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L’estudi de les alteracions epigenétiques en tumors

Trobem en la literatura diferents aproximacions experimentals alhora d'analitzar les alteracions
epigenétiques en cancer, cada una delles amb un nivell de resolucid propi adequat a
I'abordatge de diferents quiestions. Aixi doncs, existeix un gran nombre de tecniques
especifiques que permeten un analisi d'alta resolucié sovint adrecat a I'analisi d’un o uns pocs
gens especifics, fet que les fa poc adients per a realitzar analisis globals (Veure Introduccio,
seccid 5). Aquesta mena de metodologies va ser molt emprada en els inicis de la recerca
epigenética en cancer, dirigida principalment al descobriment de nous gens supressors tumorals
silenciats amb promotors hipermetilats. En l'actualitat, la disponibilitat de tecniques d’analisi
global ha fet invertir aquesta tendéncia. Les técniques d'hibridacié de mostres complexes sobre
arrays, com la hibridaci6 de DNA o cromatina immunoprecipitats sobre arrays de DNA
(DIP/ChIP on chip, respectivament), ens permeten realitzar mapes de la distribucié de la
metilacié o bé de determinades modificacions d’histones a nivell genomic, de forma rapida i en
un sol experiment. Si bé aquesta aproximacié proporciona una gran quantitat d‘informacio, el
nivell de resolucié és més baix que el de les técniques especifiques, fet que la fa inadequada
per a l'estudi en profunditat de regions concretes. Queda, entre mig d'aquests dos extrems, un
buit de tecniques d‘analisi epigenétic que permetin de forma simultania tant estudis a nivell
global com analisis especifics a un nivell de resolucid intermig.

Aquesta situacid, conjuntament amb |'amplia experiéncia del nostre laboratori en I'is de
técniques d'analisi genétic basades en el fingerprinting de DNA i RNA va assentar les bases
metodologiques per a l'estudi de la metilacié en tumors amb el doble objectiu de realitzar
estudis globals i especifics. La nova técnica posada a punt pel doctorand Jordi Frigola es va
anomenar Amplification of Inter Methylated Sites o AIMS i té el seu principi en la digestio
diferencial de la seqiiéncia CCCGGG (diana Smal) metilada per mitja d’enzims de restriccid
sensibles i insensibles a la metilacio (Frigola et al. 2002). Tot i que aquesta técnica comparteix
alguns passos amb meétodes preexistents, hi presenta uns clars avantatges. Principalment,
I’AIMS pot ser aplicat de forma molt simple a petites quantitats de mostra, fent-la ideal per al
seu Us sobre series llargues de mostres cliniques com els tumors primaris, dels quals disposem
de quantitats molt limitades. D'altra banda, I'AIMS permet extreure dades tant a nivell global
com a nivell especific. A nivell global, AIMS proporciona dos index de metilacié independents,
Iindex d’hipermetilacio i el d’hipometilacid, obtinguts per a cada parella de teixit normal-tumor
simultaniament en el mateix experiment. A nivell especific, permet el descobriment i el mapatge
de regions diferencialment metilades que puguin ser rellevants per al procés tumoral (Frigola et
al. 2005b).

El desenvolupament i aplicaci6 d’AIMS, tant en linies cel'lulars com en tumors primaris
colorectals, ha permés avancar de forma determinant en el coneixement dels canvis epigenétics
que es donen durant el procés tumoral. A nivell global, els index de metilacié proporcionats per
AIMS indiquen que la hipometilacié i hipermetilacié, que de forma simultania es donen en
tumors, sén dos fendmens independents (Frigola et al. 2005b), fet que subratlla la necessitat
de saber quins son els mecanismes que governen ambdos processos. A nivell especific, AIMS ha
proporcionat una llarga llista de regions candidates a tenir gens hipermetilats i silenciats en CCR
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(Frigola et al. 2002). L'estudi en profunditat d’algunes d’aquestes regions ha dut al
descobriment de gens hipermetilats discrets, com és el cas del gen PTGIS, el silenciament del
qual s'associa a aneuploidia (Frigola et al. 2005a). Perd sense dubte, el descobriment més
sorprenent i rellevant ha estat la identificacio i descripcié d’'una regié cromosomica en la qual la
hipermetilacié de promotors s'estén al llarg de varies megabases, afectant a multiples gens
adjacents distribuits en varis grups separats entre si per regions no metilades (Frigola et al.
2006). Aquest descobriment representa un nou paradigma que canvia el model predominant
segons el qual la hipermetilacié de promotors es una alteracid epigenética especifica que afecta
a gens discrets.

L'aplicacié d’AIMS a una serie de 50 tumors colorectals primaris i les seves respectives parelles
de mucosa normal, de les quals disposavem d’informacié de les alteracions cromosomiques que
acumulen, representa el punt de partida d’aquesta tesi (Treball 1) i ens ha permés aprofundir
en l'estudi de la relacié entre les alteracions genétiques i epigenétiques.

La desmetilaciéo del DNA correlaciona amb alteracions cromosomiques en tumors
colorectals humans

Tot i que treballs anteriors demostraven de forma clara que existeix una relacid entre
hipometilacié del DNA i la inestabilitat genética en diferents organismes model, aquesta qliestio
no havia estat mai explorada a fons en tumors primaris humans (Veure Introduccid, secci6 4).
Els nostres resultats indiquen per primer cop en tumors colorectals humans que existeix una
correlacié positiva entre el grau de hipometilacié i el nombre d'alteracions cromosomiques que
acumula el tumor. L'exploracié d'una primera série de tumors colorectals ha posat de manifest
I'existéncia d’una correlacio positiva entre el grau de desmetilacié (r=0.25, P=0.022), perd no
d’hipermetilacié (r=0.02, P=0.856), i les alteracions genétiques mesurades per AP-PCR (pag.
60, Figura 2A), les quals inclouen mutacions puntuals, petites insercions i delecions i alteracions
cromosomiques numeriques i estructurals (Revisat en (Risques et al. 2003)). Aquests resultats
sén molt similars als obtinguts per Suzuki i col*laboradors sobre una série de tumors gastrics i
de colon (Suzuki et al. 2006) tot i que en aquest cas, els autors troben una correlacié positiva
tant amb el grau d’hipometilacid i hipermetilacid6 del tumor i les alteracions genétiques
mesurades per AP-PCR. En aquest treball, els autors estimen el grau dhipometilacio i
hipermetilacié del tumor per mitja d’una técnica d'analisi de metilacié global similar a AIMS
anomenada NotI-Msell MS-AFLP (Methylation-sensitive —amplified fragment length
polymorphism). Aquesta tecnica esta basada en la digestié de llocs Notl, enzim de restriccié
que reconeix la seqiiéncia GCGGCCGC (Yamamoto et al. 2001), molt més infreqlent en el
genoma huma que la seqliéncia reconeguda per Smal (CCCGGGQ). El fet que per mitja d'aquesta
metodologia trobin una correlacié positiva entre hipermetilacié i hipometilacié en la série de
mostres analitzades, pot explicar la correlacid positiva entre hipermetilacid i alteracions
genétiques que observen.

En el nostre cas, I'exploracié d'una segona série de tumors colorectals ens ha permeés
aprofundir en la naturalesa de la correlacioé entre desmetilacio i dany genétic. Aixi, per aquesta
segona serie, obtenim una correlacié positiva entre hipometilaci6 mesurada per AIMS i
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alteracions cromosomiques mesurades per CGH (r=0.514, P<0.001) significativament millor que
usant la mesura de dany genetic de AP-PCR, fet que ens indica que la naturalesa del dany
genetic que correlaciona amb el grau de desmetilacié és basicament cromosomic, d'acord amb
estudis previs en diferents models tant /7 vitro (Chen et al. 1998; Lengauer et al. 1997) com /n
vivo (Eden et al. 2003; Gaudet et al. 2003).

A més a més, la utilitzaci6 d'una técnica no esbiaixada de mesura de les alteracions
cromosomiques com és la CGH posa en evidéncia per primera vegada en cancer que tots els
cromosomes es veuen afectats per la hipometilacid (pag. 61, Figura 3). Aquest fet ens porta a
suggerir que les diferéncies que observem en les freqiiéncies d'alteracid dels diferents
cromosomes es deuen més a un efecte de seleccid dins el tumor que no pas a que determinats
cromosomes es vegin més afectats per la hipometilacid. Aixi, tot i que la pérdua dels
cromosomes 17p i 18q i el guany de 20qg no s’associen a nivells més alts d’hipometilacié que la
resta de cromosomes, son els tres cromosomes més freqglientment alterats en la série de 50
tumors analitzada (pag. 61, Figura 3), fet que pot ser associat a la preséncia en aquests
cromosomes de gens importants per al desenvolupament del CCR, com p53 (17p) o gens SMAD
(18g). A més a més, tot i que la CGH no ens permet veure alteracions balancejades ni aquelles
gue afecten a regions molt petites si que ens permet saber quan una alteracié cromosomica és
numeérica (quan afecta a un cromosoma sencer) o estructural (afecta a un brag cromosomic).
Els resultats indiquen que la hipometilacié s'associa de forma indistinta tant amb alteracions
estructurals com numeriques (pag.66, Supplemental table 3). En resum, els nostres resultats
indiquen que la hipometilacié actua com un “motor cec” que s'associa a l'alteracié de tots els
cromosomes per igual, essent la seleccid I'encarregada d’augmentar la freqiiéncia d'aquelles
alteracions necessaries per al desenvolupament del tumor.

Només un treball havia analitzat préviament la relacié entre la hipometilacié i les alteracions
cromosomiques en tumors primaris. Un any abans de la publicacié del nostre treball, Matsuzaki
i col'laboradors (Matsuzaki et al. 2005) descrivien en una série de tumors colorectals humans
una correlacid positiva entre la desmetilaci6 en elements LINE, els quals s’han trobat
hipometilats en varis tipus de tumors (Revisat en (Ehrlich 2002)) i una frequéncia incrementada
de LOH en determinats cromosomes, en un subgrup de tumors sense inestabilitat de
microsatel'lits. El fet que usin un métode semiquantitatiu i esbiaixat per avaluar el grau de
desmetilacid en elements LINE, aixi com que només puguin avaluar LOH en determinats
cromosomes limita I'impacte de les conclusions extretes pels autors.

Molt recentment, Cadieux i col'laboradors (Cadieux et al. 2006), treballant amb una série molt
curta de glioblastomes humans i linies cel*lulars, han obtingut correlacions similars entre
desmetilacid global mesurada per mitja de l'assaig I'acceptacid de grups metil i alteracions
cromosomiques en regions molt concretes com les de DNA pericentromeéric. Aquesta
desmetilacio global afecta basicament al satéllit pericentroméric (Sat2), gens especifics com els
MAGEA1 i seqliéncies repetides disperses com els elements Alu, totes elles regions genomiques
préviament descrites per sofrir hipometilacié en cancer.
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La hipometilacié en tumors: causa o conseqiiéncia de les alteracions genétiques?

No podem donar resposta des d’un punt de vista mecanistic a aquesta pregunta amb mostres
cliniques, i per tant només ens podem limitar a establir associacions. Tot i aix0, els resultats
obtinguts en diferents organismes model (Chen et al. 1998; Eden et al. 2003; Gaudet et al.
2003; Lengauer et al. 1997), aixi com el fet que la hipometilacié és un fenomen tempra en el
procés tumoral (Frigola et al. 2005b), suggereixen un paper causal de la hipometilacio sobre la
inestabilitat genética. En aquest context, els estudis portats a terme per Suzuki i col*laboradors
indiquen que si be la hipometilacié s'acumula progressivament en un procés lligat a l'edat, les
alteracions genetiques no ho fan (Suzuki et al. 2006), fet que suggereix que la hipometilacié
precedeix a l'aparicid d'alteracions genétiques en tumors. Aixi, l'acumulacié progressiva
d’alteracions en la metilacio en les cél*lules que donaran origen al tumor seran a la base de les
alteracions genétiques que s'aniran acumulant durant la progressioé tumoral.

D'altra banda, és raonable pensar que un increment en el nombre de cromosomes no fa sind
augmentar les probabilitats que noves alteracions epigenetiques puguin tenir lloc. Si bé no
podem descartat aquesta hipotesi, les nostres dades indiquen que aquest fenomen té un pes
poc important en CCR. El producte del gen p53, el supressor tumoral més freqiientment mutat
en cancers humans, és essencial en el manteniment de I'estabilitat del genoma a través de la
regulacid de processos tant importants com la reparacid del DNA, la regulacié del cicle cel*lular i
I'apoptosi (Revisat en (Toledo and Wahl 2006)). Tant per la série de mostres HSP com per la
série HUB la preséncia de mutacions en el gen p53 no altera la correlacié entre desmetilacio i
alteracions cromosomiques ni tampoc s'associa a nivells significativament més alts de
hipometilacié (pag. 59, Taulal). El que si que veiem és com la preséncia de mutacions en p53
incrementa el nombre d‘alteracions cromosomiques, fet que és consistent amb el paper
permissiu, perd no inductor, de p53 en l'adquisicid d'alteracions genétiques (Duensing and
Duensing 2005)(Figura 20).

Figura 20. Hipometilaci6 i alteracions

— p53wt .. L,
Nivell metilacid D53 mutat cromosomiques. Durant la progressié tumoral
els nivells de metilaci6 del teixit tumoral
. L e p53 wt . . . P
Alteracions cromosdmiques [ disminueixen respecte als del teixit normal
........... p53 mutat

adjacent. Aquesta baixada en la metilacio es
correspon amb un increment en el nombre
d‘alteracions cromosomiques. La pérdua de funcié
del gen p53 genera un ambient més permissiu que
permet I'adquisicié de més alteracions genétiques
sense alterar la correlacié6 amb la hipometilacio,
representat per una pendent igual de les dues
rectes d‘alteracions cromosomiques. D'altra banda,
la pérdua de p53 no comporta una reduccié dels
nivells de metilacié del tumor.

Progressio tumoral

Ja hem vist en la introducciéd que les causes de la inestabilitat genética no son clares i poden
tenir multiples origens. Tot i aix0, la correlacié que hem obtingut entre el grau de desmetilacid i
les alteracions cromosomiques ens indica que la hipometilacié pot tenir un pes important en la
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generacié d'alteracions genetiques en tumors. Si bé existeixen determinades mutacions en gens
concrets que proporcionen un fenotip de CIN en alguns organismes model, no existeix una clara
correlacié genotip-fenotip a nivell de tumors primaris (com si ocorre en el cas de la inestabilitat
de microsateél'lits) i per tant hem d‘assumir que la hipometilacié és un dels mecanismes, pero
no I'tinic, que opera en el tumor en la desestabilitzacié del genoma.

Causes de la hipometilacié en tumors

Les evidéncies de les que disposem actualment no expliqguen els mecanismes a través dels
quals es déna la hipometilacid (Ehrlich 2002; Feinberg and Tycko 2004). Quan parlem de
hipometilacié estem realitzant una comparacio en la que assumim que hi ha un estat inicial amb
un nivell de metilacié determinat i un estat final amb un nivell de metilacié comparativament
més baix. En aquest cas, I'estat inicial vindria representat per aquella o aquelles cél*lules que
originen el tumor i l'estat final, per les cél-lules tumorals. Segons el model més acceptat, les
cél*lules que donen lloc al tumor son cél'lules mare epitelials que es troben en la porcid inferior
de les criptes de I'epiteli digestiu, les criptes de Lieberkiihn (Figura 21), on a través de divisions
cel'lulars asimétriques perpetuen la poblacié de cél-lules mare i donen lloc a les cél*lules que
diferenciaran i migraran a través de l'epiteli digestiu (Revisat en (Sancho et al. 2003)). Donada
la dificultat de purificar un nombre suficient de cél*lules mare epitelials de les criptes intestinals,
no existeix cap estudi que de forma global hagi estimat quins son els nivells de metilacio
d'aquest compartiment cel*lular. Aquest fet ens obliga a establir comparacions entre les
cél'lules tumorals i cél*lules de teixit aparentment sa de I'epiteli del colon o el recte, assumint
gue els nivells de metilacio del teixit normal son idéntics, o molt similars, als nivells de metilacié
de les cél'lules que originen el propi tumor. La recerca en el futur haura d’abordar I'estudi
global dels patrons de metilacié del compartiment cel*lular que ddna lloc al tumor, per tal de
poder establir de forma correcta la comparacié entre els nivells de metilacié.

Figura 21. El compartiment de cél'lules

+ Diferenciaci6 mare epitelials en la cripta del colon.
d L'estat actiu de la via de Wnt, a través de
_ Aturada cicle B-catenina, en el compartiment inferior de la

cripta permet perpetuar la poblacié de cél*lules
mare del fons de la cripta, aixi com donar lloc al
. conjunt de cel'lules diferenciades que
0 Gallules conformaran I'epiteli, les quals desactiven la via
mare de Wnt, fet associat a la pérdua de la seva
capacitat proliferativa. Adaptat de (Sancho et

al. 2003).

Wnt?

Donat que la metilacié del DNA es copia de forma semiconservativa durant la replicacio, un dels
mecanismes proposats en la desmetilacid pot ser la simple acumulacié d’errors epigenétics
durant el procés de copia, fet que comportaria una desmetilacié passiva i progressiva. En
aquest sentit estudis previs indiquen que existeix una desmetilacié progressiva en teixit normal
ligada a l'edat (Revisat en (Issa 1999)), fet que ha estat també demostrat per a la
hipometilaci6 que es déna en tumors gastrointestinals (Suzuki et al. 2006). De la mateixa
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manera, la hipermetilacié d’illes CpG en teixit normal i tumoral és també un procés lligat a I'edat
(Revisat en (Issa 1999)). Aquests resultats, conjuntament amb el fet que la hipometilaci té
una distribucié continua en cancer gastric i de colon (Suzuki et al. 2006) i cancer colorectal
(pag. 61, Figura 3) donen forga a la hipotesi d’una hipometilacié passiva lligada a errors durant
la replicacid, en un procés depenent de |'edat. El fet que tant en teixit normal com en tumoral
hi hagi una tendéncia progressiva a patir tant hipometilacié global com hipermetilacié regional
de determinades illes CpG presenta una aparent paradoxa. Experiments duts a terme sobre
fibroblasts humans en cultiu indiquen que l'activitat de la metiltransferasa de manteniment
DNMT1 disminueix a mesura que avancen les divisions cel*lulars, mentre que I'activitat de la
metiltransferasa de novo DNMT3b s’incrementa, fet que pot estar a la base de les alteracions
de la metilacié associades a la edat en teixit normal (Lopatina et al. 2002). D’altra banda,
I'activitat tant de DNMT1 com de DNMT3b es veuen molt incrementada en els mateixos
fibroblasts immortalitzats.

En aquest mateix sentit, no s’ha identificat fins ara cap alteracié genética en gens de DNMT en
cancer que pugui alterar o abolir la seva funcid i per tant produir la desmetilacié del genoma.
Ben al contrari, d'acord amb els resultats obtinguts per Lopatina et al. (Lopatina et al. 2002),
tant la DNMT1 com la DNMT3b s'han trobat sobreexpressades en diferents tipus de tumors
(Revisat en (Esteller 2007)), fet que evidencia el profund desconeixement dels mecanismes que
condueixen a la desmetilacié global que pateix el genoma tumoral. S6n molts els factors amb
activitats modificadores de la cromatina que s’han trobat alterats en cancer (Revisat en (Esteller
2007)) i és d'esperar que el seu estudi pugui aportar en el futur noves evidéncies sobre les
causes de la hipometilacié en cancer.

Tal i com hem vist en la introduccio, existeixen en cancer fenomens d’hipometilacié especifics
associats a pérdues de metilacié en regions promotores de gens imprintats i gens metilats
especifics de teixit (Revisat en (Ehrlich 2002; Feinberg 2007)). Podriem per tant hipotetitzar que
en aquests casos pugui existir una hipometilacié activa dirigida a regions concretes. Aquesta
hipotesi prediu l'existéncia d’enzims amb activitat DNA desmetilasa, fet que no ha estat
completament demostrat en mamifers. Per un costat, Bhattacharya i col'laboradors varen
identificar i aillar el primer enzim amb activitat DNA desmetilasa en cél'lules humanes, el qual
es correspon amb la proteina amb domini de unié al DNA MBD2b (Bhattacharya et al. 1999).
L'existéncia d'aquesta desmetilasa va ser confirmada en treballs posteriors realitzats pel mateix
grup (Cervoni et al. 1999; Cervoni and Szyf 2001; Ramchandani et al. 1999; Szyf and
Bhattacharya 2002a; Szyf and Bhattacharya 2002b). Tot i aix0, la incapacitat per replicar
aquests resultats per part d'altres laboratoris independents (Boeke et al. 2000; Ng et al. 1999;
Wade et al. 1999 ) qliestiona |'existéncia real d’aquesta activitat.

La produccié de RNA no codificant ha estat lligada tant al silenciament transcripcional com a la
metilaci6 del DNA, dos processos relacionats. El primer mecanisme, anomenat RNA
interferéncia (RNAI), implica el silenciament post-transcripcional per mitja de la produccié de
petits intermediaris de RNA de doble cadena. En plantes pero, existeix un mecanisme similar
depenent de la maquinaria RNAi, anomenat RNA directed DNA Methylation (RADM), que
comporta la metilacié del DNA per mitja de metiltransferases guiades per intermediaris de RNA
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(Revisat en (Goll and Bestor 2005)). Se sap que la producci6 de RNAi és essencial per a la
formacio d’heterocromatina en llevats (Revisat en (Grewal and Jia 2007)) i per al silenciament
d’elements transposables com els elements LINE 1 (Yang and Kazazian 2006), el silenciament
dels quals depen també de la metilacid del DNA del seu promotor (Hata and Sakaki 1997; Yu et
al. 2001). De fet, s'ha descrit en cancer la desregulacié de RNAs no codificants com els miRNA
(Revisat en (Blenkiron and Miska 2007)). Tot i aix0, desconeixem si el mecanisme de RdDM, el
qual ha estat també descrit en cél'lules de mamifer (Kawasaki and Taira 2004; Morris et al.
2004), pot ser el responsable de la metilacié d’aquests i altres elements repetitius. Si fos aixi,
podem especular que alteracions en aquest sistema de metilacié podrien tenir conseqiiéncies
importants en el manteniment dels patrons de metilacidé globals tant en cel*lules normals com
tumorals.

Finalment, la dieta sembla ser un factor important en el manteniment dels nivells de metilacié a
través de la ingesta de nutrients donadors de grups metil (Revisat en (Jaenisch and Bird 2003)).
Tot i que les causes moleculars no estan gens clares, dietes pobres en folat estan lligades a
nivells més alts de hipometilacié en humans (Revisat en (Friso and Choi 2002)) i cancer de
fetge en rates, associat a hipometilacié global i de gens especifics (Dizik et al. 1991). Per tant,
els nivells globals de nutrients donadors de grups metil que ingerim és important en tant que
regula la quantitat de donadors disponibles per a la cél'lula, modulant a llarg termini el
desenvolupament de malalties com el cancer.

Cap a un estudi epigenétic individualitzat dels elements repetitius: la necessitat de
desenvolupar nous métodes d’analisi de la metilacio

L'observacio que la hipometilacié s'associa a alteracions cromosomiques en tumors humans ens
va fer plantejar un estudi més en profunditat de la hipometilacié en cancer. Si bé es coneixia
des de feia molt temps que la hipometilacié era un fenomen que afecta globalment a tot el
genoma i que es dona en estadis incipients del procés tumoral, poc sabiem de la mena de
seqliéncies que es veuen afectades i sobretot, quina és la seva distribucié en el genoma. Com
ja hem vist en la introduccio, préviament alguns autors havien centrat la seva atencio en l'estat
de metilacié de les seqiiencies repetides com les seqiiéncies Alu, primer per mitja de I'analisi a
través de Southern Blot (Gama-Sosa et al. 1983b; Hellmann-Blumberg et al. 1993; Kochanek et
al. 1993; Schmid 1991) i més tard per mitja de técniques basades en I'analisi de seqiiéncies de
DNA tractat amb bisulfit sodic (Weisenberger et al. 2005; Yang et al. 2004). En qualsevol cas,
aquestes aproximacions havien estat dirigides a fer estimacions globals del seu estat de
metilacié, sense poder identificar o quantificar elements concrets. En el laboratori ja
disposavem d’una técnica d‘analisi de la metilacio, I'AIMS, que com ja hem dit tant pot realitzar
estimes globals dels nivells de metilaci6 com servir d’eina més especifica de descobriment i
mapatge de noves dianes. Els primers analisis enfocats a conéixer de l'origen de productes
d’AIMS indicaven que aquests contenien un nombre bastant elevat d’elements repetitius Alu en
algun dels seus extrems (fins al 40% de productes seqienciats)(Frigola et al. 2002). Aquest fet
perd no és sorprenent si tenim en compte que la major part de seqiiéncies Alu estan fortament
metilades i que una fraccié considerable conté la seqiiéncia diana de Smal (pag. 91, Taula 1),
fet que les fa especialment propenses a ser amplificades per AIMS.
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La primera aproximacié experimental va consistir en I'amplificacié de productes d’AIMS amb uns
primers amb homologia a una seqiiéncia consens d’Alu, especialment dissenyats per enriquir els
patrons AIMS amb aquestes seqiiéncies. Donat I'elevat nombre d’aquests elements repetitius en
el genoma huma (al voltant de 1.1 milions per genoma haploid) i el seu estat fortament metilat,
va resultar impossible obtenir patrons que poguessin ser interpretats a partir d’AIMS. Aquests
resultats ens varen fer canviar d'estratégia, tot passant a amplificar aquelles Alu’s amb la diana
Smal no metilada. Aquesta nova direccid va resultar ser encertada i varem comengar a produir
els primers patrons interpretables amb aquest nou plantejament. Els patrons obtinguts amb
aquest nou metode varen ser anomenats Amplification of UnMethylated Alu o AUMA (Treball 2).
Si bé és cert que a nivell metodologic AIMS i AUMA comparteixen molts passos, a nivell
conceptual AUMA no té cap precedent en la literatura. Es tracta d’obtenir patrons d'una raresa
del genoma: els elements Alu desmetilats.

Es important subratllar, que els elements repetits que amplifiquem per mitjia d’AUMA sén
sistematicament exclosos de la major part de metodologies d'analisi de metilacié, sobre tot
aquelles que es basen en la hibridacié d‘acids nucleics sobre arrays de DNA com el meDIP on
chip (Veure Introduccid, apartat 5), i que per tant els canvis de metilaci6 que es donen en
aquest compartiment del genoma sén invisibles a aquestes metodologies.

Els elements repetitius desmetilats en cél*lules normals i tumorals

L'aplicacié d’AUMA a una serie de 50 tumors colorectals i les seves respectives parelles de teixit
normal (Treball 2) ens ha permés identificar per primera vegada tant Alu’s desmetilades en
teixit normal com canvis en la metilacié en aquests elements repetitius associats al procés
tumoral, ja siguin hipometilacions com hipermetilacions.

El fet que haguem pogut generar patrons altament reproduibles d’Alu desmetilades (pag. 96,
Figura 2 i pag. 111, Supplemental Figure 3) és un resultat fins a cert punt inesperat, que
implica I'existéncia d'un nombre elevat d’elements repetitius 'estat de desmetilacié dels quals
esta consistentment mantingut, tant en teixit normal com tumoral. La seqlienciacié d'un
numero significatiu de productes AUMA ens indica que aquestes Alu desmetilades tendeixen a
trobar-se al voltant de regions reguladores com illes CpG, promotors i al voltant de primers
exons (pag. 105, Supplemental Table 1). Si bé és cert que les seqiiéncies Alu es distribueixen
preferentment en regions riques en gens, fet que queda demostrat en la hibridacié de
productes AUMA sobre cromosomes metafasics (pag.99, Figura 5A; Revisat en (Batzer and
Deininger 2002)), aquest fet no és suficient per a explicar la distribucié observada per a Alu’s
desmetilades. D’acord amb els nostres resultats, analisis globals de les seqiiencies d’elements
Alu propers a regions promotores havien hipotetitzat que aquestes tenen un estat basicament
hipometilat, basant-se en I'evidéncia que tenen taxes de mutacié associades al dinucledtid CpG
més baixes que la resta d’Alu’s del genoma (Brohede and Rand 2006). Tenint en compte que
les regions reguladores de l'activitat génica son basicament les Uniques regions del genoma
huma que es mantenen lliures de metilacid, és raonable hipotetitzar que I'estat desmetilat de
les sequiéncies Alu adjacents depengui de I'estat de metilacié d'aquestes regions reguladores i
viceversa.
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Pel que fa als canvis de metilacié en bandes AUMA que hem detectat en els tumors, tant el gran
nombre de bandes AUMA afectades com l'elevada fregliéncia amb la que aquests canvis es
donen (pag. 100, Figura 6) suggereixen una elevada plasticitat de I'estat epigenetic d’aquestes
seqliencies durant el procés tumoral. Per tant, AUMA ens permet la identificacié i mapatge de
dos fendmens associats a tumors que fins ara cap altra técnica abordava: la hipermetilacid
d’elements repetitius no metilats en teixit normal i la desmetilacié d'elements normalment
metilats. De forma notable, moltes de les seqliéncies que contenen elements Alu desmetilats
mapen en regions del genoma préviament caracteritzades com a punts fragils o identificades
com a llocs freqlientment alterats estructuralment en tumors, fent d’AUMA una excel'lent
metodologia de descobriment de regions hipometilades que puguin jugar un paper important en
la generacid d'inestabilitat genetica en cancer. Podem posar com a exemple les bandes Akl i
Ag3, les quals mapen en les regions dels gens ADA (20g13.12) i MYOM2 (8p23.3)
respectivament (pag.105, Taulal), totes dues molt freglientment alterades en diferents tipus de
tumors.

L'estudi una mica més en profunditat de la banda hipometilada Aq3, la qual conté les dues
dianes Smal en un element Alu Y i MLT1A respectivament, ha evidenciat que I'estat metilat
d’aquests elements en teixit normal s'associa a nivells alts de metilacid en la lisina 9 de la
histona H3 (pag. 101, Figura 7D), modificacid classicament associada a silenciament i
heterocromatina (Revisat en (Kouzarides 2007)). Aquests resultats sén molt similars als descrits
per Kondo i col*laboradors per als elements Alu a nivells global i especific, segons els quals les
seqliencies Alu estan enriquides per lisina 9 metilada (Kondo and Issa 2003). El tractament amb
drogues desmetilants provoca la pérdua relativa de metilacié de la lisina 9 (pag. 101, Figura
7D), fet que implica que la supressi6 d’aquests elements repetitius per mitja de la
heterocromatinitzacio depén de la metilacid del DNA. En resum, podem concloure que la
hipometilacié que es déna en tumors dels 2 elements repetitius Alu Y i MLT1A en la regi6
8p23.3 provoca canvis en la composicid de la cromatina que podrien estar associats amb la
inestabilitat genética que pateix la regié en multiples tipus de cancer. Estudis futurs hauran de
determinar si la hipometilacié d’aquests dos elements és un esdeveniment Unic en la regi6 o bé
s’associa a la hipometilacié d'una regié més extensa, i si aquesta hipometilacié guarda alguna
relaci6 amb la inestabilitat de la regié en cancer.

Si bé AUMA ha permés mapar elements Alu desmetilats, el desenvolupament i aplicacié de
QUMA ens ha permes realitzar per primer cop quantificacions relatives i absolutes del nombre
d’Alu’s desmetilades en teixit normal i tumoral. Fins ara, les aproximacions experimentals de les
qué disposavem només permetien realitzar quantificacions relatives del grau de metilacio dels
dinucleotids CpG en Alu’s (Yang et al. 2004), perd no del nombre absolut o relatiu d’elements
Alu desmetilats. Hem pogut determinar que al voltant del 2.3% del les Alu’s en una cél'lula
normal de I'epiteli del colon, al voltant de 25000 Alu’s, tenen la diana Smal desmetilada. Segons
les Ultimes estimacions el genoma huma conté entre 20000 i 25000 gens (IHGSC 2004), de tal
manera que si els elements Alu desmetilats es distribueixen uniformement entre els gens, cada
gen contindria al voltant d’'un element Alu desmetilat. Aquestes estimacions sén compatibles
amb l'estat basicament desmetilat de la majoria de regions reguladores en el genoma huma
(Revisat en (Yoder et al. 1997)), i com ja hem dit, argumenta a favor de la regulacié de les
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Alu’s desmetilades per part de les seqiiéncies reguladores adjacents. En tumors hem pogut
estimar que el nombre d'Alu’s desmetilades arriba al 3.8%, és a dir, al voltant de 42000
elements Alu, fet que posa de manifest el fort pes que aquestes seqiieéncies poden jugar tant en
la hipometilacié global del genoma com en la generacié d'inestabilitat genética.

Un analisi bioinformatic detallat de la distribucié de la diana Smal, aixi com la diana usada per
amplificar productes AUMA (I’Apendix 1 conté el programa informatic utilitzat), ha evidenciat
gue la hipometilacié de seqliéncies Alu no afecta a les diferents families Alu per igual. Aixi
doncs, la pressid per mantenir silenciats elements Alu joves, els quals contenen encara
membres amb capacitat de transposicid, és superior a la que sofreixen elements Alu més antics,
els quals han esdevingut inactius degut a I'acumulacié progressiva de mutacions en la seva
seqliencia (Revisat en (Batzer and Deininger 2002)). Per tant, tot i que com ja hem dit, la
hipometilacié pot entendre’s com a un fenomen passiu que afecta globalment a tot el genoma,
diferents constrenyiments selectius juguen un paper important en la modulacié dels nivells de
metilacié de la cél'lula tumoral.

Els elements repetitius i I'arquitectura del genoma huma

Una de les majors paradoxes de la biologia va arribar amb el coneixement que el tamany del
genoma no correlaciona amb la complexitat biologica. Per qué el nostre genoma és 275
vegades més gran que el del llevat perdo 200 vegades més petit que el de I'ameba Amoeba
proteus? Aquesta és la paradoxa del valor C (C és el contingut en picograms de DNA dun
genoma haploid). El principi de la comprensié d’aquesta paradoxa va venir amb el coneixement
gue bona part del genoma huma, i el d'altres espécies, esta composat per elements repetits. La
seqiienciacié del genoma huma ha permes xifrar en un 50% aquest contingut (Lander et al.
2001). De la resta, només un 10% té informacid codificant per a proteines i un percentatge
més elevat posseeix informacio reguladora de I'activitat génica. Per tant, els nostres genomes
estan basicament buits d'informacid codificant. Alguns autors han suggerit que la metilacié del
DNA pot donar resposta a aquesta paradoxa en vertebrats. Només una petita porcié del
genoma es manté lliure de metilacid, aquella corresponent a elements reguladors com
promotors i illes CpG, mentre que la resta del genoma, basicament seqiieéncies repetides
disperses i regions pericentromériques es mantenen fortament metilades i en un estat
heterocromatic. Per tant, podem pensar que en realitat el tamany efectiu del genoma és el que
proporcionen la col'leccié de seqléncies lliures de metilacid que son realment “visibles”, és a
dir, aquelles que son accessibles a elements reguladors de I'activitat metabolica del DNA i RNA.
La resta del genoma, en un estat inaccessible, és manté “invisible”. D'aquesta manera, encara
que hi hagi un contingut molt elevat de seqiiéncies repetides aquestes no afecten el tamany
efectiu del genoma, el qual si que correlaciona amb la complexitat biologica (Rollins et al.
2006). En aquest context, la desmetilacié d’Alu’s i altres elements repetits que reportem en
aquest treball (pag.105, Taulal), contribueixen a l'increment del tamany efectiu del genoma en
la cél'lula tumoral, fet que incrementa el nombre de regions “visibles” propenses a patir
alteracions genétiques, un dels motors de la progressié tumoral.
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Noves alteracions epigenétiques en cancer: 5q35.2 com a model d’estudi

La identificacid en patrons AUMA d'un petit fragment genomic corresponent a un element
repetitiu MIR desmetilat en teixit normal i freqlientment metilat en teixit tumoral marca l'inici
del tercer treball presentat en aquesta memoria. El precedent de la regié gendmica 2q14.2 en
CCR, en la qual mapen un gran nombre de gens amb promotors metilats tant en tumors
primaris com en linies cel*lulars (Frigola et al. 2006), ens va fer plantejar I'estudi de I'estat de
metilacié dels gens al voltant de CPLX2, arribant a identificar 8 illes CpG metilades, préviament
no descrites, en una regid que s'estén al llarg de més de 1.2 Mb (pag. 144, Figura 2). Aquestes
dades, conjuntament amb d‘altres regions cromosomiques aillades a partir d’AUMA en les quals
hem trobat la metilacié de multiples illes CpG veines, ens porta a pensar que la metilacidé de
multiples illes CpG adjacents és un fenomen comu en el CCR i probablement en altres tipus de
cancer. En aquest sentit, hem conegut molt recentment que la regié al voltant del gen hMLH1,
freqientment metilat en cancer, conté també d’altres gens veins metilats en cancer colorectal
(Hitchins et al. 2007).

Es important subratllar que els mapes de metilacié recentment obtinguts per a les linies de CCR
SW480, DLD1 i HCT116 (Hayashi et al. 2007) i CaCo2 (Keshet et al. 2006), totes elles usades
en aquest estudi, no han detectat metilacié en cap dels gens de la regié genomica 5q35.2 aqui
descrits, fet que ens indica que els estudis globals, tot i que proporcionen una amplia visio, no
arriben als nivells de sensibilitat proporcionats per AUMA, basat en I'Gs d’enzims de restriccid i
PCR. Aquesta manca de sensibilitat es deu probablement al fet que els anticossos contra 5mC
usats en aquestes técniques requereixen d’'una densitat minima de dinucleotids CpG per tal de
reconeixer i unir-se a I'epitop (Keshet et al. 2006).

En el present treball hem volgut anar un pas més enlla dels estudis duts a terme en la regi6
2q14.2, els quals aprofundeixen molt en aspectes de la metilacid del DNA, més que no pas en
la caracteritzacié de les modificacions d’histones en la regié. Globalment, creiem que la regié
5g35.2 és un excel'lent model d’estudi de les alteracions epigenétiques en cancer. En primer
lloc, existeixen entre els gens hipermetilats i silenciats gens lliures de metilacié amb nivells alts
d’expressid. Aquest fet ens proporciona controls positius i negatius dins de la mateixa regid
d’estudi i facilita les comparacions entre els estats transcripcionals actius i silenciats. En segon
lloc, disposem d’una linia de CCR genomicament estable amb perfils de metilacid molt similars
als que trobem en tumors primaris, fet que ens proporciona un bon model d’estudi sobre el qual
realitzar els experiments que no podem dur a terme en tumors.

Mecanismes de supressio géenica en 5q35.2: els dos hits de Knudson

La prévia caracteritzacié de les alteracions genétiques de tipus cromosomic en un subgrup de
50 parelles normal-tumor de CCR indica que un 10% dels tumors en aquesta série presenten
pérdua del brag 5q (Vendrell et al. 2007). En aquest brag cromosomic hi ha un dels gens
supressors tumorals més rellevants tant per a I'inici com per a la progressié del CCR, el gen APC
en 5g21, freqlientment inactivat o perdut tant en sindromes familiars com en tumors esporadics
de CCR (Revisat en (Fodde et al. 2001)), fet que comporta que les alteracions genétiques
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d’aquest cromosoma siguin freqiients en aquest tipus de cancer. Els analisis de metilacié duts a
terme sobre les mateixes mostres han determinat que tots els tumors amb peérdues de 5q
presenten també hipermetilacié de promotors de gens en 5g35.2 (dades no mostrades). En la
resta de tumors, els quals retenen els dos bragos 5q (90%), la freqliéncia de metilacié és
també molt elevada, amb el 100% dels casos amb almenys 1 gen metilat (6.6% de casos amb
1 gen metilat; 35.5% amb 2 gens metilats; 31.1% amb 3 gens metilats i 20% amb 4 gens
metilats).

Les dades de metilacié obtingudes per seqiienciacid directa ens indiquen que la metilacié de les
illes CpG de gens en 5g35.2 és probablement bialélica, donat que la metilacié és presenta en la
major part de casos a uns nivells per sobre del 75% (pag. 143, Figura 1 i Apendix 2). S'’ha
descrit anteriorment que gens amb promotors hipermetilats no son dianes de mutacié (Revisat
en (Jones and Baylin 2002)), i de fet I'analisi mutacional dut a terme a gran escala sobre més
de 11.000 gens en cancer colorectal i de mama no ha identificat cap mutacié en els gens en
5g35.2 aqui descrits (Sjoblom et al. 2006). Tot plegat ens condueix a pensar que la metilacio
bialelica és el mecanisme de supressid més freqiient en els gens de 5g35.2. En la resta de
casos, la metilacié d'un dels al*lels aniria acompanyada de pérdues d’un dels bragos 5q, mentre
gue la mutacié es presenta a hores d’ara com a un esdeveniment improbable, tot i que no el
podem descartar.

El descobriment d'un nou conjunt de gens silenciats amb promotors metilats en la regié 5935.2
no només ens han proporcionat un bon model sobre el qual poder analitzar els mecanismes que
mantenen aquests gens silenciats, sind que també ens proporciona nous gens candidats a jugar
un paper en el procés tumoral.

Rellevancia del silenciament de gens en 5q35.2 en CCR

Els gens que trobem silenciats en la regidé analitzada es poden agrupar en unes poques
categories funcionals: receptors d’hormones, com el receptor 1 de la dopamina (DRD1) i el
receptor H2 de la histamina (HRH2); proteines relacionades amb el trafic vesicular, com la
complexina2 (CPLX2) i la clatrina B (CLTB); proteines d'unié cel*lular, com la protocadherina de
pulmd, fetge i colon (PcLKC); proteines reguladores com la G protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 1 (GPRIN1) i proteines de funcié desconeguda com la B sinucleina (SNCB).

La dopamina ha estat caracteritzada per tenir efectes anti-proliferatius en |'epiteli del pilor en
Gerbs (Meriones unguiculatus)(Wegner et al. 1997) i ja s’havia descrit nivells més baixos de
receptor de la dopamina en cancer de colon (Basu and Dasgupta 1999). Aquests resultats
suggereixen un paper antitumoral de la dopamina, situacié a la qual la cél*lula tumoral respon
disminuint els nivells del receptor cel*lular. Els nostres resultats mostren la infraexpressié del
receptor DRD1 tant en tumors primaris com en linies cel'lulars (pag. 146, Figura 4A-D), tot i
que la metilacié de la regié promotora és infreqlient en tumors perd no en linies (pag. 144
Figura 2B i pag. 146, Figura 4A/C). Aquesta major tendéncia a metilar de les linies cel*lulars ja
havia estat descrita préviament (Smiraglia et al. 2001).
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En el cas del gen de la Sideroflexina 1 (SFXN1), tot i que el seu promotor esta lliure de
metilacié en tots els teixits i linies cel*lulars analitzades (pag. 144, Figura 2B i pag. 146, Figura
4A) I'hem trobat parcialment infraexpressada en tumors primaris (pag. 146, Figura 4A/B).
Desconeixem les implicacions que la reduccié de I'expressio del gen que codifica per aquesta
proteina de membrana mitocondrial pugui tenir en cancer. D’altra banda se sap que mutacions
en SFXN1 provoquen anémia siderocitica en ratolins (Roy and Andrews 2001).

Resultats oposats han estat obtinguts en el cas de la histamina. Si bé la histamina té
reconeguts efectes estimuladors de la proliferacid cel*lular, diferents treballs li atribueixen un
paper antitumoral (Brunstein et al. 2004; Burtin et al. 1982; Suonio et al. 1994), mentre que
d‘altres li atribueixen un paper estimulador del creixement tumoral (Adams et al. 1994; Tutton
and Barkla 1978). En la practica medica, inhibidors del receptor HRH2 com el Cimetidine han
estat usats amb éxit en la terapia contra el CCR durant molts anys, pels reconeguts efectes de
reduccid del creixement cellular que té aquesta droga (Adams et al. 1994; Armitage and Sidner
1979; Gifford et al. 1981), fet que incrementa la confusid al voltant del paper de la histamina
en cancer. Les evidéncies de les que es disposa actualment indiquen que la inhibicié del
receptor HRH2 en cancer té efectes antitumorals a través de dos mecanismes: la supressio
directa dels efectes estimuladors de la proliferacié de la histamina en aquells tumors que
expressen HRH2, i lincrement de la resposta immune, a través de la inhibicid de la funcid
supressora de les cél'lules T sobre els limfocits (Revisat en (Siegers et al. 1999)). Els nostres
resultats indiquen que la segona via immunologica podria ser prevalent en CCR, donat que el
receptor HRH2 es troba silenciat en totes les linies de CCR analitzades en un elevat nombre de
tumors primaris, freqlientment associat a la metilacié de la seva regié6 promotora (pag. 146,
Figura 4).

El silenciament transcripcional dels gens CPLX2 i CLTB pot tenir efectes sobre dues funcions
cel'lulars basiques relacionades, importants per al funcionament de les cél'lules de l'epiteli
colorectal: I'exocitosi i I'endocitosi. La complexina 2 és una proteina adaptadora que juga un
paper en la regulacié de I'exocitosi mediada per Ca++, actuant principalment en les sinapsis de
les terminacions axoniques neuronals (Revisat en (Li and Chin 2003)). La complexina 2
s'expressa a nivells baixos en el colon normal (pag. 146, Figura 4D) i tot i que se'n desconeix la
funcié en aquest teixit, la podriem relacionar amb la important activitat secretora que presenten
determinades cel'lules de la mucosa colonica. Aixd ens porta a hipotetitzar que el silenciament
de CPLX2 podria estar relacionat amb una disminucié de la capacitat secretora de les cél'lules
tumorals, amb uns efectes que desconeixem per a la biologia del tumor. Daltra banda, la
clatrina és un polipéptid, del qual la cadena lleugera de la clatrina codificada pel gen CLTB en
forma part, que recobreix un tipus determinat de vesicules d’endocitosi (Revisat en (McNiven
and Thompson 2006)). Es desconeix el paper que el silenciament que aqui reportem pugui tenir
per al CCR, tot i que segurament estara relacionat amb la capacitat de les cél*lules tumorals de
formar vesicules recobertes de clatrina, importants per al trafic vesicular. De fet, diverses
molécules relacionades amb I'endocitosi entre les quals no es troba la clatrina B, s’han trobat
alterades genéticament en diversos tipus de leucémia (Revisat en (Floyd and De Camilli 1998)),
fet que suggereix que el silenciament del producte del gen CLTB pugui jugar algun paper en
tumors colorectals.
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L'any 2002 va ser identificat un nou membre de la familia de les protocadherines, dins de la
superfamilia de les cadherines, anomenat protocadherin lung, kidney and colon (PcLKC)
(Okazaki et al. 2002). Com el seu nom indica, s'expressa basicament en pulmo, ronyd i colon.
Es en el colon on s'ha vist que la PcLKC juga un paper supressor tumoral, ja que la reexpressié
de PcLKC en la linia de CCR HCT116 inhibeix la capacitat d'aquesta de créixer en multiples
capes, a més a més d'inhibir el creixement tumoral en ratolins nuus (Okazaki et al. 2002).
D’acord amb aquests resultats, hem trobat la PcLKC fortament reprimida en tots els tumors i
linies cel*lulars analitzades (pag. 146, Figura 4), fet que suggereix que el silenciament d'aquest
gen podria ser essencial per al desenvolupament del CCR.

Pel que fa a GPRIN1, lleument silenciat tant en tumors com en la linia cel*lular HCT116 (pag.
146, Figures 4A-D), es desconeix la seva funcié en el colon normal, on s’expressa a uns nivells
mitjos (pag. 146, Figura 4D) i el paper que pugui jugar el seu silenciament en cancer. Es en
cervell, on GPRIN s’expressa abundantment, que regula el creixement i la morfologia neuronal
(Chen et al. 1999; Nakata and Kozasa 2005).

La B-sinucleina (SNCB) és una proteina de funcid desconeguda en teixit normal que s'expressa
principalment en cervell, on es localitza en les terminals pre-sinaptiques. Altres membres de la
familia sén la a-sinucleina, involucrada en malalties neurodegeneratives com el Parkinson i
I’Alzheimer, |'activitat neorotoxica de la qual és inhibida per la B-sinucleina en aquests contextos
patologics (Hashimoto et al. 2001). Finalment, la y-sinucleina va ser identificada com a
marcador de progressidé en cancer de mama (Revisat en (George 2002)). La B-sinucleina s'ha
trobat expressada en meduloblastomes (Fung et al. 2003) i cancer de mama i ovari (Bruening
et al. 2000), pero se’n desconeixia la seva expressio en altres teixits. Els nostres resultats
mostren per primer cop que la B-sinucleina s'expressa a nivells baixos en teixit de colon normal.
Tant en tumors primaris com en linies de CCR hi ha una marcada tendéncia al silenciament
d’aquest gen (pag. 146, Figura 4A-D) associada a la metilacié aberrant del seu promotor (pag.
146, Figura 4A/C). Desconeixem el paper que el silenciament de la B-sinucleina pugui jugar en
cancer colorectal, el qual haura de ser abordat en futurs experiments.

Finalment és important subratllar que en la regié 5935.2 no només hem descrit gens silenciats,
sind també gens sobreexpressats en tumors. Es el cas dels gens THOC3 i RNF44 (pag. 146,
Figura 4A-D). El producte del gen Tho Complex 3 (THOC3) participa en l'estabilitat del DNA
durant la transcripcio i s’ha vist que alteracions en el complex THO/TREX en llevats provoguen
inestabilitat genética associada a hiper-recombinacié (Huertas and Aguilera 2003). Per tant, la
sobreexpressié de THOC3 té sentit en un context en el qual hi ha un increment de I'activitat
transcripcional, com és el cas dels gens de rRNA (Koyuncuoglu et al. 1998; Williamson et al.
2006) i l'activacid de la transcripcié no codificant en les céllules tumorals (Revisat en
(Szymanski et al. 2005)), fet que pot ser interpretat com un mecanisme dirigit a minimitzar la
inestabilitat genética associada a la transcripcid, que s’ha de sumar a la inestabilitat genética
inherent que mostren molts tipus de tumors. Els nostres resultats son els primers que indiquen
qgue THOC3 es troba sobreexpressat en cancer, tant en tumors primaris com en linies cel'lulars
de CCR. D’altra banda, el gen Ring Finger 44 (RNF44) pertany a la familia de proteines amb
dominis de dits de zinc, els quals els permeten tant interaccions proteina-DNA com proteina-
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proteina (Freemont et al. 1991). Aquest gen s’expressa a alts nivells en teixit normal de colon
(pag. 146, Figura 4D) on es desconeix la seva funcid, aixi com els efectes que la seva
sobreexpressio en tumors pugui tenir.

Valor diagnostic i prognostic dels marcadors de metilacio identificats en 5q35.2

L'elevada freqiiencia amb la qué hem trobat metilats alguns gens en 5g35.2 (pag. 145, Figura
3C), i encara més, I'elevada freqiiéncia amb la que els trobem infraexpressats (pag. 146, Figura
4A) és indicativa que aquests gens poden jugar un paper important en el procés tumoral,
d’acord amb les funcions conegudes d'alguns d’aquests gens que acabem de veure. Tot i aixo,
estudis estadistics d'associaci6 amb diferents caracteristiques cliniques i patologiques dels
tumors han estat negatius, fet que pot ser atribuit en part a I'elevada freqliéncia de metilacio
d’'aquests gens. Per tant, si bé aquests gens no ens proporcionen informacié amb valor
prognostic, si que tenen un elevat valor diagnostic. Una de les fites de la recerca en cancer és
la identificacid6 de marcadors moleculars amb una forta associacié a tumors que puguin ser
emprats en el diagnostic del cancer. La metilacié del DNA és un molt bon marcador, ja que
podem detectar la preséncia de patrons de metilacid aberrants en diferents tipus de mostres
com la sang o la femta, per mitja de técniques molt sensibles basades en la PCR com el MSP
(Veure Introduccid, seccid 5). Estudis futurs hauran de determinar la utilitat dels marcadors de
metilacié aqui descrits en el diagnostic precog del CCR i d‘altres tipus de cancer.

L'origen stem del cancer i els dominis bivalents

La hipdtesi que en l'origen dels tumors trobem cél*lules amb caracteristiques de cél-lules mare,
les anomenades cél'lules mare del cancer o Cancer Stem Cells (CSCs) esta prenent en els
darrers anys un major protagonisme. Aquesta hipotesi ofereix respostes a moltes de les
preguntes plantejades fins ara, com el potencial replicatiu il*limitat de les cél'lules tumorals, la
qual s'assembla a la capacitat d'autoperpetuacio de les cél'lules mare. A més a més explicaria
fins a cert punt I'heterogeneitat cel*lular que s’observa en molts tumors, en els quals una petita
proporci6 de CSCs proliferatives esta envoltada d'una gran majoria de cel'lules filles
diferenciades. El fet que les cél'lules mare es divideixen al llarg de moltes generacions
permetria també que aquestes poguessin acumular al llarg de la seva vida moltes alteracions
genétiques i epigenétiques, comencant aixi el seu cami cap a la malignitat (Revisat en (Valk-
Lingbeek et al. 2004)). En el cas del CCR, ja hem vist que la hipotesi més acceptada és que el
seu origen es troba en el compartiment inferior de les criptes de Lieberkiihn en I'epiteli del
colon i el recte (Revisat en (Sancho et al. 2003)). Fins ara pero, les evidéncies moleculars que
donaven suport a aquesta hipotesi eren més aviat escasses.

La ciéncia al voltant de I'estudi epigenétic del cancer és mou rapid. De fet, es mou tan rapid
que en el moment de llegir aquesta tesi, ja estara desfasada. En els darrers dos anys, el gran
desenvolupament de les técniques d’analisi massiu aplicades a l'estudi de la cromatina, ha
permeés aprofundir en el coneixement de la regulacié epigenética de les cél-lules mare, tot
obtenint mapes globals de distribucié de diferents modificacions d’histones. La comparacio
d’aquests patrons epigeneétics amb els patrons de cromatina observats en cancer han evidenciat
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per primera vegada que un gran nombre de gens epigeneticament alterats en cancer
posseeixen patrons de cromatina similars als de les cél*lules mare embrionaries, en suport d’'un
origen stem del cancer. Contrariament al que passa en ESCs, en les quals els patrons
d’expressid son reversibles, la hipermetilacid6 de promotors en cél'lules tumorals elimina la
reversibilitat, tot bloquejant un determinat patrd d’expressié que permet mantenir un estat de
divisié permanent (Widschwendter et al. 2007).

El treball que ha donat origen a aquesta linia de recerca epigenética és el mapatge genomic en
ESCs murines de la histona H3 trimetilada en les posicions 4 i 27 (Bernstein et al. 2006),
marques catalitzades pels sistemes de memoria tritorax i polycomb, respectivament (Veure
Introduccid, seccid 3). En aquest treball, els autors descriuen per primer cop que gens clau per
al desenvolupament es troben sota el control del que ells denominen els promotors bivalents en
ESCs, en els quals colocalitzen tant la trimetilacio de la lisina 4 com de la 27. Aquest
descobriment ha fet canviar la concepcié que fins ara teniem de la regulacié epigenética,
segons la qual un estat transcripcional actiu s'associava a marques de cromatina actives,
mentre que un estat inactiu s'associava a marques de cromatina inactives. La realitat ha
demostrat no ser tant simple com aix0, i aquest treball demostra que determinats gens amb
nivells de transcripcidé baixos contenen marques tant d'activacié (H3K4me3) com d‘inactivacié
(H3K27me3) sobre els seus promotors. La preséncia de promotors bivalents sobre aquests gens
s'interpreta com a la capacitat que tenen les céllules mare embrionaries de donar lloc a
qualsevol patrd transcripcional de cél'lula adulta diferenciada: si bé els gens amb promotors
bivalents s’expressen poc o gens en ESCs, I'enriquiment durant la diferenciacié d’'una de les
dues modificacions d’histones comportara I'activacié transcripcional del gen (enriquiment per
H3K4me3 i pérdua de H3K27me3) o bé el seu silenciament definitiu (enriquiment per
H3K27me3 i pérdua de H3K4me3). Posteriorment, altres estudis han permés obtenir mapes
genomics de distribucié de varies modificacions d’histones en ESCs i altres tipus cel*lulars en
diferents estadis de diferenciacié en ratolins (Mikkelsen et al. 2007), en ESCs humanes (Pan et
al. 2007; Zhao et al. 2007) i en cél'lules diferenciades humanes (Barski et al. 2007), tots ells
reportant la preséncia de dominis bivalents en un gran nombre de gens.

Dominis bivalents en 5q35.2: un model lligat a stem cells i cancer

Els nostres resultats indiquen que, d'acord amb treballs publicats anteriorment, gens amb
promotors metilats en cancer sén gens que s’expressen poc o gens en teixit normal (Revisat en
(Bird 2002)) i que aquests gens estan sota el control de promotors bivalents en cancers
colorectals adults, a més a més de presentar altres caracteristiques de cromatina inactiva com
la hipoacetilacié de determinats residus en les histones H3 i H4 (pag. 147, Figura 5). Només en
carcinomes embrionaris, tumors provinents de cél'lules mare, s’havia descrit la preséncia de
promotors bivalents sobre gens silenciats amb promotors no metilats, tot i que els autors
suggerien que els mateixos gens amb promotors bivalents en carcinomes embrionaris tendien a
estar hipermetilats en diferents cancers adults (Ohm et al. 2007). Els mateixos gens que
descrivim en la regié 5g35.2 estan també regulats per dominis bivalents en ESCs tant humanes
com murines, pero no en cél'lules humanes diferenciades (pag. 155, Supplementary table 5),
fet que suggereix un origen del CCR en cél-lules amb caracteristiques de cél*lules mare.
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A més a més, aportem evidéencies de la preséncia sobre els gens silenciats amb dominis
bivalents de components de complexes repressors polycomb. Existeixen multiples treballs que
demostren la implicacié de EZH2, dins el context del PRC2, en el silenciament transcripcional de
multiples gens en cancer de prostata i mama (Bracken et al. 2003; Kleer et al. 2003; Rhodes et
al. 2003; Sellers and Loda 2002; Varambally et al. 2002) i leucemia promielocitica (Villa et al.
2007). Els nostres resultats indiquen que a més a més de la HKMT EZH2, trobem sobre els
promotors bivalents la HDAC SirT1 (pag. 150, Figura 8), la qual havia estat implicada
previament en el silenciament de gens hipermetilats en linies de CCR (Pruitt et al. 2006). Per
tant demostrem per primera vegada la implicacié de EZH2 i SirT1 sobre gens silenciats amb
promotors hipermetilats sota el control de dominis bivalents en cancer. Aquestes dues proteines
han estat identificades per formar part, conjuntament amb la isoforma Eed2, del PRC4,
especific de cél-lules indiferenciades i tumorals (Kuzmichev et al. 2005). Tot i que la
caracteritzacié bioguimica de complexes repressors PRC demostra que la preséncia de SirT1 és
especifica del PRC4, experiments duts a terme pel mateix laboratori indiquen que SirT1 pot
localitzar-se sobre promotors regulats pels PRC2/3 quan se sobreexpressa SirT1 (Kuzmichev et
al. 2005). Per tant no podem concloure que la preséencia de EZH2 i SirT1 sobre els promotors
silenciats en 5q35.2 sigui en el context del PRC4, tot i que dues evidéncies experimentals ens
portin a suggerir aquesta possibilitat: (1) EZH2 s’ha trobat sobreexpressat tant en tumors de
prostata (Varambally et al. 2002) com de colon i mama (Kuzmichev et al. 2005), fet que
s’associa a la formacié del PRC4 en cél*lules en cultiu (Kuzmichev et al. 2005) i (2) la isoforma
de Eed especifica del PRC4, Eed2, s'expressa en tumors de colon, perd no en teixit normal de
colon (Kuzmichev et al. 2005).

La caracteritzacié bioquimica del PRC4 demostra la preferéncia de EZH2 en aquest complex
repressor per metilar la lisina 26 en la histona H1, tot i que en abséncia de H1 també pot
metilar la histona H3 (Kuzmichev et al. 2005). Per tant, tot i que no hem determinat la
presencia d'histona H1, la qual s'associa a la compactacié de la fibra de cromatina en una
estructura transcripcionalment inactiva (Revisat en (Felsenfeld and Groudine 2003)), els
resultats obtinguts ens porten a suggerir que el silenciament dels gens en 5g35.2 es pot donar
en abséncia de histona H1, context en el qué el complex PRC4 podria metilar la histona H3 en
la lisina 27, tal i com ha estat suggerit préviament (Revisat en (Vaquero et al. 2007)).

També hem pogut detectar la preséncia del component del PRC1 Bmil sobre els promotors
silenciats (pag. 150, Figura 8), la qual s’ha trobat sobreexpressada en diferents tumors humans
(Revisat en (Valk-Lingbeek et al. 2004)). El descobriment que la proteina del PRC1 PC conté un
cromodomini que s'uneix especificament a lisina 27 metilada (Cao et al. 2002), va demostrar
que el silenciament transcripcional associat a la metilacié de la lisina 27 ve mediat pel PRC1, el
qual blogueja I'entrada de complexes remodeladors de cromatina (Revisat en (Cao and Zhang
2004)). Per tant, la deteccié del component del PRC1 Bmil sobre els promotors silenciats
suggereix que el silenciament d’aquests gens ve mediat per un bloqueig dels nucleosomes en
una conformacié de cromatina refractoria a I'activitat transcripcional. Aquest paper de PRC1 en
el silenciament transcripcional esta d’acord amb els nostres resultats, els quals demostren per
primera vegada que la desrepressi6 de gens hipermetilats amb promotors bivalents va
acompanyada de la pérdua de Bmil.
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Finalment, no hem determinat si els dominis bivalents que hem descrit es troben ja sobre
aguests mateixos gens en teixit de colon normal, o bé es formen de manera aberrant durant el
procés tumoral. Aquest punt haura de ser adrecat en el futur per mitja de ChIP sobre teixit,
técnica de més facil aplicacié sobre cél'lules en cultiu. Tot i aix0, el fet que els gens amb
promotors metilats en cancer s’expressin poc en teixit normal (pag. 146, Figura 4D) ens porta a
suggerir que aquests ja podrien estar marcats amb dominis bivalents, d’acord amb els baixos
nivells d’expressié que mostren gens amb promotors bivalents en ESCs (Bernstein et al. 2006).

El codi d’histones i la dominancia de la memoria cel*lular

En les aproximacions d’estudi gen a gen, la capacitat de les drogues desmetilants com la 5-aza-
2'-deoxycitidina i els inhibidors de HDAC com el TSA de reexpressar gens amb promotors
hipermetilats ha estat classicament relacionada amb la perdua de modificacions d'histones
associades a silenciament, com la metilacié de la histona H3 en la lisina 9, i el guany de
modificacions associades a activacio, com |'acetilacid i la metilacié de la lisina 4, entre d'altres
(Revisat en (Jones and Baylin 2007)). Aquest fet respon a la idea que els gens actius estan sota
el control d’un codi de marques d’activacio i els gens silenciats sota el control d’'un codi de
marques d'inactivacié. Ja hem vist pero, que el descobriment dels dominis bivalents representa
un nou paradigma en la regulacié epigenética una mica menys simplista.

Els nostres resultats mostren una caracteristica fins ara no descrita dels dominis bivalents, la
seva dominancia sobre altres modificacions d'histones. D’aquesta manera, la preséncia de
dominis bivalents en els gens silenciats en limita la seva reexpressid, mentre que la creacié de
novo de dominis bivalents sobre els gens actius en provoca la infraexpressio, tot i que el
conjunt dels gens presenten guanys a nivell d'acetilacid, sobretot de la histona H3.

Els nostres resultats perd, no expliquen aquest fenomen de dominancia. Podem hipotetitzar
perd, que es deu a que les dues marques de metilacié (H3K4me3/H3K27me3) poden ser
reconegudes per factors amb capacitat d‘alterar l'estructura de la cromatina de forma
especifica, en contra de l'acetilacié de residus com la lisina 9 de la histona H3, associada
basicament a una estructura més oberta de la cromatina a través de I'apantallament de
carregues positives de lisina (Veure Introduccid, seccid 3). Per tant, és plausible hipotetitzar que
la preséncia de complexes modificadors de cromatina tinguin un efecte dominant sobre els
efectes més generals d’activacio de la transcripcié de I'acetilacié de lisines.

Finalment, el fet que els gens actius en 5g35.2 préviament no marcats amb H3K27me3 mostrin
enriquiment d'aquesta marca en els seus promotors després dels tractaments amb drogues,
indica que cap gen en 5qg35.2 és intrinsecament no metilable per part de EZH2. Aquests
resultats estan d'acord amb el fet que en mamifers no s’ha descrit fins a la data I'existéncia de
Polycomb response elements o PREs, elements de seqiiéncia de regulacié en c¢is que guien la
maquinaria polycomb cap als seus gens diana en Drosophila (Revisat en (Ringrose and Paro
2004)). Aquest fet suggereix que els components polycomb poden ser reclutats, de forma
directa o indirecta, sobre els seus promotors diana a través de factors de transcripcid, com ha
estat demostrat en el cas de la leucemia promielocitica, on la proteina de fusid6 PML-RARa
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recluta el PRC2 sobre seus gens diana (Villa et al. 2007). Aquests resultats ens condueixen una
altra vegada a hipotetitzar la preséncia de barreres fisiques que mantinguin aillades regions de
cromatina amb estats transcripcionals oposats. Ja hem vist que un bon candidat a realitzar
aquesta funcié és el factor CTCF, el qual s’uneix en mdltiples llocs en 5g35.2 (Barski et al.
2007). Queda per demostrar si el fet d’esborrar les marques de metilacié en la cél-lula tumoral
afecta al reconeixement de factors com CTCF de les seves dianes, i si aquest fet té un paper
causal en |'aparent trencament dels dominis d’expressié que veiem en 5g35.2.

En resum, els resultats obtinguts ens han permés elaborar un model del conjunt de regulacié
epigeneética dels gens silenciats en la regié 5935.2 (Figura 22).

SirT1 i supervivéncia: la connexié amb el metabolisme cel*lular

Les nostres dades indiquen que el silenciament aberrant dels gens amb promotors hipermetilats
va associat a la hipoacetilacio de la lisina 16 en la histona H4 (H4K16), fet que va acompanyat
de la preséncia de SirT1 sobre els promotors silenciats, molt probablement en el context del
PRC4. La implicacié de SirT1 en el silenciament de gens amb promotors hipermetilats ja havia
estat mostrada previament en un model de CCR (Pruitt et al. 2006). SirT1 és un membre de la
familia de les Sirtuines, proteines identificades per la seva homologia amb la proteina de llevat
silent information regulator 2 (Sir2), les quals pertanyen a la classe III de HDAC, dependents de
NAD+ per la seva activitat (Revisat en (Vaquero et al. 2007)).

La implicacié de SirT1 en la formacié d’heterocromatina a través de la desacetilacié de la H4K16
esta ben documentada, aixi com la seva capacitat de promoure el silenciament transcripcional
(Revisat en (Vaquero et al. 2007)), activitats amb consequiéncies a nivell de replicacio, reparacio
i recombinacié (Revisat en (Blander and Guarente 2004)). Sorprenentment, estudis en llevat
demostren que la sobreexpressio de SirT1 va associada a un increment del /ifespan (periode de
vida) a través d’un increment del nombre de cicles de replicacid del DNA que una cél*lula pot
afrontar abans d’entrar en senescéncia. Aquest efecte s'associa al requeriment de NAD+ per
part de SirT1, fet que lliga I'activitat desacetilasa d’aquest enzim als nivells globals de NAD+ i
per tant, a l'activitat metabolica. Aquest efecte de SirT1 sobre la vida replicativa pot ser
explicada a través de la restriccid calorica o CR (de l'anglés caloric restriction) la qual se sap
que augmenta el /ifespan des de llevats fins a mamifers a través de diferents mecanismes
fisiologics i moleculars (Revisat en (Cohen et al. 2004; Guarente 2005)). Entre daltres, la CR
provoca un increment dels nivells de NAD+, els quals al seu torn incrementen I'activitat de
SirT1, fet que s'associa a l'activaci6 de mecanismes de supervivéncia com la inhibicié de la
senesceéncia i apoptosi i l'activacié de vies de senyalitzacié en resposta a |'estrés (Revisat en
(Vaquero et al. 2007)). A més a més, SirT1 inhibeix la diferenciacié tant d'adipocits com de
cél'lules musculars esquelétiques, les quals depenen en gran mesura del balang de
NAD+/NADH (Fulco et al. 2003; Picard et al. 2004). Aquests resultats mostren un clar paper de
SirT1 en la regulacié del /ifespan replicatiu i la inhibicié de la diferenciacié, ambdds fendmens
lligats a I'envelliment i el cancer.
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Figura 22. Model simplificat de silenciament en 5q35.2. El model presenta el comportament dels 3 tipus
de gens descrits en la linea cel-lular HCT116: (BM, Bivalent methylated or methylable) gens amb promotors
bivalents hipermetilats o hipermetilables en tumors i linies (DRD1, HRH2, CPLX2, AK124.837 i SNCB),
(A, Active) gens actius (SFXN1, THOC3, RNF44 i TSPAN), i (DU, downregulated unmethylated) gens
infraexpressats no metilats o sense illa CpG (CLTB i PcLKC). La barra horitzontal determina I'estat no metilat
(verd) o metilat (vermell) de les illes CpG. La cél*lula normal presenta gens actius (A i probablement DU) amb
promotors enriquits per marques d‘activacié (K4me/Ac K9/Ac K16), els quals es troben dispersos entre gens
inactius amb promotors bivalents (gens BM), probablement sota el control del PRC2. Elements aillants (caixes
negres verticals) mantindrien els diferents dominis separats. En la cél'lula tumoral, la preséncia de metilacié
sobre la major part dels promotors bivalents provoca el silenciament del gen (BM) acompanyat del component
del PRC1 Bmil i de la HDAC SirT1, la qual provoca la desaparicié de Ac K16, possiblement en el context del
PRC4. La infraexpressié també afecta gens DU, els quals no presenten marques de cromatina inactiva sobre el
promotor. Daltra banda, els gens A mantenen les seves marques de cromatina i la seva activitat transcripcional
es veu incrementada. L'Us de drogues desmetilants (5azaC) i inhibidors de HDAC (TSA) provoca la desaparicié
de la metilacié del DNA i un increment global de I'acetilacid Ac K9 en la regid. Tots els gens infraexpressats o
silenciats en a cél'lula tumoral (BM i DU) incrementen la seva expressié i guanyen Ac K16 de forma especifica,
tot i que els gens que tenien promotors bivalents no els perden. Aquesta reexpressié va acompanyada de la
pérdua de SirT1 i Bmil. En aquest punt, la possible pérdua de les barreres que mantenien separats els diferents
dominis provoca que marques d'inactivacié de cromatina inactiva (K27me) s’estenguin als dominis actius
adjacents (A) i sobre altres gens que no presentaven aquestes marques préviament (DU). Aixi, la formaci6 de
dominis bivalents sobre els promotors de gens A en provoca la seva infraexpressio.
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En aquest context, SirT1 és I'Unica sirtuina que ha estat directament implicada en cancer, la
qual juga un paper important a varis nivells. Aquesta HDAC s’ha trobat sobreexpressada en
cancer, entre ells el CCR, fet que s'associa al silenciament transcripcional de gens supressors
tumorals amb promotors hipermetilats, els quals es poden reexpressar per mitja d'inhibidors
especifics de SirT1 com la esplitomicina (Pruitt et al. 2006). Podem especular que la restriccid
calorica a la qual estan sotmesos els tumors abans de ser capagos de mantenir angiogenesi
(Revisat en (Hanahan and Weinberg 2000)) podria jugar un paper causal en l'augment de
I'activitat de SirT1 a través de la modulacié del balang entre NAD+/NADH. Tot i aix0, es coneix
que el silenciament de HIC1, regulador negatiu de SirT1, a través de la hipermetilacié del seu
promotor provoca la sobreexpressié de SirT1 en tumors (Chen et al. 2005). De fet, la inactivacié
epigenetica d'un al'lel de HIC1 en la linia germinal de ratoli predisposa a un gran ventall de
tumors malignes, en un procés depenent de I'edat (Chen et al. 2003).

Alguns dels gens silenciats per SirT1 estan directament implicats en un increment de les senyals
de supervivéncia. Es el cas cas dels gens SFRP, reprimits per SirT1 en CCR, fet que provoca un
increment de |'activitat de la via de Wnt (Revisat en (Jones and Baylin 2007)). Tant p53 com
NF-kB son desacetilats per SirT1, inhibint en el tumor l'entrada en senescéncia i I'apoptosi
(Revisat en (Vaquero et al. 2007)). Estudis gendomics han permes identificar pérdues globals
d’acetilacio de H4K16 en cel'lules tumorals (Fraga et al. 2005), tot indicant que I'accié de SirT1
no queda reduida a gens especifics, sind que també pot tenir efectes en I'arquitectura del
genoma modulant els nivells globals d'acetilacié de H4K16.

Nous coneixements, noves preguntes

Fa anys que coneixem que el cancer és manifesta com un problema de I'expressid geénica,
creant patrons d’expressid aberrants que configuren fenotips capacos d‘alterar I’homeostasi
cel*lular. La recerca en plena era epigenética ha proporcionat algunes respostes a les preguntes
plantejades, perd queda encara molt cami per fer.

Com ja hem dit anteriorment, I'era de I'analisi genétic ens ha proporcionat mapes precisos de la
seqliéncia del DNA. D’altra banda, ens hem adonat que aquesta informacié no és suficient per
entendre com la cél'lula restringeix I'accés a la informacid per tal de produir els diferents
patrons d’expressié que confereixen la identitat a cada tipus cel*lular. Aixi doncs, varem entrar
en l'era de l'analisi epigenétic, en la qual encara ens trobem. En aquest sentit, la posada en
marxa del projecte epigenoma huma (Human Epigenome Project, www.epigenome.org)
(Bradbury 2003) representa una fita important per tal d'arribar en el futur al ple coneixement
dels patrons de metilacié normals i sobretot, com la seva desregulacié contribueix a fenomens
com el cancer. Aixi, només per mitja de la integracié de la informacié genética i epigenética,
arribarem a entendre com el genoma es regulat i interpretat globalment. Fins ara pero, la major
part dels nostres esforgos en el camp de I'epigenética han anat enfocats a I'estudi de I'estat de
metilacio d'illes CpG i regions reguladores individuals, les quals conformen una fraccié
minoritaria del genoma. Queda per explorar el compartiment genomic més gran i desconegut a
nivell epigenétic: el de les seqliencies repetides disperses i les seqliencies uniques fora de les
regions reguladores. Ja hem vist al llarg d'aquesta tesi que la influencia que aquest
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compartiment pot tenir sobre la regulacié génica, I'arquitectura del genoma i la induccié de
diverses malalties és important, i per tant s’hauran d’aplicar més esforcos al seu estudi.

En aquest context, la disponibilitat de técniques d'analisi de la metilacid que siguin capaces de
“veure-hi” més enlla de les regions reguladores normalment desmetilades és essencial en la
caracteritzacié dels patrons de metilaci6 normals fora d'aquestes regions. Creiem que el
desenvolupament i aplicacié de técniques senzilles com I'AUMA obren cami en el dificil estudi
dels patrons de metilacié en elements repetitius, cami que ens ha de conduir a la comprensid
del complex joc que existeix entre aquests elements i la resta del genoma.

Els esforcos realitzats fins ara ens han permés comencar a veure I'abast de la metilacié aberrant
en tumors, perd queda sense resposta el per qué determinats gens es metilen el cancer i
d‘altres no, tot i que sabem de fa temps que gens de metiltransferases com la DNMT1 i
DNMT3b es troben sobreexpressats en diferents tumors com el CCR (Revisat en (Esteller 2007;
Issa 1999)). En aquest context, analisis genomics a nivell global han permes identificar motius
de DNA en illes CpG que o bé les protegeixen o bé en promouen la metilacid (Feltus et al.
2006), fet que suggereix que l'estructura del DNA, a través de la sequéncia primaria, pot jugar
un paper important en la generacié de patrons de metilaci. Un altre focus d‘atencié en aquest
camp és la possible relacio entre la metilacié aberrant d'illes CpG i la metilacié de la lisina 27.
En aquest context experiments recents indiquen que la metilacié d‘illes CpG amb nivells de
metilacié baixos o moderats depén de la preséncia dels components del PRC2 EZH2 (McGarvey
et al. 2007) i SUZ12 (Villa et al. 2007) en diferents models de cancer, tot i que la metilacid
d'illes fortament metilades no es veu afectada per la supressié de EZH2 (McGarvey et al. 2007).
Aixi, experiments futurs hauran d'anar enfocats a aclarir la relaci6 que existeix entre la
maquinaria de metilacié del DNA i la maquinaria de silenciament polycomb en la produccié de
patrons de metilacié aberrants en cancer. Tot i aix0, s’han pogut caracteritzar a nivell molecular
els perfils de cromatina que defineixen el silenciament transcripcional associat a la
hipermetilacié de promotors, arribant a la conclusié que aquests sén molt semblants als de les
cél-lules mare. Potser, com s’ha suggerit, la metilacid del DNA no té efectes reguladors de
I'activitat transcripcional, sind que només bloqueja un determinat estat epigenétic necessari per
a l'expansio del tumor (Widschwendter et al. 2007).

L'aparicio dels organismes pluricel*lulars planteja dos problemes basics relacionats: el control de
la divisid cellular i la diferenciacié. En aquests organismes, a partir d’'una Unica cél-lula
totipotent es deriven, a través de la divisio i la diferenciacio, els diferents llinatges cel*lulars que
donaran lloc a lindividu adult. Comencem a entendre com aquests mecanismes regulen
processos normals de diferenciacio i desenvolupament, i ens comencem a adonar que el cancer,
una malaltia lligada a l'edat i I'envelliment, potser no és més que un reflex de I'acumulacio
progressiva d’errors en els sistemes cel*lulars que han de vetllar pel manteniment de la identitat
cel*lular.
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Conclusions

10.

Existeix una correlacié estadisticament significativa entre el grau d’hipometilacié, perd
no d’hipermetilacid, i el nombre d’alteracions cromosomiques numeriques i estructurals
en cancer colorectal.

La hipometilacid afecta I'estabilitat de tots els cromosomes, essent la seleccié dins el
tumor I'encarregada d’augmentar la freqiiéncia de determinades alteracions.

La presencia de mutacions en el gen p53 juga un paper permissiu en |'adquisicio
d’alteracions cromosomiques, sense alterar-ne el grau de correlaci®é amb la
hipometilacio.

El metode AUMA és (til en la deteccié d'elements Alu desmetilats en teixit normal i
permet la identificacié tant d’hipometilacions com hipermetilacions associades a aquests
elements en cél"lules tumorals. La banda hipometilada en tumors Ag3, la qual mapa en
un intré del gen MYOM2, n'és un exemple. En aquesta regid, la hipometilacié d’un
element repetitiu Alu Y va acompanyada de pérdues en els nivells de metilacié de la
lisina 9 en la histona H3.

El metode QUMA permet la quantificacié d’elements Alu desmetilats a nivell genomic en
cél'lules normals i tumorals. Aixi hem determinat que una cél*lula normal de I'epiteli
colorectal conté al voltant de 25000 elements Alu desmetilats per genoma haploid, els
quals es distribueixen sobre tot al voltant de regions reguladores. D'altra banda, els
elements Alu es desmetilen en cél'lules de cancer colorectal, les quals acumulen al
voltant de 42000 Alu’s desmetilades.

La pressid per metilar elements Alu joves, entre els quals encara hi ha mebres amb
capacitat de transposicid, és major que la pressio per metilar elements Alu més antics,
entre els quals no hi ha membres actius en el genoma huma.

Hem identificat 8 noves illes CpG metilades en cancer colorectal, en una regié que
s'estén al llarg de més de 1.2 Mb en la regié6 cromosomica 5qg35.2. La metilacié
d'aquestes illes s'associa al silenciament transcripcional dels gens associats.

Els gens amb promotors hipermetilats en 5g35.2 estan sota el control de dominis
bivalents en céllules tumorals. Trobem sobre els promotors dels gens silenciats la
presencia de EZH2, SirT1 i Bmil.

La reexpressio dels gens silenciats per mitja de drogues desmetilants i inhibidors de
HDAC no resol els dominis bivalents cap a dominis només enriquits per marques de
cromatina activa.

L'Gs de drogues desmetilants i inhibidors de HDAC té un efecte inhibidor de la
transcripcié sobre els gens actius en la regié 5q35.2, fet que va associat a la formacié
de novo de dominis bivalents.
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10.

There is a statistically significant correlation between the degree of hypomethylation,
but not hypermethylation, and the number of numeric and structural chromosomal
alterations in colorectal cancer.

Hypomethylation compromises the stability of all chromosomes, whose alteration
frequency in the tumor depends on selection.

Mutations in the p53 gene do not affect the correlation between hypomethylation and
chromosomal alterations, but rather play a permissive role in the acquisition of these
alterations.

The AUMA method is useful in the detection of unmethylated Alu repeats in normal cells
and allows the identification of Alu-associated hypomethylation and hypermethylation
events in tumor cells. As an example, we have identified the hypomethylated sequence
Aqg3, mapping to an intron of the MYOM2 gene. In this region, the hypomethylation of
an Alu Y element is associated to a depletion of the methylated lisine 9 in histone H3.

The QUMA method allows the quantification of unmethylated Alu elements in normal
and tumor cells on the genomic scale. We have determined that a normal cell of the
colorectal epithelium contains 25000 Alu’s per haploid genome, mainly distributed
around regulatoy regions. On the other hand, Alu elements become demethylated in
tumor cells, which accumulate around 42000 unmethylated Alu elements.

Pressure to keep young Alu elements methylated, which still contain members capable
of retrotransposition, is higher than pressure to methylate older Alu elements, which do
not contain any active member in the human genome.

We have identified 8 methylated CpG islands in colorectal cancer, in a region spanning
over 1.2 Mb in genomic region 5q35.2. The methylated status of these islands
correlates with transcriptional downregulation of the associated genes.

Genes across 5g35.2 with promoter DNA methylation are under the control of bivalent
domains in tumor cells. We have detected the presence of EZH2, SirT1 and Bmil over
the silenced promoters.

Bivalent domains do not resolve into an active chromatin conformation with active
chromatin modifications upon gene reexpression with demethylating agents and HDAC
inhibitors.

The use of demethylating agents and HDAC inhibitors has an inhibitory effect on the
transcriptional activity of highly expressed genes across 5g35.2, which is associated to
the de novo formation of bivalent domains.
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Apéndix 1

AUMA.pl

Programa bioinformatic en llenguatge Perl d'analisi de seqtiéncies utilitzat per mapar seqiiencies
AUMA en el genoma huma. Contingut en el fitxer AUMA.pl i executat des de DOS. Codi en lletra
Courier i comentaris en lletra Tahoma.

FHEFFH SR H AR A AR AR AR AR R
#4#

#4#

## Format de sequencies V 1.0

##

## Per Jairo Rodriguez Lumbiarres IDIBELL 2006
#4#

#4#

E R i i i

print "\n";
print "\n";
print "\n";

print " FHAHHEHHF A A H S FHEH \D";
print "\n";

print " Posicio hits VvV 1.0\n";

print "\n";

print " FHAHHEHHF A AR F S HHFHEF S FHFH D"

print "\n";
print "\n";
print "\n";
print "Ruta del fitxer a analitzar\n";

# Obertura del fitxer que conté la seqiiéncia a analitzar

Sruta=<STDIN>;

open (FITXER,Sruta) or die "No es pot obrir el fitxer especificat";

print "El1 fitxer ",S$ruta,"ha estat obert correctament\n";
print "\n";
print "Introdueix el primer 1:\n";

# Entrada del primer Primer

Sprimer=<STDIN>;
chop Sprimer;
$long primer= length (Sprimer);

print "Primer sequence 1= ", S$primer, "\n";
print "\n";
print "Length primer 1= ", $long primer, "\n";

print "\n";
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# Entrada del segon Primer

print
print
print

"\n";
"\n";
"Introdueix el primer 2:\n";

Sprimer2=<STDIN>;
chop S$primer2;
$long primer2= length($primer2);

print "Primer sequence 2= ", Sprimer2, "\n";
print "\n";
print "Length primer 2= ", $long primer2, "\n";
print "\n";
print "Formatejant la sequencial\n";
print "\n";
$linia final="";
while (<FITXER>)
{
if (Y/\>/)
{
chop $_;
$linia final .=$ ;
}
else
{
print $ ,"\n";
}
}
$long= length($linia final);
print "\n";
print "La longitud de la seq es de ", $long, "pb\n";
print "\n";
print "\n";
print "
print "\n";
print "\n";
close FITXER;

\n";
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FHAFH A A A
# Analisi de la sequencia formatejada

AR A A A

# Fem l'analisi de les dues segs de forma continua

print "Posicionant els hits del primer ",Sprimer,"\n";

# Creem el fitxer de text que contindra els resultats del primer Primer...

open (RESULTS, ">c:/perl/bin/ecosistema/resultats.txt") or die "No es
pot obrir el fitxer de resultats\n";

for ($linia final)
{

@hits primer= /$primer/g;
Shits=Qhits primer;

print "Sequence hits=", $hits, "\n";
print "\n";

}

# Posicio del primer hit

Sposicio 0= index($linia final, $primer);
push (@posicions, $posicio 0);

print $posicio 0,"\n";

print RESULTS S$ruta,"\n";

print RESULTS $long, "\n";

print RESULTS S$hits,"\n";

# Primer en capcalera de columna

print RESULTS $primer, "\n";
print RESULTS S$posicio 0,"\n";

# Posicionem la resta de hits en la resta de seqtiéncia..

for ($i=1; $i<Shits; S$i++)

local $string=""; #definicid de la subcadena.
$nombre=$i-1;

#posicio d'extraccio relativa.

Sextract pos[$i]l=$posicions[Snombre]+$long primer;
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$string= substr($linia final, $extract pos[$i]);
Spos[S$i]l=index (S$Sstring, Sprimer) ;

Sposicio final=$pos[$i]+Slong primer+Sposicions[Snombre];
push (@posicions, Sposicio final);

print S$posicio final,"\n";

print RESULTS S$posicio final,"\n";

}

#posicionem el segon primer que ja hem entrat previament.

print "\n";
print "\n";
print "Posicionant els hits del primer ",S$primer2,"\n";

# Creem el segon fitxer temporal que contindra la informacié del segon Primer

open (RESULTS1,">c:/perl/bin/ecosistema/resultatsl.txt") or die "No es
pot obrir el fitxer de resultats\n";

for ($linia final)

{

@hits primer2= /Sprimer2/g;
Shits2=Q@hits primer2;

print "Sequence hits=", S$hits2, "\n";
print "\n";

# Posicio del primer hit

S$posicio= index($linia final, $primer2);
push (@posicions2, $Sposicio);

print S$posicio, "\n";

print RESULTS1 $ruta,"\n";

print RESULTS1 $long,"\n";

print RESULTS1 $hits2,"\n";

# Primer en capcalera de columna

print RESULTS1 S$primer2, "\n";
print RESULTS1 $posicio,"\n";

# Posicionem la resta de hits en la resta de seqiiéncia.

for ($a=1; $a<S$Shits2; Sa++)

local S$string=""; #definicio de la subcadena.
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Snombre2=Sa-1;

#posicié d'extraccio relativa.
Sextract pos2[$a]=Sposicions2[Snombre2]+Slong primer2;
$string2= substr($linia final, Sextract pos2[$al);
Spos2[S$Sal=index ($string2, Sprimer2) ;
$posicio final2=Spos2[$al+Slong primer2+S$posicions2[$nombre2];
push (@posicions2, $posicio final2);
print Sposicio final2,"\n";

print RESULTS1 S$posicio final2,"\n";

}

# Fi del programa

exit;
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Apéndix 2

Conjunt d‘illes CpG analitzades en la regié 5g35.2, a excepcid de la illa CpG118 de CPLX2 i el
fragment CPLX2 MIR, els quals es poden veure en la Figura 1C del segon treball (pag. 143). Les
dades mostrades provenen dels resultats obtinguts per seqiieénciacid directa de linies cel*lulars i
parelles normal-tumor tractades amb bisulfit sodic, el resum de les quals correspon a la Figura
2 del Treball 2 (pag. 144). Cada cercle representa un dinucleotid CpG en la seqiiéncia original.
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CpG145 DRD1
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HCT116
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CpG52 THOC3
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CpG126 RNF44
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X Not determined
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