasi nesaturati, 

vitamine, etc)

Dietă săracă în nutrienţi posibili donori de grupări CH3-

Alterări epigenetice la nivelul ADN-ului metilat

CARCINOGENEZĂ



HIPER-metilarea locală la 

promoterii unor gene specifice

- supresori tumorali inactivi

- gene esențiale care controlează 

ciclul de diviziune celulară,

repararea ADN-ului, etc

Cancerul de colon si glioamele cerebrale - rata mare de metilare la gene specifice, metoda

de diagnostic-CpG island methylator phenotype CIMP

Alterări majore ale metilarii ADN în cancer

HIPO-metilarea globală, la secvențele repetitive din genom, - asociată cu 

instabilitatea genomică, specifică în primele etape ale carcinogenezei

-locală, promoterii oncogenelor devin active



EPIGENOMUL targetat de ‘nutraceuticals’ –efect asupra căilor de 

semnalizare şi a mecanismelor care susţin procesul de carcinogeneză

“Huang J, et al., Cancer chemoprevention by targeting the epigenome. Curr Drug Targets. 2011 doi: 10.2174/138945011798184155



➢ Modificările epigenetice induse de factorii externi pot avea efect

‘pozitiv’ sau ‘negativ’ asupra organismului,

depinde de tipul de gene afectate, de momentul şi de modul in 

care sunt afectate! 

➢ Profilul optim al epigenomului pentru un organism sănătos nu a 

fost încă definit

➢ Studiul mecanismului molecular de acţiune al nutrienţilor biologic 

activi asupra epigenomului –chemoprevenţie/epigenetic drugs

NUTRIEPIGENOMICS



II. Cercetare aplicată:
Cum evaluăm prin studii in vitro compuși biologic activi din dietă,

pentru stabilirea efectului biologic, inclusiv capacitatea de modulator 

epigenetic
II.1 Obiective generale
➢ Investigarea efectului anti-tumoral al unui compus biologic activ, ex: polifenoli, 

acizi graşi esențiali de tip omega-3, omega-6;

➢ Identificarea modificărilor epigenetice pe care le induce acest tratament

pe linii celulare tumorale;

Compuși biologic activi: efect anti-inflamator, anti-oxidant, anti-proliferativ...

✓ acizi esențiali de tip omega3 (docosahexanoic acid-DHA,  linolenic-ALA); acizi 

grași saturați (PA- palmitic acid); curcumină; polifenoli extrași din plante 

(izoflavone).

Studii in vitro: linii celulare tumorale: Mewo (melanom uman), U-87MG (glioblastom

uman), MCF-7 (adenocarcinom uman de sân); linii celulare normale.

CITITI LITERATURA DE SPECIALITATE! articole din reviste cu IF mare, 

produse de colective de cercetare cu experienţa în domeniu. 



González-Becerra et al. Lipids in Health and Disease (2019)



II. Obiective specifice

1. Stabilirea intervalului de concentraţie la care compusul nu prezintă

citotoxicitate pentru celule;

2. Stabilirea intervalului de timp în care se poate face tratamentul

fără ca viabilitatea celulelor să fie afectată;

3. Evaluarea efectului anti-proliferativ al compusului;

4. Evaluare modificărilor epigenetice -metilarea ADN-ului;

5. Evaluarea activității enzimatice și a nivelului de expresie al 

proteinelor de tip DNMTs



1. Stabilirea intervalului de concentraţie şi de timp la care compusul nu prezintă
citotoxicitate pentru celule

Materiale: linia celulara U87-MG de glioblastom uman

Control pozitiv: tratament cu curcumin (0-80 μM ); Probe: tratament cu DHA (0-300 μM); Control- DMSO-

curcumin si BHT- DHA; Timp de tratament: 6 zile.

Metoda de analiză: colectare imagini la microscopul cu contrast de faza în fiecare zi de tratament

Concluzii:  DHA: 50-100 μM și curcumin: 5-10 μM, celulele rămân în parametrii optimi de 

creștere. Pentru curcumin > 20 μM si pentru DHA -300 Μm, celulele mor, tratamentul devine

toxic.

II.3 Prezentarea rezultatelor experimentale



Evaluarea viabilităţii celulare şi a citotoxicitătii

a) Teste de viabilitate celulara (MTS); b) Teste de citotoxicitate (LDH) 

tratament: curcumina (5, 10, 15 uM); DHA (50, 100, 150 uM);  timp: 6 zile dupa tratament

Rezultate: 

curcumina - viabilitatea nu este afectată (↓ ~12% pentru 5-15 μM); citotoxicitate mare x4 (15

μM ); citotoxicitate acceptabilă (5-10 μM)

DHA - viabilitatea ↓ ~ 20 % la conc 100 μM față de control, citotoxicitate acceptabilă (100 μM); 

la 150 μM DHA: viabilitatea redusă ↓ ~75%, citotoxicitate x5 mai mare.

Concluzii: celulele U87-MG rămân viabile la tratamentul cu DHA de 100 μM; concentrația de 

150 μM  DHA este toxică; pentru tratamentul cu curcumina se poate lucra la o concentrație de 

5-10 μM.



Rezultate: acumulare de depozite de 

lipide de la 1 oră dupa tratament. 

Mărimea depozitelor de lipide crește

odată cu intervalul de timp de tratament. 

a) Evaluarea acumulării de acid gras nesaturat în celule

Materiale: Celule MCF-7 tratate cu DHA, 100 µM, timp de 8 zile.

Metoda: colorare cu Oil RED a celulelor fixate la diferite intervale de timp dupa tratament;

nucleul celulelor a fost colorat cu DAPI. Imagini -microscopul de fluorescenţă.

Concluzie: DHA se acumulează continuu

în citoplasma celulelor, fără să afecteze

viabilitatea celulară.

2. Stabilirea intervalului de timp pentru realizarea experimentelor



b) Monitorizarea în timp real a celulelor aflate sub tratament - BioStation TM

MCF-7 netratate



MCF-7 tratament DHA-4zile



MCF-7 tratament DHA 8 zile

Concluzii: Celulele îşi schimbă morfologia la tratament îndelungat cu DHA, rata de 

proliferare celulară scade.



Celule U87-MG – tratament curcumina Celule U87-MG – tratament DHA

Rezultate: - efect anti-proliferativ accentuat pentru tratamentul cu DHA 50, 100 µM. Forma curbei

de proliferare modificată la 100 µM comparativ cu 50 µM și cu celulele netratate.

- efect anti-proliferativ mai puțin accentuat pentru tratamentul cu curcumina comparativ

cu DHA. 

3.Evaluarea efectului anti-proliferativ indus de compușii activi 

biologic - platforma xCELLigence

Metoda: monitorizare celulară in timp real prin măsurarea impedanţei stratului celular-

platforma xCELLigence



Evaluarea efectului anti-antiproliferativ al DHA pe linii celulare de adenocarcinom

Rezultate: Efect anti-proliferativ și timp mare de dublare celulară la tratamentul

continuu cu DHA. Revenirea la aceeași timp de dublare a populatiei celulare după

îndepărtarea tratamentului.

Concluzii: 

➢ Curcumina și DHA au efect anti-proliferativ pe celulele tumorale studiate,

➢ DHA a prezentat capacitate de modulare epigenetică la nivelul ADN-ului genomic și a histonelor

pe cele liniile celulare tumorale.



4. Evaluare modificărilor epigenetice la nivelul metilării globale a ADN-ului

Materiale: Mewo tratate cu ALA 100µM, PA 75 µM timp de 6zile; ADN genomic extras. Control 

pozitiv-DAC:  5 aza 2’ deoxycytidine, DNMTs inhibitor, 10µM.

Metode: analiza nivelului global de metilare a ADN-ului genomic.

Tehnici de investigare:  ELISA, imunofluorescenţă pentru detecţia 5-mC.

Rezultate: 

• Nivelul de metilare al ADN-ului crește cu ~20% pentru celulele MeWo tratate cu 

ALA, comparativ cu controlul.

• PA reduce metilarea ADN-ului cu ~ 25%.

• Experimentele de imunoflorescență confirmă rezultatele obținute prin tehnica ELISA

Concluzie: 

ALA poate avea capacitate de modulator epigenetic la nivelul metilării globale a ADN-ului.



5. Evaluarea activității enzimatice a proteinelor DNA-metiltransferaze

Materiale: extract proteine nucleare, celule MeWo, tratate 6 zile

Metode: analiza activității enzimatice a proteinelor DNA metil-transferazele (DNMT1, 3A și 3B). 

Tehnica de investigare: ELISA.

Rezultate:  activitatea enzimatică DNMTs pentru DAC, pentru ALA  comparativ cu controlul. 

PA - o scădere ușoară comparativ cu celulele netratate, experimentul control.

Concluzie: 

➢ ALA și PA afectează activitatea enzimatică a proteinelor DNMTs. 

➢ Rezultatele se pot corela cu experimentele de metilare globală a ADN-ului



➢ ALA (acid omega3 esențial, prezent în plante) și PA (acid saturat) pot induce 

modificări epigenetice în celule tumorale;

➢ Tratamentul îndelungat cu acizi grași poate modifica patternul de metilare globală a

ADN-ului genomic la celulele tumorale:

• crește nivelul de 5-mC pentru tratamentul cu ALA

• scade nivelul de 5mC pentru tratamentul cu PA

➢ Activitatea DNMTs este afectată de tratamentul cu ALA , pentru PA se observă o 

scădere ușoară comparativ cu celulele netratate; 

➢ ALA – poate fi un nutrient bioactiv cu efect pozitiv pentru modularea epigenetică;

➢ PA- poate fi un nutrient bioactiv cu efect negativ de modulare epigenetică.

Concluzii: studii in vitro  pentru determinarea capacității de modulator 
epigenetic a compușilor biologic activi



➢ Alterările epigenomului pot induce declanșarea și

dezvoltarea unor afecțiuni cronice, inclusiv cancerul.

➢ Alterările epigenomului sunt reversibile.

➢ Nutrienții din alimentație pot fi modulatori epigenetici.

MODULATORII EPIGENETICI – acțiune POZITIVĂ SAU NEGATIVĂ asupra

epigenomului

II.4 Nutriție-Epigenom-Boli cronice



Nutriție personalizată

EPIGENOM “BUN’’
Chemoprevenție 

personalizată

VIITOR: 

Vă mulțumesc!
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