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" Endometriosis

von Rokitansky (1860). Uterusdrusen-
Neubildung

Tejido funcional similar al endometrial que
crece fuera del utero

Enfermedad hormonal, inmunoldgica &
geneética

Contribucion ambiental



con endometriosis

Fertilization Pituitary
- Oocyte-linked reduced fertilization rate - Altered pituitary-ovarian axis
- Poor sperm binding N Preimplantation Embryo - Altered LH surge

- Reduced sperm motility

- Poor embryo quality
- Early embryo arrest \

Implantation
- Reduced uterln reoeptlvity
- Altered hormone re gulatlon
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Pregnancy
- Increased pre-term loss

N i\ - Recurrent miscarriages

- Impaired folllculogen

- Fewer follicles

. - Luteal defect |
Ovulation - Altered steroidoge

- Fewer oocytes
- Altered oocyte quality
- Luteinized Unruptered Follicle Syndrome
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_ ®Enfermedad genética

Gemelos MZ (r=0,52) muestran mayor
concordancia que gemelos DZ (r=0,19)

Heredabilidad = 51%

Estudios gendmicos sugieren loci y genes
candidatos, por de contribucion limitada

>100 articulos de ligamiento o asociacion de
endometriosis con varios polimorfismos pero
ningun gen ha sido consistentemente identificado
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AS en endometriosis

____ Gene | symbol | OR |_p _

Transducin B-like 2 TBL2 3,09x10’

Cyclin-dependent kinase CDKN2BAS 1,56 6,79x10°
inhibitor 2B antisense RNA

Interleukin-1a IL1A 1,52 1,4x10°
Cytochrome P450 2C19 CYP2C19 1,25 6,4x10>
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En un extremo de la regiéon del gen, la ultima cadena del nuevo transcrito se
desenrolla y se libera del ADN molde. Abajo se muestra un modelo para un
filamento transcrito ARN
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Promotor

Regiéon promotora

/2000 BrockaiGole - Tomsen ARN polimerasa, es la enzima
que cataliza la transcripcion

La ARN polimerasa inicia la transcripcion en la region del promotor en el
ADN. Esta reconoce una secuencia de bases localizada cerca de la region del
promotor que sirve como molde. Este puede unirse a los nucleétidos de
adenina, citosina, guanina y uracilo en la cadena del ARN, en el orden

especificado por el ADN.
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ARNm transcrito a partir del ADN

LISINA ; Sequencia de amino acidos resultante

TERONINA

Base sustituida en el ADN
Secuencia de amino acidos alterada

ARNmMm alterado

C
G

GLUTAMATO

llllllllllllllll

i VALINA

PROLINA

1 TREONINA

Delecion en el ADN
Sequencia de amino acidos alterada

ARNmMm alterado

ARGININA

GLICINA
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Neurofibromatosis (tumores
blandos); enfermedad
autosomica dominante

© 2006 Brooks/Cole - Thomson
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, Variants Location (Hg19) Role Pvalue OR
[ ] L ]
G W A S CO n a S O C | a C | O n rs61768001 22465820 Intron 1-2 2002 x10¢ 138 (1.16-1.63)
rs12037376 22462111 Intron 1-2 2735x10¢ 137 (115-1.61)
S | N Iﬁ ca t—i vVa con IO cus rs56318008 22470407 Promoter 3.860x10* 1.36(1.15-1.62)
g rs55938609 22470451 Promoter 4730x10* 1.36(1.14-1.61)
rs7412010 22436446 3 neargene  7.696x10° 133 (113-157)
rs7521902 22490724 Genomic 0.067 1.15 (0.99-1.33)

‘MAF estimate from HapMap CEU population (HapMap data releD00 Genomes.
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p=4,2x10%, OR=1,19 o~ Y- T
Desa rr0| IO d E| tra CtO Figure 1. Pedigrees of endometriosis cases carrying

novel variants in the WNT4 gene: (A) Pedigree of the

re p o d U Ctl VO fe men | N 0’ endometriosis family with & novel non-synonymous

variant in exon 2 (p.Tyr80His) and (B) Pedigree of an

f0| |Icu |OS Ova, ”COS y endometriosis family with a novel insertion/deletion

variant in 3'UTR (in-del T). The proband individual

estero | d Ogé nes | S screened by HRM is marked with an asterisk.
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Control de la expresion géenica

) miRNAs
Citoplasma

Control en la

traduccion
Pr o

TR

-

-
SRR

L

£
-
\\

)
J
Control en la Control en el Control en el Control en la Control post-
transcripcion procesamiento transporte degradacion del traduccional
ARNmM

Epigenesis ’j
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Look: http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/intro/
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Menstrual cycle stage
Endometrial global histone acetylation, as determined by western blotting,

changed throughout the menstrual cycle and correlated well with expected
transcription activity during the different phases (Munro et al. 2010)
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Genome Methylation

Developmental Stage

Fig. 4 Methylation dynamics during mammalian folliculogenesis and
early mammalian embryo development (b/ue paternal genome, red ma-
ternal genome) adapted from Reik W. et al., 2001
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Epigénesis de endometriosis

Muchos genes alteran su expresion en endometriosis

Una lesion endometriosica tiene origen monoclonal

De una sola célula madre hasta la lesion
endometriosica y a la diversidad de sintomas de la
enfermedad, se sugieren diversas elecciones celulares
gue se toman sin cambios en la secuencia de ADN

niciacion y progreso de la enfermedad ocurre
oor la acumulaciéon de disregulaciones
natologicas de genes




Source: http://www.specialneedsdigest.com/2013/08/epigenetics-how-early-life-environment.html
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Ambiente
Patron de metilacion
Modo de herencia  Cambios de Cambios de la
respuesta a las respuesta inmune
hormonas

La relativa permanencia de la metilacion puede explicar los fallos de las terapias a la
infertilidad relacionada con la endometriosis



"¢ .~ Abegrraciones epigenéticas en
| “L endometriosis

En mujeres afectadas:

« HOXA10: factor de transcripcion involucrado
en el desarrollo endometrial e implantacion,
oromotor hipermetilado

* PR-B: receptor de la progesterona, promotor
nipermetilado

e Metiltransferasas involucradas en metilacion
de DNA, sobreexpresadas
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+ Aberraciones epigenéticas en
| L endometriosis

En mujeres afectadas:

* Steroidogenic factor-1: factor de transcripcion de
genes involucrados en la sintesis de estrogenos;
promotor hipometilado en células
endometrioticas

* ERB: promotor hipometilado en células
endometriodticas

 Aromatasa (sintesis de estrogenos): hipometilada
en endometrio ectopico



"« Abetraciones epigenéticas en
| L endometriosis

Células endometridsicas carecen de la
proteina E-cadherina, de adhesion intercelular,
supresora de metastasis (hipermetilada en
células endometriosicas)

Tratamiento con TSA resulto en expresion y
disminucion de la invasion

Desacetilasas de histonas se sobre-expresan
en tejido endometridsico
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endometriosis
Gene Muestra Tejido en Metilacion (en Metilacion p Referencia
mujeres afectadas) (controles) en
afectadas endometrio
HOXA10 11/11 Endometrial 13,9% 9,7% 0,002 Fambrini et
(eutopico) SD=2,5 SD=2,9 al, 2010
HOXA10 17/15 Endometrial 82% 27% 0,006 |Szczepanska
(eutdpico) et al. 2010
ESR2 8/8 Endometrial 12,69% 54,25% 0,0001 Xue et al.
(ectopico) 2013
PR-B 8/9 Endometrial 66% con 0% con 0,05 Nie et al.
(ectopico) hipermetilacion | hipermetilacién 2010
PR-B 12/4 Ectopico y 6/8 and 0/4 N.S. Wu et al.
eutodpico 2/5 2006
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. Propuesta de investigacion

Cuales de estos factores interaccionan para
originar endometriosis?

Metilacion de los promotores de PR-B, ER-6,
HOXA10, IL1R2 and NME1 genes

Datos sociodemograficos, historia familiar de
endometriosis, comportamiento sexual,
anticonceptivos, ejercicio, factores
nutricionales, medicamentos, otras
enfermedades, etc.
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¥ Metodologia

Mujeres que van a tener una laparoscopia en
P+4 a P+10

Consentimiento informado
Examen fisico y ginecologico, US
Dx de endometriosis y clasificacion

Biopsia de: tejido endometrial eutopicoy
ectopico en mujeres afectadas; endometrio
en controles

Acceso a expediente médico. Cuestionario de
factores familiares y ambientales
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7. Aislar ADN de biopsias

8. Determinacion de grado de metilacion de
los genes a través de Real Time PCR vy High

Resoultion Melting Sofware
9. Analisis estadistico: regresion logistica
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B’egr‘g‘s‘ﬁn logistica con endogeneidad
B "

Error terms Varnables Dependent variables

{T - Factor

4 ambiental 1
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Y . . - Endometriosis

v » Historia familiar > i

i (Si o No)
Y Promotor

W ”| metilado de gen
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e Usar estos datos para estudios de prevencion,
diagnosis y tratamiento de endometriosis




. {Consecuencias en el Dx de
<& endometriosis

Sangre menstrual contiene ADN con el mismo
perfil de metilacién que las células
endometriales

Material util, abundante y no invasivo para
tests

Hipermetilacion de ERB en mujeres con
endometriosis es menor que en controles
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Endometriosis

The presence of caldesmon
in the endometrium of
patients with and without
endometriosis permitted
diagnoses with 95%
sensitivity (specificity 100%)
and 100% sensitivity
(specificity 100%) for the
disease and for minimal to
mild endometriosis in the
proliferative phase of the

menstrual cycle (Meola et
al. 2013)
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Consecuencias terapéuticas

Metilacion de ADN es reversible con HDACIs

TSA en lineas celulares estromales endometriales
disminuyen proliferacion ,
reprimen implates ectopicos en modelos
animales de endometriosis

disminuye invasion y reactiva expresion de E-
cadherina

TSA y ADC suprime progresion de células
estromales endometriales ectopicas

VPA fue probado en 3 pacientes los sintomas de
dolor se redujeron
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Prevenciony
Tratamiento de
Endometriosis ? betaine

choline
B vitamins

Omega 3 1™

food

folic acid

A. Grasos
insaturados

A. Grasos
trans

A. Graso
palmitico ¢
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Pre- and post-treatment observations
on patients and biological samples

Revised
functional
imaging
protocols and
dala collection

SRR S

New clinical information
and data

Refinement of
Treatments, Model,
Drug Discovery
Process
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Knowledge discovery or data mining
Simulation-based analysis

Generationof 1
hypothesis and
revised
expenmental :

design N
]
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Biological model and pre-clinical
model experimental perturbations
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Si, nosotros prescribimos
medicamentos personalizados, pero no
para curar la pereza

Copyright © 2005 Nature Publsshing Geoup
Nature Reviews | Drug Discovery
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