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Discussió 161  

L’estudi de les alteracions epigenètiques en tumors 

 

Trobem en la literatura diferents aproximacions experimentals alhora d‟analitzar les alteracions 

epigenètiques en càncer, cada una d‟elles amb un nivell de resolució propi adequat a 

l‟abordatge de diferents qüestions. Així doncs, existeix un gran nombre de tècniques 

específiques que permeten un anàlisi d‟alta resolució sovint adreçat a l‟anàlisi d‟un o uns pocs 

gens específics, fet que les fa poc adients per a realitzar anàlisis globals (Veure Introducció, 

secció 5). Aquesta mena de metodologies va ser molt emprada en els inicis de la recerca 

epigenètica en càncer, dirigida principalment al descobriment de nous gens supressors tumorals 

silenciats amb promotors hipermetilats. En l‟actualitat, la disponibilitat de tècniques d‟anàlisi 

global ha fet invertir aquesta tendència. Les tècniques d‟hibridació de mostres complexes sobre 

arrays, com la hibridació de DNA o cromatina immunoprecipitats sobre arrays de DNA  

(DIP/ChIP on chip, respectivament), ens permeten realitzar mapes de la distribució de la 

metilació o bé de determinades modificacions d‟histones a nivell genòmic, de forma ràpida i en 

un sol experiment. Si bé aquesta aproximació proporciona una gran quantitat d‟informació, el 

nivell de resolució és més baix que el de les tècniques específiques, fet que la fa inadequada 

per a l‟estudi en profunditat de regions concretes. Queda, entre mig d‟aquests dos extrems, un 

buit de tècniques d‟anàlisi epigenètic que permetin de forma simultània tant estudis a nivell 

global com anàlisis específics a un nivell de resolució intermig. 

 

Aquesta situació, conjuntament amb l‟àmplia experiència del nostre laboratori en l‟ús de 

tècniques d‟anàlisi genètic basades en el fingerprinting de DNA i RNA va assentar les bases 

metodològiques per a l‟estudi de la metilació en tumors amb el doble objectiu de realitzar 

estudis globals i específics. La nova tècnica posada a punt pel doctorand Jordi Frigola es va 

anomenar Amplification of Inter Methylated Sites o AIMS i té el seu principi en la digestió 

diferencial de la seqüència CCCGGG (diana SmaI) metilada per mitjà d‟enzims de restricció 

sensibles i insensibles a la metilació (Frigola et al. 2002). Tot i que aquesta tècnica comparteix 

alguns passos amb mètodes preexistents, hi presenta uns clars avantatges. Principalment, 

l‟AIMS pot ser aplicat de forma molt simple a petites quantitats de mostra, fent-la ideal per al 

seu ús sobre sèries llargues de mostres clíniques com els tumors primaris, dels quals disposem 

de quantitats molt limitades. D‟altra banda, l‟AIMS permet extreure dades tant a nivell global 

com a nivell específic. A nivell global, AIMS proporciona dos índex de metilació independents, 

l‟índex d‟hipermetilació i el d‟hipometilació, obtinguts per a cada parella de teixit normal-tumor 

simultàniament en el mateix experiment. A nivell específic, 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 aplicació d‟AIMS, tant en línies cel·lulars com en tumors primaris 

colorectals, ha permès avançar de forma determinant en el coneixement dels canvis epigenètics 

que es donen durant el procés tumoral. A nivell global, els índex de metilació proporcionats per 

AIMS indiquen que la hipometilació i hipermetilació, que de forma simultània es donen en 

tumors, són dos fenòmens independents (Frigola et al. 2005b), fet que subratlla la necessitat 

de saber quins són els mecanismes que governen ambdós processos. A nivell específic, 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 aneuploïdia (Frigola et al. 2005a). Però sense dubte, el descobriment més 

sorprenent i rellevant ha estat la identificació i descripció d‟una regió cromosòmica en la qual la 

hipermetilació de promotors s‟estén al llarg de vàries megabases, afectant a múltiples gens 

adjacents distribuïts en varis grups separats entre sí per regions no metilades (Frigola et al. 

2006). Aquest descobriment representa un nou paradigma que canvia el model predominant 

segons el qual la hipermetilació de promotors es una alteració epigenètica específica que afecta 

a gens discrets.  

 

L‟aplicació d‟AIMS a una sèrie de 50 tumors colorectals primaris i les seves respectives parelles 

de mucosa normal, de les quals disposàvem d‟informació de les alteracions cromosòmiques que 

acumulen, representa el punt de partida d‟aquesta tesi (Treball 1) i ens ha permès aprofundir 

en l‟estudi de la relació entre les alteracions genètiques i epigenètiques. 

 

La desmetilació del DNA correlaciona amb alteracions cromosòmiques en tumors 

colorectals humans 

 

Tot i que treballs anteriors demostraven de forma clara que existeix una relació entre 

hipometilació del DNA i la inestabilitat genètica en diferents organismes model, aquesta qüestió 

no havia estat mai explorada a fons en tumors primaris humans (Veure Introducció, secció 4). 

Els nostres resultats indiquen per primer cop en tumors colorectals humans que existeix una 

correlació positiva entre el grau de hipometilació i el nombre d‟alteracions cromosòmiques que 

acumula el tumor. L‟exploració d‟una primera sèrie de tumors colorectals ha posat de manifest 

l‟existència d‟una correlació positiva entre el grau de desmetilació (r=0.25, P=0.022), però no 

d‟hipermetilació (r=0.02, P=0.856), i les alteracions genètiques mesurades per AP-PCR (pàg. 

60, Figura 2A), les quals inclouen mutacions puntuals, petites insercions i delecions i alteracions 

cromosòmiques numèriques i estructurals (Revisat en (Risques et al. 2003)). Aquests resultats 

són molt similars als obtinguts per Suzuki i col·laboradors sobre una sèrie de tumors gàstrics i 

de còlon (Suzuki et al. 2006) tot i que en aquest cas, els autors troben una correlació positiva 

tant amb el grau d‟hipometilació i hipermetilació del tumor i les alteracions genètiques 

mesurades per AP-PCR. En aquest treball, els autors estimen el grau d‟hipometilació i 

hipermetilació del tumor per mitjà d‟una tècnica d‟anàlisi de metilació global similar a AIMS 

anomenada NotI-MseII MS-AFLP (Methylation-sensitive amplified fragment length 

polymorphism). Aquesta tècnica està basada en la digestió de llocs NotI, enzim de restricció 

que reconeix la seqüència GCGGCCGC (Yamamoto et al. 2001), molt més infreqüent en el 

genoma humà que la seqüència reconeguda per SmaI (CCCGGG). El fet que per mitjà d‟aquesta 

metodologia trobin una correlació positiva entre hipermetilació i hipometilació en la sèrie de 

mostres analitzades, pot explicar la correlació positiva entre hipermetilació i alteracions 

genètiques que observen.  

 

En el nostre cas, l‟exploració d‟una segona sèrie de tumors colorectals ens ha permès 

aprofundir en la naturalesa de la correlació entre desmetilació i dany genètic. Així, per aquesta 

segona sèrie, obtenim una correlació positiva entre hipometilació mesurada per AIMS i 
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alteracions cromosòmiques mesurades per CGH (r=0.514, P<0.001) significativament millor que 

usant la mesura de dany genètic de AP-PCR, fet que ens indica que la naturalesa del dany 

genètic que correlaciona amb el grau de desmetilació és bàsicament cromosòmic, d‟acord amb 

estudis previs en diferents models tant in vitro (Chen et al. 1998; Lengauer et al. 1997) com in 

vivo (Eden et al. 2003; Gaudet et al. 2003). 

 

A més a més, la utilització d‟una tècnica no esbiaixada de mesura de les alteracions 

cromosòmiques com és la CGH posa en evidència per primera vegada en càncer que tots els 

cromosomes es veuen afectats per la hipometilació (pàg. 61, Figura 3). Aquest fet ens porta a 

suggerir que les diferències que observem en les freqüències d‟alteració dels diferents 

cromosomes es deuen  més a un efecte de selecció dins el tumor que no pas a que determinats 

cromosomes es vegin més afectats per la hipometilació. Així, tot i que la pèrdua dels 

cromosomes 17p i 18q i el guany de 20q no s‟associen a nivells més alts d‟hipometilació que la 

resta de cromosomes, són els tres cromosomes més freqüentment alterats en la sèrie de 50 

tumors analitzada (pàg. 61, Figura 3), fet que pot ser associat a la presència en aquests 

cromosomes de gens importants per al desenvolupament del CCR, com p53 (17p) o gens SMAD 

(18q). A més a més, tot i que la CGH no ens permet veure alteracions balancejades ni aquelles  

que afecten a regions molt petites sí que ens permet saber quan una alteració cromosòmica és 

numèrica (quan afecta a un cromosoma sencer) o estructural (afecta a un braç cromosòmic). 

Els resultats indiquen que la hipometilació s‟associa de forma indistinta tant amb alteracions 

estructurals com numèriques (pàg.66, Supplemental table 3). En resum, els nostres resultats 

indiquen que la hipometilació actua com un “motor cec” que s‟associa a l‟alteració de tots els 

cromosomes per igual, essent la selecció l‟encarregada d‟augmentar la freqüència d‟aquelles 

alteracions necessàries per al desenvolupament del tumor.  

 

Només un treball havia analitzat prèviament la relació entre la hipometilació i les alteracions 

cromosòmiques en tumors primaris. Un any abans de la publicació del nostre treball, Matsuzaki 

i col·laboradors (Matsuzaki et al. 2005) descrivien en una sèrie de tumors colorectals humans 

una correlació positiva entre la desmetilació en elements LINE, els quals s‟han trobat 

hipometilats en varis tipus de tumors (Revisat en (Ehrlich 2002)) i una freqüència incrementada 

de LOH en determinats cromosomes, en un subgrup de tumors sense inestabilitat de 

microsatèl·lits. El fet que usin un mètode semiquantitatiu i esbiaixat per avaluar el grau de 

desmetilació en elements LINE, així com que només puguin avaluar LOH en determinats 

cromosomes limita l‟impacte de les conclusions extretes pels autors. 

 

Molt recentment, Cadieux i col·laboradors (Cadieux et al. 2006), treballant amb una sèrie molt 

curta de glioblastomes humans i línies cel·lulars, han obtingut correlacions similars entre 

desmetilació global mesurada per mitjà de l‟assaig l‟acceptació de grups metil i alteracions 

cromosòmiques en regions molt concretes com les de DNA pericentromèric. Aquesta 

desmetilació global afecta bàsicament al satèl·lit pericentromèric (Sat2), gens específics com els 

MAGEA1 i seqüències repetides disperses com els elements Alu, totes elles regions genòmiques 

prèviament descrites per sofrir hipometilació en càncer. 
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La hipometilació en tumors: causa o conseqüència de les alteracions genètiques? 

 

No podem donar resposta des d‟un punt de vista mecanístic a aquesta pregunta amb mostres 

clíniques, i per tant només ens podem limitar a establir associacions. Tot i això, els resultats 

obtinguts en diferents organismes model (Chen et al. 1998; Eden et al. 2003; Gaudet et al. 

2003; Lengauer et al. 1997), així com el fet que la hipometilació és un fenomen temprà en el 

procés tumoral (Frigola et al. 2005b), suggereixen un paper causal de la hipometilació sobre la 

inestabilitat genètica. En aquest context, els estudis portats a terme per Suzuki i col·laboradors 

indiquen que si be la hipometilació s‟acumula progressivament en un procés lligat a l‟edat, les 

alteracions genètiques no ho fan (Suzuki et al. 2006), fet que suggereix que la hipometilació 

precedeix a l‟aparició d‟alteracions genètiques en tumors. Així, l‟acumulació progressiva 

d‟alteracions en la metilació en les cèl·lules que donaran origen al tumor seran a la base de les 

alteracions genètiques que s‟aniran acumulant durant la progressió tumoral. 

 

D‟altra banda, és raonable pensar que un increment en el nombre de cromosomes no fa sinó 

augmentar les probabilitats que noves alteracions epigenètiques puguin tenir lloc. Si bé no 

podem descartat aquesta hipòtesi, les nostres dades indiquen que aquest fenomen té un pes 

poc important en CCR. El producte del gen p53, el supressor tumoral més freqüentment mutat 

en càncers humans, és essencial en el manteniment de l‟estabilitat del genoma a través de la 

regulació de processos tant importants com la reparació del DNA, la regulació del cicle cel·lular i 

l‟apoptosi (Revisat en (Toledo and Wahl 2006)). Tant per la sèrie de mostres HSP com per la 

sèrie HUB la presència de mutacions en el gen p53 no altera la correlació entre desmetilació i 

alteracions cromosòmiques ni tampoc s‟associa a nivells significativament més alts de 

hipometilació (pàg. 59, Taula1). El que sí que veiem és com la presència de mutacions en p53 

incrementa el nombre d‟alteracions cromosòmiques, fet que és consistent amb el paper 

permissiu, però no inductor, de p53 en l‟adquisició d‟alteracions genètiques (Duensing and 

Duensing 2005)(Figura 20). 

 

 

 

Ja hem vist en la introducció que les causes de la inestabilitat genètica no són clares i poden 

tenir múltiples orígens. Tot i això, la correlació que hem obtingut entre el grau de desmetilació i 

les alteracions cromosòmiques ens indica que la hipometilació pot tenir un pes important en la 

Figura 20. Hipometilació i alteracions 

cromosòmiques. Durant la progressió tumoral 

els nivells de metilació del teixit tumoral 

disminueixen respecte als del teixit normal 

adjacent. Aquesta baixada en la metilació es 

correspon amb un increment en el nombre 

d‟alteracions cromosòmiques. La pèrdua de funció 

del gen p53 genera un ambient més permissiu que 

permet l‟adquisició de més alteracions genètiques 

sense alterar la correlació amb la hipometilació, 

representat per una pendent igual de les dues 

rectes d‟alteracions cromosòmiques. D‟altra banda, 

la pèrdua de p53 no comporta una reducció dels 

nivells de metilació del tumor. Progressió tumoral

+
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generació d‟alteracions genètiques en tumors. Si bé existeixen determinades mutacions en gens 

concrets que proporcionen un fenotip de CIN en alguns organismes model, no existeix una clara 

correlació genotip-fenotip a nivell de tumors primaris (com si ocorre en el cas de la inestabilitat 

de microsatèl·lits) i per tant hem d‟assumir que la hipometilació és un dels mecanismes, però 

no l‟únic, que opera en el tumor en la desestabilització del genoma.  

 

Causes de la hipometilació en tumors 

 

Les evidències de les que disposem actualment no expliquen els mecanismes a través dels 

quals es dóna la hipometilació (Ehrlich 2002; Feinberg and Tycko 2004). Quan parlem de 

hipometilació estem realitzant una comparació en la que assumim que hi ha un estat inicial amb 

un nivell de metilació determinat i un estat final amb un nivell de metilació comparativament 

més baix. En aquest cas, l‟estat inicial vindria representat per aquella o aquelles cèl·lules que 

originen el tumor i l‟estat final, per les cèl·lules tumorals. Segons el model més acceptat, les 

cèl·lules que donen lloc al tumor són cèl·lules mare epitelials que es troben en la porció inferior 

de les criptes de l‟epiteli digestiu, les criptes de Lieberkühn (Figura 21), on a través de divisions 

cel·lulars asimètriques perpetuen la població de cèl·lules mare i donen lloc a les cèl·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 cèl·lules mare epitelials de les criptes intestinals, 

no existeix cap estudi que de forma global hagi estimat quins són els nivells de metilació 

d‟aquest compartiment cel·lular. Aquest fet ens obliga a establir comparacions entre les 

cèl·lules tumorals i cèl·lules de teixit aparentment sa de l‟epiteli del còlon o el recte, assumint 

que els nivells de metilació del teixit normal són idèntics, o molt similars, als nivells de metilació 

de les cèl·lules que originen el propi tumor. La recerca en el futur haurà d‟abordar l‟estudi 

global dels patrons de metilació del compartiment cel·lular que dóna lloc al tumor, per tal de 

poder establir de forma correcta la comparació entre els nivells de metilació.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Donat que la metilació del DNA es copia de forma semiconservativa durant la replicació, un dels 

mecanismes proposats en la desmetilació pot ser la simple acumulació d‟errors epigenètics 

durant el procés de còpia, fet que comportaria una desmetilació passiva i progressiva. En 

aquest sentit estudis previs indiquen que existeix una desmetilació progressiva en teixit normal 

lligada a l‟edat (Revisat en (Issa 1999)), fet que ha estat també demostrat per a la 

hipometilació que es dóna en tumors gastrointestinals (Suzuki et al. 2006). De la mateixa 

Figura 21. El compartiment de cèl·lules 

mare epitelials en la cripta del còlon. 

L‟estat actiu de la via de Wnt, a través de       

β-catenina, en el compartiment inferior de la 

cripta permet perpetuar la població de cèl·lules 

mare del fons de la cripta, així com donar lloc al 

conjunt de cèl·lules diferenciades que 

conformaran l‟epiteli, les quals desactiven la via 

de Wnt, fet associat a la pèrdua de la seva 

capacitat proliferativa. Adaptat de (Sancho et 

al. 2003). 

Diferenciació 

Aturada cicle 

Cèl·lules 

mare 
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manera, la hipermetilació d‟illes CpG en teixit normal i tumoral és també un procés lligat a l‟edat 

(Revisat en (Issa 1999)). Aquests resultats, conjuntament amb el fet que la hipometilació té 

una distribució continua en càncer gàstric i de còlon (Suzuki et al. 2006) i càncer colorectal 

(pàg. 61, Figura 3) donen força a la hipòtesi d‟una hipometilació passiva lligada a errors durant 

la replicació, en un procés depenent de l‟edat. El fet que tant en teixit normal com en tumoral 

hi hagi una tendència progressiva a patir tant hipometilació global com hipermetilació 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 l‟activitat de la 

metiltransferasa de novo DNMT3b s‟incrementa, fet que pot estar a la base de les alteracions 

de la metilació associades a la edat en teixit normal (Lopatina et al. 2002). D‟altra banda, 

l‟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 alteració genètica en gens de DNMT en 

càncer que pugui alterar o abolir la seva funció i per tant produir la desmetilació 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 desmetilació global que pateix el genoma tumoral. Són molts els factors amb 

activitats modificadores de la cromatina que s‟han trobat alterats en càncer (Revisat en (Esteller 

2007)) i és d‟esperar que el seu estudi pugui aportar en el futur noves evidències sobre les 

causes de la hipometilació en càncer. 

 

Tal i com hem vist en la introducció, existeixen en càncer fenòmens d‟hipometilació específics 

associats a pèrdues de metilació en regions promotores de gens imprintats i gens metilats 

específics de teixit (Revisat en (Ehrlich 2002; Feinberg 2007)). Podríem per tant hipotetitzar que 

en aquests casos pugui existir una hipometilació activa dirigida a regions concretes. Aquesta 

hipòtesi prediu l‟existència d‟enzims amb activitat DNA desmetilasa, fet que no ha estat 

completament demostrat en mamífers. Per un costat, Bhattacharya i col·laboradors varen 

identificar i aïllar el primer enzim amb activitat DNA desmetilasa en cèl·lules humanes, el qual 

es correspon amb la proteïna amb domini de unió al DNA MBD2b (Bhattacharya et al. 1999). 

L‟existència 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 això, la incapacitat per replicar 

aquests resultats per part d‟altres laboratoris independents (Boeke et al. 2000; Ng et al. 1999; 

Wade et al. 1999 ) qüestiona l‟existència real d‟aquesta activitat.  

 

La producció de RNA no codificant ha estat lligada tant al silenciament transcripcional com a la 

metilació del DNA, dos processos relacionats. El primer mecanisme, anomenat RNA 

interferència (RNAi), implica el silenciament post-transcripcional per mitjà de la producció de 

petits intermediaris de RNA de doble cadena. En plantes però, existeix un mecanisme similar 

depenent de la maquinària RNAi, anomenat RNA directed DNA Methylation (RdDM), que 

comporta la metilació del DNA per mitjà de metiltransferases guiades per intermediaris de RNA 
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(Revisat en (Goll and Bestor 2005)). Se sap que la producció de RNAi és essencial per a la 

formació 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 depèn també de la metilació del DNA del seu promotor (Hata and Sakaki 1997; Yu et 

al. 2001). De fet, s‟ha descrit en càncer la desregulació de RNAs no codificants com els miRNA 

(Revisat en (Blenkiron and Miska 2007)). Tot i això, desconeixem si el mecanisme de RdDM, el 

qual ha estat també descrit en cèl·lules de mamífer (Kawasaki and Taira 2004; Morris et al. 

2004), pot ser el responsable de la metilació d‟aquests i altres elements repetitius. Si fos així, 

podem especular que alteracions en aquest sistema de metilació podrien tenir conseqüències 

importants en el manteniment dels patrons de metilació globals tant en cèl·lules normals com 

tumorals.  

 

Finalment, la dieta sembla ser un factor important en el manteniment dels nivells de metilació 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 hipometilació en humans (Revisat en (Friso and Choi 2002)) i càncer de 

fetge en rates, associat a hipometilació global i de gens específics (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 cèl·lula, modulant a llarg termini el 

desenvolupament de malalties com el càncer.   

 

Cap a un estudi epigenètic individualitzat dels elements repetitius: la necessitat de 

desenvolupar nous mètodes d’anàlisi de la metilació  

 

L‟observació que la hipometilació s‟associa a alteracions cromosòmiques en tumors humans ens 

va fer plantejar un estudi més en profunditat de la hipometilació en càncer. Si bé es coneixia 

des de feia molt temps que la hipometilació era un fenomen que afecta globalment a tot el 

genoma i que es dóna en estadis incipients del procés tumoral, poc sabíem de la mena de 

seqüències que es veuen afectades i sobretot, quina és la seva distribució en el genoma. Com 

ja hem vist en la introducció, prèviament alguns autors havien centrat la seva atenció en l‟estat 

de metilació de les seqüències repetides com les seqüències Alu, primer per mitjà de l‟anàlisi 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 mitjà de tècniques basades en l‟anàlisi de seqüències de 

DNA tractat amb bisulfit sòdic (Weisenberger et al. 2005; Yang et al. 2004). En qualsevol cas, 

aquestes aproximacions havien estat dirigides a fer estimacions globals del seu estat de 

metilació, sense poder identificar o quantificar elements concrets. En el laboratori ja 

disposàvem d‟una tècnica d‟anàlisi de la metilació, l‟AIMS, que com ja hem dit tant pot realitzar 

estimes globals dels nivells de metilació com servir d‟eina més específica de descobriment i 

mapatge de noves dianes. Els primers anàlisis enfocats a conèixer 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 seqüenciats)(Frigola et al. 2002). Aquest fet 

però no és sorprenent si tenim en compte que la major part de seqüències Alu estan fortament 

metilades i que una fracció considerable conté la seqüència diana de SmaI (pàg. 91, Taula 1), 

fet que les fa especialment propenses a ser amplificades per AIMS.  
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La primera aproximació experimental va consistir en l‟amplificació de productes d‟AIMS amb uns 

primers amb homologia a una seqüència consens d‟Alu, especialment dissenyats per enriquir els 

patrons AIMS amb aquestes seqüències. Donat l‟elevat nombre d‟aquests elements repetitius en 

el genoma humà (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‟estratègia, tot passant a amplificar aquelles Alu‟s amb la diana 

SmaI no metilada. Aquesta nova direcció va resultar ser encertada i varem començar a produir 

els primers patrons interpretables amb aquest nou plantejament. Els patrons obtinguts amb 

aquest nou mètode varen ser anomenats Amplification of UnMethylated Alu o AUMA (Treball 2). 

Si bé és cert que a nivell metodològic AIMS i AUMA comparteixen molts passos, a nivell 

conceptual AUMA no té cap precedent en la literatura. És tracta d‟obtenir patrons d‟una raresa 

del genoma: els elements Alu desmetilats. 

 

És important subratllar, que els elements repetits que amplifiquem per mitjà d‟AUMA són 

sistemàticament exclosos de la major part de metodologies d‟anàlisi de metilació, sobre tot 

aquelles que es basen en la hibridació d‟àcids nuclèics sobre arrays de DNA com el meDIP on 

chip (Veure Introducció, apartat 5), i que per tant els canvis de metilació que es donen en 

aquest compartiment del genoma són invisibles a aquestes metodologies. 

 

Els elements repetitius desmetilats en cèl·lules normals i tumorals 

 

L‟aplicació d‟AUMA a una sèrie de 50 tumors colorectals i les seves respectives parelles de teixit 

normal (Treball 2) ens ha permès identificar per primera vegada tant Alu‟s desmetilades en 

teixit normal com canvis en la metilació en aquests elements repetitius associats al procés 

tumoral, ja siguin hipometilacions com hipermetilacions. 

 

El fet que haguem pogut generar patrons altament reproduïbles d‟Alu desmetilades (pàg. 96, 

Figura 2 i pàg. 111, Supplemental Figure 3) és un resultat fins a cert punt inesperat, que 

implica l‟existència d‟un nombre elevat d‟elements repetitius l‟estat de desmetilació dels quals 

està consistentment mantingut, tant en teixit normal com tumoral. La seqüenciació d‟un 

número 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 (pàg. 105, Supplemental Table 1). Si bé és cert que les seqüències Alu es distribueixen 

preferentment en regions riques en gens, fet que queda demostrat en la hibridació de 

productes AUMA sobre cromosomes metafàsics (pàg.99, Figura 5A; Revisat en (Batzer and 

Deininger 2002)), aquest fet no és suficient per a explicar la distribució observada per a Alu‟s 

desmetilades. D‟acord amb els nostres resultats, anàlisis globals de les seqüències d‟elements 

Alu propers a regions promotores havien hipotetitzat que aquestes tenen un estat bàsicament 

hipometilat, basant-se en l‟evidència que tenen taxes de mutació associades al dinucleòtid 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 gènica són bàsicament les úniques regions del genoma 

humà que es mantenen lliures de metilació, és raonable hipotetitzar que l‟estat desmetilat de 

les seqüències Alu adjacents depengui de l‟estat de metilació d‟aquestes regions reguladores i 

viceversa.  
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Pel que fa als canvis de metilació en bandes AUMA que hem detectat en els tumors, tant el gran 

nombre de bandes AUMA afectades com l‟elevada freqüència amb la que aquests canvis es 

donen (pàg. 100, Figura 6) suggereixen una elevada plasticitat de l‟estat epigenètic d‟aquestes 

seqüències durant el procés tumoral. Per tant, AUMA ens permet la identificació i mapatge de 

dos fenòmens associats a tumors que fins ara cap altra tècnica abordava: la hipermetilació 

d‟elements repetitius no metilats en teixit normal i la desmetilació d‟elements normalment 

metilats. De forma notable, moltes de les seqüències que contenen elements Alu desmetilats 

mapen en regions del genoma prèviament caracteritzades com a punts fràgils o identificades 

com a llocs freqüentment alterats estructuralment en tumors, fent d‟AUMA una excel·lent 

metodologia de descobriment de regions hipometilades que puguin jugar un paper important en 

la generació d‟inestabilitat genètica en càncer. Podem posar com a exemple les bandes Ak1 i 

Aq3, les quals mapen en les regions dels gens ADA (20q13.12) i MYOM2 (8p23.3) 

respectivament (pàg.105, Taula1), totes dues molt freqüentment alterades en diferents tipus de 

tumors. 

 

L‟estudi una mica més en profunditat de la banda hipometilada Aq3, la qual conté les dues 

dianes SmaI en un element Alu Y i MLT1A respectivament, ha evidenciat que l‟estat metilat 

d‟aquests elements en teixit normal s‟associa a nivells alts de metilació en la lisina 9 de la 

histona H3 (pàg. 101, Figura 7D), modificació clàssicament associada a silenciament i 

heterocromatina (Revisat en (Kouzarides 2007)). Aquests resultats són molt similars als descrits 

per Kondo i col·laboradors per als elements Alu a nivells global i específic, segons els quals les 

seqüències Alu estan enriquides per lisina 9 metilada (Kondo and Issa 2003). El tractament amb 

drogues desmetilants provoca la pèrdua relativa de metilació de la lisina 9 (pàg. 101, Figura 

7D), fet que implica que la supressió d‟aquests elements repetitius per mitjà de la 

heterocromatinització depèn de la metilació del DNA. En resum, podem concloure que la 

hipometilació que es dóna en tumors dels 2 elements repetitius Alu Y i MLT1A en la regió 

8p23.3 provoca canvis en la composició de la cromatina que podrien estar associats amb la 

inestabilitat genètica que pateix la regió en múltiples tipus de càncer. Estudis futurs hauran de 

determinar si la hipometilació d‟aquests dos elements és un esdeveniment únic en la regió o bé 

s‟associa a la hipometilació d‟una regió més extensa, i si aquesta hipometilació guarda alguna 

relació amb la inestabilitat de la regió en càncer.  

 

Si bé AUMA ha permès mapar elements Alu desmetilats, el desenvolupament i aplicació de 

QUMA ens ha permès 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 

què disposàvem només permetien realitzar quantificacions relatives del grau de metilació dels 

dinucleòtids CpG en Alu‟s (Yang et al. 2004), però 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 cèl·lula 

normal de l‟epiteli del còlon, al voltant de 25000 Alu‟s, tenen la diana SmaI desmetilada. Segons 

les últimes estimacions el genoma humà 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 són compatibles 

amb l‟estat bàsicament desmetilat de la majoria de regions reguladores en el genoma humà 

(Revisat en (Yoder et al. 1997)), i com ja hem dit, argumenta a favor de la regulació de les 
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Alu‟s desmetilades per part de les seqüències 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 seqüències poden jugar tant en 

la hipometilació global del genoma com en la generació d‟inestabilitat genètica. 

 

Un anàlisi bioinformàtic detallat de la distribució de la diana SmaI, així com la diana usada per 

amplificar productes AUMA (l‟Apèndix 1 conté el programa informàtic utilitzat), ha evidenciat 

que la hipometilació de seqüències Alu no afecta a les diferents famílies Alu per igual. Així 

doncs, la pressió per mantenir silenciats elements Alu joves, els quals contenen encara 

membres amb capacitat de transposició, és superior a la que sofreixen elements Alu més antics, 

els quals han esdevingut inactius degut a l‟acumulació progressiva de mutacions en la seva 

seqüència (Revisat en (Batzer and Deininger 2002)). Per tant, tot i que com ja hem dit, la 

hipometilació pot entendre‟s com a un fenomen passiu que afecta globalment a tot el genoma, 

diferents constrenyiments selectius juguen un paper important en la modulació dels nivells de 

metilació de la cèl·lula tumoral. 

 

Els elements repetitius i l’arquitectura del genoma humà 

 

Una de les majors paradoxes de la biologia va arribar amb el coneixement que el tamany del 

genoma no correlaciona amb la complexitat biològica. Per què el nostre genoma és 275 

vegades més gran que el del llevat però 200 vegades més petit que el de l‟ameba Amoeba 

proteus? Aquesta és la paradoxa del valor C (C és el contingut en picograms de DNA d‟un 

genoma haploid). El principi de la comprensió d‟aquesta paradoxa va venir amb el coneixement 

que bona part del genoma humà, i el d‟altres espècies, està composat per elements repetits. La 

seqüenciació del genoma humà ha permès xifrar en un 50% aquest contingut (Lander et al. 

2001). De la resta, només un 10% té informació codificant per a proteïnes i un percentatge 

més elevat posseeix informació reguladora de l‟activitat gènica. Per tant, els nostres genomes 

estan bàsicament buits d‟informació codificant. Alguns autors han suggerit que la metilació del 

DNA pot donar resposta a aquesta paradoxa en vertebrats. Només una petita porció del 

genoma es manté lliure de metilació, aquella corresponent a elements reguladors com 

promotors i illes CpG, mentre que la resta del genoma, bàsicament seqüències repetides 

disperses i regions pericentromèriques es mantenen fortament metilades i en un estat 

heterocromàtic. Per tant, podem pensar que en realitat el tamany efectiu del genoma és el que 

proporcionen la col·lecció de seqüències lliures de metilació que són realment “visibles”, és a 

dir, aquelles que són accessibles a elements reguladors de l‟activitat metabòlica 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 seqüències repetides aquestes no afecten el tamany 

efectiu del genoma, el qual sí que correlaciona amb la complexitat biològica (Rollins et al. 

2006). En aquest context, la desmetilació d‟Alu‟s i altres elements repetits que reportem en 

aquest treball (pàg.105, Taula1), contribueixen a l‟increment del tamany efectiu del genoma en 

la cèl·lula tumoral, fet que incrementa el nombre de regions “visibles” propenses a patir 

alteracions genètiques, un dels motors de la progressió tumoral. 
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Noves alteracions epigenètiques en càncer: 5q35.2 com a model d’estudi  

 

La identificació en patrons AUMA d‟un petit fragment genòmic corresponent a un element 

repetitiu MIR desmetilat en teixit normal i freqüentment metilat en teixit tumoral marca l‟inici 

del tercer treball presentat en aquesta memòria. El precedent de la regió genòmica 2q14.2 en 

CCR, en la qual mapen un gran nombre de gens amb promotors metilats tant en tumors 

primaris com en línies cel·lulars (Frigola et al. 2006), ens va fer plantejar l‟estudi de l‟estat de 

metilació dels gens al voltant de CPLX2, arribant a identificar 8 illes CpG metilades, prèviament 

no descrites, en una regió que s‟estén al llarg de més de 1.2 Mb (pàg. 144, Figura 2). Aquestes 

dades, conjuntament amb d‟altres regions cromosòmiques aïllades a partir d‟AUMA en les quals 

hem trobat la metilació de múltiples illes CpG veïnes, ens porta a pensar que la metilació de 

múltiples illes CpG adjacents és un fenomen comú en el CCR i probablement en altres tipus de 

càncer. En aquest sentit, hem conegut molt recentment que la regió al voltant del gen hMLH1, 

freqüentment metilat en càncer, conté també d‟altres gens veïns metilats en càncer colorectal 

(Hitchins et al. 2007). 

 

És important subratllar que els mapes de metilació recentment obtinguts per a les línies 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 metilació en cap dels gens de la regió genòmica 5q35.2 aquí 

descrits, fet que ens indica que els estudis globals, tot i que proporcionen una àmplia visió, no 

arriben als nivells de sensibilitat proporcionats per AUMA, basat en l‟ús d‟enzims de restricció i 

PCR. Aquesta manca de sensibilitat es deu probablement al fet que els anticossos contra 5mC 

usats en aquestes tècniques requereixen d‟una densitat mínima de dinucleòtids CpG per tal de 

reconèixer i unir-se a l‟epítop (Keshet et al. 2006).   

 

En el present treball hem volgut anar un pas més enllà dels estudis duts a terme en la regió 

2q14.2, els quals aprofundeixen molt en aspectes de la metilació del DNA, més que no pas en 

la caracterització de les modificacions d‟histones en la regió. Globalment, creiem que la regió 

5q35.2 és un excel·lent model d‟estudi de les alteracions epigenètiques en càncer. En primer 

lloc, existeixen entre els gens hipermetilats i silenciats gens lliures de metilació amb nivells alts 

d‟expressió. Aquest fet ens proporciona controls positius i negatius dins de la mateixa regió 

d‟estudi i facilita les comparacions entre els estats transcripcionals actius i silenciats. En segon 

lloc, disposem d‟una línia de CCR genòmicament estable amb perfils de metilació 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 supressió gènica en 5q35.2: els dos hits de Knudson 

 

La prèvia caracterització de les alteracions genètiques de tipus cromosòmic en un subgrup de 

50 parelles normal-tumor de CCR indica que un 10% dels tumors en aquesta sèrie presenten 

pèrdua del braç 5q (Vendrell et al. 2007). En aquest braç cromosòmic hi ha un dels gens 

supressors tumorals més rellevants tant per a l‟inici com per a la progressió del CCR, el gen APC 

en 5q21, freqüentment inactivat o perdut tant en síndromes familiars com en tumors esporàdics 

de CCR (Revisat en (Fodde et al. 2001)), fet que comporta que les alteracions genètiques 
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d‟aquest cromosoma siguin freqüents en aquest tipus de càncer. Els anàlisis de metilació duts a 

terme sobre les mateixes mostres han determinat que tots els tumors amb pèrdues de 5q 

presenten també hipermetilació de promotors de gens en 5q35.2 (dades no mostrades). En la 

resta de tumors, els quals retenen els dos braços 5q (90%), la freqüència de metilació 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 metilació obtingudes per seqüenciació directa ens indiquen que la metilació de les 

illes CpG de gens en 5q35.2 és probablement bialèlica, donat que la metilació és presenta en la 

major part de casos a uns nivells per sobre del 75% (pàg. 143, Figura 1 i Apèndix 2). S‟ha 

descrit anteriorment que gens amb promotors hipermetilats no són dianes de mutació (Revisat 

en (Jones and Baylin 2002)), i de fet l‟anàlisi mutacional dut a terme a gran escala sobre més 

de 11.000 gens en càncer colorectal i de mama no ha identificat cap mutació en els gens en 

5q35.2 aquí descrits (Sjoblom et al. 2006). Tot plegat ens condueix a pensar que la metilació 

bialèlica és el mecanisme de supressió més freqüent en els gens de 5q35.2. En la resta de 

casos, la metilació d‟un dels al·lels aniria acompanyada de pèrdues d‟un dels braços 5q, mentre 

que la mutació 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 regió 5q35.2 

no només ens han proporcionat un bon model sobre el qual poder analitzar els mecanismes que 

mantenen aquests gens silenciats, sinó que també ens proporciona nous gens candidats a jugar 

un paper en el procés tumoral. 

 

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

 

Els gens que trobem silenciats en la regió 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); proteïnes relacionades amb el tràfic vesicular, com la 

complexina2 (CPLX2) i la clatrina B (CLTB); proteïnes d‟unió cel·lular, com la protocadherina de 

pulmó, fetge i còlon (PcLKC); proteïnes reguladores com la G protein-regulated inducer of 

neurite outgrowth 1 (GPRIN1) i proteïnes de funció desconeguda com la β sinucleïna (SNCB). 

 

La dopamina ha estat caracteritzada per tenir efectes anti-proliferatius en l‟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 càncer de còlon (Basu and Dasgupta 1999). Aquests resultats 

suggereixen un paper antitumoral de la dopamina, situació a la qual la cèl·lula tumoral respon 

disminuint els nivells del receptor cel·lular. Els nostres resultats mostren la infraexpressió del 

receptor DRD1 tant en tumors primaris com en línies cel·lulars (pàg. 146, Figura 4A-D), tot i 

que la metilació de la regió promotora és infreqüent en tumors però no en línies (pàg. 144 

Figura 2B i pàg. 146, Figura 4A/C). Aquesta major tendència a metilar de les línies cel·lulars ja 

havia estat descrita prèviament (Smiraglia et al. 2001).  
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En el cas del gen de la Sideroflexina 1 (SFXN1), tot i que el seu promotor està lliure de 

metilació en tots els teixits i línies cel·lulars analitzades (pàg. 144, Figura 2B i pàg. 146, Figura 

4A) l‟hem trobat parcialment infraexpressada en tumors primaris (pàg. 146, Figura 4A/B). 

Desconeixem les implicacions que la reducció de l‟expressió del gen que codifica per aquesta 

proteïna de membrana mitocondrial pugui tenir en càncer. D‟altra banda se sap que mutacions 

en SFXN1 provoquen anèmia siderocítica 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 proliferació 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 pràctica mèdica, inhibidors del receptor HRH2 com el Cimetidine han 

estat usats amb èxit en la teràpia contra el CCR durant molts anys, pels reconeguts efectes de 

reducció del creixement cel·lular que té aquesta droga (Adams et al. 1994; Armitage and Sidner 

1979; Gifford et al. 1981), fet que incrementa la confusió al voltant del paper de la histamina 

en càncer. Les evidències de les que es disposa actualment indiquen que la inhibició del 

receptor HRH2 en càncer té efectes antitumorals a través de dos mecanismes: la supressió 

directa dels efectes estimuladors de la proliferació de la histamina en aquells tumors que 

expressen HRH2, i l‟increment de la resposta immune, a través de la inhibició de la funció 

supressora de les cèl·lules T sobre els limfòcits (Revisat en (Siegers et al. 1999)). Els nostres 

resultats indiquen que la segona via immunològica podria ser prevalent en CCR, donat que el 

receptor HRH2 es troba silenciat en totes les línies de CCR analitzades en un elevat nombre de 

tumors primaris, freqüentment associat a la metilació de la seva regió promotora (pàg. 146, 

Figura 4). 

 

El silenciament transcripcional dels gens CPLX2 i CLTB pot tenir efectes sobre dues funcions 

cel·lulars bàsiques relacionades, importants per al funcionament de les cèl·lules de l‟epiteli 

colorectal: l‟exocitosi i l‟endocitosi. La complexina 2 és una proteïna adaptadora que juga un 

paper en la regulació de l‟exocitosi mediada per Ca++, actuant principalment en les sinapsis de 

les terminacions axòniques neuronals (Revisat en (Li and Chin 2003)). La complexina 2 

s‟expressa a nivells baixos en el còlon normal (pàg. 146, Figura 4D) i tot i que se‟n desconeix la 

funció en aquest teixit, la podríem relacionar amb la important activitat secretora que presenten 

determinades cèl·lules de la mucosa colònica. Això ens porta a hipotetitzar que el silenciament 

de CPLX2 podria estar relacionat amb una disminució de la capacitat secretora de les cèl·lules 

tumorals, amb uns efectes que desconeixem per a la biologia del tumor. D‟altra banda, la 

clatrina és un polipèptid, del qual la cadena lleugera de la clatrina codificada pel gen CLTB en 

forma part, que recobreix un tipus determinat de vesícules d‟endocitosi (Revisat en (McNiven 

and Thompson 2006)). Es desconeix el paper que el silenciament que aquí reportem pugui tenir 

per al CCR, tot i que segurament estarà relacionat amb la capacitat de les cèl·lules tumorals de 

formar vesícules recobertes de clatrina, importants per al tràfic vesicular. De fet, diverses 

molècules relacionades amb l‟endocitosi entre les quals no es troba la clatrina B, s‟han trobat 

alterades genèticament en diversos tipus de leucèmia (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 família de les protocadherines, dins de la 

superfamília de les cadherines, anomenat protocadherin lung, kidney and colon (PcLKC) 

(Okazaki et al. 2002). Com el seu nom indica, s‟expressa bàsicament en pulmó, ronyó i còlon. 

És en el còlon on s‟ha vist que la PcLKC juga un paper supressor tumoral, ja que la reexpressió 

de PcLKC en la línia de CCR HCT116 inhibeix la capacitat d‟aquesta de créixer en múltiples 

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 

línies cel·lulars analitzades (pàg. 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 línia cel·lular HCT116 (pàg. 

146, Figures 4A-D), es desconeix la seva funció en el còlon normal, on s‟expressa a uns nivells 

mitjos (pàg. 146, Figura 4D) i el paper que pugui jugar el seu silenciament en càncer. És en 

cervell, on GPRIN s‟expressa abundantment, que regula el creixement i la morfologia neuronal 

(Chen et al. 1999; Nakata and Kozasa 2005). 

 

La β-sinucleïna (SNCB) és una proteïna de funció desconeguda en teixit normal que s‟expressa 

principalment en cervell, on es localitza en les terminals pre-sinàptiques. Altres membres de la 

família són la α-sinucleïna, involucrada en malalties neurodegeneratives com el Parkinson i 

l‟Alzheimer, l‟activitat neorotòxica de la qual és inhibida per la β-sinucleïna en aquests contextos 

patològics (Hashimoto et al. 2001). Finalment, la γ-sinucleïna va ser identificada com a 

marcador de progressió en càncer de mama (Revisat en (George 2002)). La β-sinucleïna s‟ha 

trobat expressada en meduloblastomes (Fung et al. 2003) i càncer de mama i ovari (Bruening 

et al. 2000), però se‟n desconeixia la seva expressió en altres teixits. Els nostres resultats 

mostren per primer cop que la β-sinucleïna s‟expressa a nivells baixos en teixit de còlon normal. 

Tant en tumors primaris com en línies de CCR hi ha una marcada tendència al silenciament 

d‟aquest gen (pàg. 146, Figura 4A-D) associada a la metilació aberrant del seu promotor (pàg. 

146, Figura 4A/C). Desconeixem el paper que el silenciament de la β-sinucleïna pugui jugar en 

càncer colorectal, el qual haurà de ser abordat en futurs experiments. 

 

Finalment és important subratllar que en la regió 5q35.2 no només hem descrit gens silenciats, 

sinó també gens sobreexpressats en tumors. És el cas dels gens THOC3 i RNF44 (pàg. 146, 

Figura 4A-D). El producte del gen Tho Complex 3 (THOC3) participa en l‟estabilitat del DNA 

durant la transcripció i s‟ha vist que alteracions en el complex THO/TREX en llevats provoquen 

inestabilitat genètica associada a hiper-recombinació (Huertas and Aguilera 2003). Per tant, la 

sobreexpressió de THOC3 té sentit en un context en el qual hi ha un increment de l‟activitat 

transcripcional, com és el cas dels gens de rRNA (Koyuncuoglu et al. 1998; Williamson et al. 

2006) i l‟activació de la transcripció no codificant en les cèl·lules tumorals (Revisat en 

(Szymanski et al. 2005)), fet que pot ser interpretat com un mecanisme dirigit a minimitzar la 

inestabilitat genètica associada a la transcripció, que s‟ha de sumar a la inestabilitat genètica 

inherent que mostren molts tipus de tumors. Els nostres resultats són els primers que indiquen 

que THOC3 es troba sobreexpressat en càncer, tant en tumors primaris com en línies cel·lulars 

de CCR. D‟altra banda, el gen Ring Finger 44 (RNF44) pertany a la família de proteïnes amb 

dominis de dits de zinc, els quals els permeten tant interaccions proteïna-DNA com proteïna-
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proteïna (Freemont et al. 1991). Aquest gen s‟expressa a alts nivells en teixit normal de còlon 

(pàg. 146, Figura 4D) on es desconeix la seva funció, així com els efectes que la seva 

sobreexpressió en tumors pugui tenir.  

 

Valor diagnòstic i prognòstic dels marcadors de metilació identificats en 5q35.2 

 

L‟elevada freqüència amb la què hem trobat metilats alguns gens en 5q35.2 (pàg. 145, Figura 

3C), i encara més, l‟elevada freqüència amb la que els trobem infraexpressats (pàg. 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 això, 

estudis estadístics d‟associació amb diferents característiques clíniques i patològiques dels 

tumors han estat negatius, fet que pot ser atribuït en part a l‟elevada freqüència de metilació 

d‟aquests gens. Per tant, si bé aquests gens no ens proporcionen informació amb valor 

prognòstic, si que tenen un elevat valor diagnòstic. Una de les fites de la recerca en càncer és 

la identificació de marcadors moleculars amb una forta associació a tumors que puguin ser 

emprats en el diagnòstic del càncer. La metilació del DNA és un molt bon marcador, ja que 

podem detectar la presència de patrons de metilació aberrants en diferents tipus de mostres 

com la sang o la femta, per mitjà de tècniques molt sensibles basades en la PCR com el MSP 

(Veure Introducció, secció 5). Estudis futurs hauran de determinar la utilitat dels marcadors de 

metilació aquí descrits en el diagnòstic precoç del CCR i d‟altres tipus de càncer. 

 

L’origen stem  del càncer i els dominis bivalents 

 

La hipòtesi que en l‟origen dels tumors trobem cèl·lules amb característiques de cèl·lules mare, 

les anomenades cèl·lules mare del càncer o Cancer Stem Cells (CSCs) està prenent en els 

darrers anys un major protagonisme. Aquesta hipòtesi ofereix respostes a moltes de les 

preguntes plantejades fins ara, com el potencial replicatiu il·limitat de les cèl·lules tumorals, la 

qual s‟assembla a la capacitat d‟autoperpetuació de les cèl·lules mare. A més a més explicaria 

fins a cert punt l‟heterogeneïtat cel·lular que s‟observa en molts tumors, en els quals una petita 

proporció de CSCs proliferatives està envoltada d‟una gran majoria de cèl·lules filles 

diferenciades. El fet que les cèl·lules mare es divideixen al llarg de moltes generacions 

permetria també que aquestes poguessin acumular al llarg de la seva vida moltes alteracions 

genètiques i epigenètiques, començant així el seu camí cap a la malignitat (Revisat en (Valk-

Lingbeek et al. 2004)). En el cas del CCR, ja hem vist que la hipòtesi més acceptada és que el 

seu origen es troba en el compartiment inferior de les criptes de Lieberkühn en l‟epiteli del 

còlon i el recte (Revisat en (Sancho et al. 2003)). Fins ara però, les evidències moleculars que 

donaven suport a aquesta hipòtesi eren més aviat escasses. 

 

La ciència al voltant de l‟estudi epigenètic del càncer és mou ràpid. De fet, es mou tan ràpid 

que en el moment de llegir aquesta tesi, ja estarà desfasada. En els darrers dos anys, el gran 

desenvolupament de les tècniques d‟anàlisi massiu aplicades a l‟estudi de la cromatina, ha 

permès aprofundir en el coneixement de la regulació epigenètica de les cèl·lules mare, tot 

obtenint mapes globals de distribució de diferents modificacions d‟histones. La comparació 

d‟aquests patrons epigenètics amb els patrons de cromatina observats en càncer han evidenciat 

Cripta 



 
 Discussió 176 

per primera vegada que un gran nombre de gens epigenèticament alterats en càncer 

posseeixen patrons de cromatina similars als de les cèl·lules mare embrionàries, en suport d‟un 

origen stem del càncer. Contràriament al que passa en ESCs, en les quals els patrons 

d‟expressió són reversibles, la hipermetilació de promotors en cèl·lules tumorals elimina la 

reversibilitat, tot bloquejant un determinat patró d‟expressió que permet mantenir un estat de 

divisió permanent (Widschwendter et al. 2007). 

 

El treball que ha donat origen a aquesta línia de recerca epigenètica és el mapatge genòmic en 

ESCs murines de la histona H3 trimetilada en les posicions 4 i 27 (Bernstein et al. 2006), 

marques catalitzades pels sistemes de memòria tritòrax i polycomb, respectivament (Veure 

Introducció, secció 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 trimetilació de la lisina 4 com de la 27. Aquest 

descobriment ha fet canviar la concepció que fins ara teníem de la regulació epigenètica, 

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 això, i aquest treball demostra que determinats gens amb 

nivells de transcripció baixos contenen marques tant d‟activació (H3K4me3) com d‟inactivació 

(H3K27me3) sobre els seus promotors. La presència de promotors bivalents sobre aquests gens 

s‟interpreta com a la capacitat que tenen les cèl·lules mare embrionàries de donar lloc a 

qualsevol patró transcripcional de cèl·lula adulta diferenciada: si bé els gens amb promotors 

bivalents s‟expressen poc o gens en ESCs, l‟enriquiment durant la diferenciació d‟una de les 

dues modificacions d‟histones comportarà l‟activació transcripcional del gen (enriquiment per 

H3K4me3 i pèrdua de H3K27me3) o bé el seu silenciament definitiu (enriquiment per 

H3K27me3 i pèrdua de H3K4me3). Posteriorment, altres estudis han permès obtenir mapes 

genòmics de distribució de vàries modificacions d‟histones en ESCs i altres tipus cel·lulars en 

diferents estadis de diferenciació en ratolins (Mikkelsen et al. 2007), en ESCs humanes (Pan et 

al. 2007; Zhao et al. 2007) i en cèl·lules diferenciades humanes (Barski et al. 2007), tots ells 

reportant la presència de dominis bivalents en un gran nombre de gens.  

 

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

 

Els nostres resultats indiquen que, d‟acord amb treballs publicats anteriorment, gens amb 

promotors metilats en càncer són 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 càncers 

colorectals adults, a més a més de presentar altres característiques de cromatina inactiva com 

la hipoacetilació de determinats residus en les histones H3 i H4 (pàg. 147, Figura 5). Només en 

carcinomes embrionaris, tumors provinents de cèl·lules mare, s‟havia descrit la presència 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 càncers adults (Ohm et al. 2007). Els mateixos gens que 

descrivim en la regió 5q35.2 estan també regulats per dominis bivalents en ESCs tant humanes 

com murines, però no en cèl·lules humanes diferenciades (pàg. 155, Supplementary table 5), 

fet que suggereix un origen del CCR en cèl·lules amb característiques de cèl·lules mare. 
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A més a més, aportem evidències de la presència sobre els gens silenciats amb dominis 

bivalents de components de complexes repressors polycomb. Existeixen múltiples treballs que 

demostren la implicació de EZH2, dins el context del PRC2, en el silenciament transcripcional de 

múltiples gens en càncer de pròstata i mama (Bracken et al. 2003; Kleer et al. 2003; Rhodes et 

al. 2003; Sellers and Loda 2002; Varambally et al. 2002) i leucèmia promielocítica (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 (pàg. 150, Figura 8), la qual havia estat implicada 

prèviament en el silenciament de gens hipermetilats en línies de CCR (Pruitt et al. 2006). Per 

tant demostrem per primera vegada la implicació de EZH2 i SirT1 sobre gens silenciats amb 

promotors hipermetilats sota el control de dominis bivalents en càncer. Aquestes dues proteïnes 

han estat identificades per formar part, conjuntament amb la isoforma Eed2, del PRC4, 

específic de cèl·lules indiferenciades i tumorals (Kuzmichev et al. 2005). Tot i que la 

caracterització bioquímica de complexes repressors PRC demostra que la presència de SirT1 és 

específica 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 presència de EZH2 i SirT1 sobre els promotors 

silenciats en 5q35.2 sigui en el context del PRC4, tot i que dues evidències experimentals ens 

portin a suggerir aquesta possibilitat: (1) EZH2 s‟ha trobat sobreexpressat tant en tumors de 

pròstata (Varambally et al. 2002) com de còlon i mama (Kuzmichev et al. 2005), fet que 

s‟associa a la formació del PRC4 en cèl·lules en cultiu (Kuzmichev et al. 2005) i (2) la isoforma 

de Eed específica del PRC4, Eed2, s‟expressa en tumors de còlon, però no en teixit normal de 

còlon (Kuzmichev et al. 2005). 

 

La caracterització bioquímica del PRC4 demostra la preferència de EZH2 en aquest complex 

repressor per metilar la lisina 26 en la histona H1, tot i que en absència de H1 també pot 

metilar la histona H3 (Kuzmichev et al. 2005). Per tant, tot i que no hem determinat la 

presència d‟histona H1, la qual s‟associa a la compactació 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 5q35.2 es pot donar 

en absència de histona H1, context en el què el complex PRC4 podria metilar la histona H3 en 

la lisina 27, tal i com ha estat suggerit prèviament (Revisat en (Vaquero et al. 2007)). 

 

També hem pogut detectar la presència del component del PRC1 BmiI sobre els promotors 

silenciats (pàg. 150, Figura 8), la qual s‟ha trobat sobreexpressada en diferents tumors humans 

(Revisat en (Valk-Lingbeek et al. 2004)). El descobriment que la proteïna del PRC1 PC conté un 

cromodomini que s‟uneix específicament a lisina 27 metilada (Cao et al. 2002), va demostrar 

que el silenciament transcripcional associat a la metilació de la lisina 27 ve mediat pel PRC1, el 

qual bloqueja l‟entrada de complexes remodeladors de cromatina (Revisat en (Cao and Zhang 

2004)). Per tant, la detecció del component del PRC1 BmiI sobre els promotors silenciats 

suggereix que el silenciament d‟aquests gens ve mediat per un bloqueig dels nucleosomes en 

una conformació de cromatina refractòria a l‟activitat transcripcional. Aquest paper de PRC1 en 

el silenciament transcripcional està d‟acord amb els nostres resultats, els quals demostren per 

primera vegada que la desrepressió de gens hipermetilats amb promotors bivalents va 

acompanyada de la pèrdua de BmiI. 
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Finalment, no hem determinat si els dominis bivalents que hem descrit es troben ja sobre 

aquests mateixos gens en teixit de còlon normal, o bé es formen de manera aberrant durant el 

procés tumoral. Aquest punt haurà de ser adreçat en el futur per mitjà de ChIP sobre teixit, 

tècnica de més fàcil aplicació sobre cèl·lules en cultiu. Tot i això, el fet que els gens amb 

promotors metilats en càncer s‟expressin poc en teixit normal (pàg. 146, Figura 4D) ens porta a 

suggerir que aquests ja podrien estar marcats amb dominis bivalents, d‟acord amb els baixos 

nivells d‟expressió que mostren gens amb promotors bivalents en ESCs (Bernstein et al. 2006). 

 

El codi d’histones i la dominància de la memòria 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 clàssicament relacionada amb la pèrdua de modificacions d‟histones 

associades a silenciament, com la metilació de la histona H3 en la lisina 9, i el guany de 

modificacions associades a activació, com l‟acetilació i la metilació 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‟activació i els gens silenciats sota el control d‟un codi de 

marques d‟inactivació. Ja hem vist però, que el descobriment dels dominis bivalents representa 

un nou paradigma en la regulació epigenètica una mica menys simplista.  

 

Els nostres resultats mostren una característica fins ara no descrita dels dominis bivalents, la 

seva dominància sobre altres modificacions d‟histones. D‟aquesta manera, la presència de 

dominis bivalents en els gens silenciats en limita la seva reexpressió, mentre que la creació de 

novo de dominis bivalents sobre els gens actius en provoca la infraexpressió, tot i que el 

conjunt dels gens presenten guanys a nivell d‟acetilació, sobretot de la histona H3. 

 

Els nostres resultats però, no expliquen aquest fenomen de dominància. Podem hipotetitzar 

però,  que es deu a que les dues marques de metilació (H3K4me3/H3K27me3) poden ser 

reconegudes per factors amb capacitat d‟alterar l‟estructura de la cromatina de forma 

específica, en contra de l‟acetilació de residus com la lisina 9 de la histona H3, associada 

bàsicament a una estructura més oberta de la cromatina a través de l‟apantallament de 

càrregues positives de lisina (Veure Introducció, secció 3). Per tant, és plausible hipotetitzar que 

la presència de complexes modificadors de cromatina tinguin un efecte dominant sobre els 

efectes més generals d‟activació de la transcripció de l‟acetilació de lisines. 

 

Finalment, el fet que els gens actius en 5q35.2 prèviament no marcats amb H3K27me3 mostrin 

enriquiment d‟aquesta marca en els seus promotors després dels tractaments amb drogues, 

indica que cap gen en 5q35.2 és intrínsecament no metilable per part de EZH2. Aquests 

resultats estan d‟acord amb el fet que en mamífers no s‟ha descrit fins a la data l‟existència de 

Polycomb response elements o PREs, elements de seqüència de regulació en cis que guien la 

maquinària 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 transcripció, com ha 

estat demostrat en el cas de la leucèmia promielocítica, on la proteïna de fusió PML-RARα 
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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 presència de barreres físiques que mantinguin aïllades regions de 

cromatina amb estats transcripcionals oposats. Ja hem vist que un bon candidat a realitzar 

aquesta funció és el factor CTCF, el qual s‟uneix en múltiples llocs en 5q35.2 (Barski et al. 

2007). Queda per demostrar si el fet d‟esborrar les marques de metilació en la cèl·lula tumoral 

afecta al reconeixement de factors com CTCF de les seves dianes, i si aquest fet té un paper 

causal en l‟aparent trencament dels dominis d‟expressió que veiem en 5q35.2. 

 

En resum, els resultats obtinguts ens han permès elaborar un model del conjunt de regulació 

epigenètica dels gens silenciats en la regió 5q35.2 (Figura 22).  

 

SirT1 i supervivència: la connexió amb el metabolisme cel·lular 

 

Les nostres dades indiquen que el silenciament aberrant dels gens amb promotors hipermetilats 

va associat a la hipoacetilació de la lisina 16 en la histona H4 (H4K16), fet que va acompanyat 

de la presència de SirT1 sobre els promotors silenciats, molt probablement en el context del 

PRC4. La implicació de SirT1 en el silenciament de gens amb promotors hipermetilats ja havia 

estat mostrada prèviament en un model de CCR (Pruitt et al. 2006). SirT1 és un membre de la 

família de les Sirtuïnes, proteïnes identificades per la seva homologia amb la proteïna 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 implicació de SirT1 en la formació d‟heterocromatina a través de la desacetilació de la H4K16 

està ben documentada, així com la seva capacitat de promoure el silenciament transcripcional 

(Revisat en (Vaquero et al. 2007)), activitats amb conseqüències a nivell de replicació, reparació 

i recombinació (Revisat en (Blander and Guarente 2004)). Sorprenentment, estudis en llevat 

demostren que la sobreexpressió de SirT1 va associada a un increment del lifespan (període de 

vida) a través d‟un increment del nombre de cicles de replicació del DNA que una cèl·lula pot 

afrontar abans d‟entrar en senescència. Aquest efecte s‟associa al requeriment de NAD+ per 

part de SirT1, fet que lliga l‟activitat desacetilasa d‟aquest enzim als nivells globals de NAD+ i 

per tant, a l‟activitat metabòlica. Aquest efecte de SirT1 sobre la vida replicativa pot ser 

explicada a través de la restricció calòrica o CR (de l‟anglès caloric restriction) la qual se sap 

que augmenta el lifespan des de llevats fins a mamífers a través de diferents mecanismes 

fisiològics i moleculars (Revisat en (Cohen et al. 2004; Guarente 2005)). Entre d‟altres, la CR 

provoca un increment dels nivells de NAD+, els quals al seu torn incrementen l‟activitat de 

SirT1, fet que s‟associa a l‟activació de mecanismes de supervivència com la inhibició de la 

senescència i apoptosi i l‟activació de vies de senyalització en resposta a l‟estrès (Revisat en 

(Vaquero et al. 2007)). A més a més, SirT1 inhibeix la diferenciació tant d‟adipòcits com de 

cèl·lules musculars esquelètiques, les quals depenen en gran mesura del balanç de 

NAD+/NADH (Fulco et al. 2003; Picard et al. 2004). Aquests resultats mostren un clar paper de 

SirT1 en la regulació del lifespan replicatiu i la inhibició de la diferenciació, ambdós fenòmens 

lligats a l‟envelliment i el càncer.  
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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 línea cel·lular HCT116: (BM, Bivalent methylated or methylable) gens amb promotors 

bivalents hipermetilats o hipermetilables en tumors i línies (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 l‟estat no metilat 

(verd) o metilat (vermell) de les illes CpG. La cèl·lula normal presenta gens actius (A i probablement DU) amb 

promotors enriquits per marques d‟activació (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 aïllants (caixes 

negres verticals) mantindrien els diferents dominis separats. En la cèl·lula tumoral, la presència de metilació 

sobre la major part dels promotors bivalents provoca el silenciament del gen (BM) acompanyat del component 

del PRC1 BmiI i de la HDAC SirT1, la qual provoca la desaparició de Ac K16, possiblement en el context del 

PRC4. La infraexpressió també afecta gens DU, els quals no presenten marques de cromatina inactiva sobre el 

promotor. D‟altra banda, els gens A mantenen les seves marques de cromatina i la seva activitat transcripcional 

es veu incrementada. L‟ús de drogues desmetilants (5azaC) i inhibidors de HDAC (TSA) provoca la desaparició 

de la metilació del DNA i un increment global de l‟acetilació Ac K9 en la regió. Tots els gens infraexpressats o 

silenciats en a cèl·lula tumoral (BM i DU) incrementen la seva expressió i guanyen Ac K16 de forma específica, 

tot i que els gens que tenien promotors bivalents no els perden. Aquesta reexpressió va acompanyada de la 

pèrdua de SirT1 i BmiI. En aquest punt, la possible pèrdua de les barreres que mantenien separats els diferents 

dominis provoca que marques d‟inactivació de cromatina inactiva (K27me) s‟estenguin als dominis actius 

adjacents (A) i sobre altres gens que no presentaven aquestes marques prèviament (DU). Així, la formació de 

dominis bivalents sobre els promotors de gens A en provoca la seva infraexpressió. 
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En aquest context, SirT1 és l‟única sirtuïna que ha estat directament implicada en càncer, la 

qual juga un paper important a varis nivells. Aquesta HDAC s‟ha trobat sobreexpressada en 

càncer, entre ells el CCR, fet que s‟associa al silenciament transcripcional de gens supressors 

tumorals amb promotors hipermetilats, els quals es poden reexpressar per mitjà d‟inhibidors 

específics de SirT1 com la esplitomicina (Pruitt et al. 2006). Podem  especular que la restricció 

calòrica a la qual estan sotmesos els tumors abans de ser capaços de mantenir angiogènesi 

(Revisat en (Hanahan and Weinberg 2000)) podria jugar un paper causal en l‟augment de 

l‟activitat de SirT1 a través de la modulació del balanç entre NAD+/NADH. Tot i això, es coneix 

que el silenciament de HIC1, regulador negatiu de SirT1, a través de la hipermetilació del seu 

promotor provoca la sobreexpressió de SirT1 en tumors (Chen et al. 2005). De fet, la inactivació 

epigenètica d‟un al·lel de HIC1 en la línia germinal de ratolí predisposa a un gran ventall de 

tumors malignes, en un procés depenent de l‟edat (Chen et al. 2003).  

 

Alguns dels gens silenciats per SirT1 estan directament implicats en un increment de les senyals 

de supervivència. És el cas cas dels gens SFRP, reprimits per SirT1 en CCR, fet que provoca un 

increment de l‟activitat de la via de Wnt (Revisat en (Jones and Baylin 2007)). Tant p53 com 

NF-κB són desacetilats per SirT1, inhibint en el tumor l‟entrada en senescència i l‟apoptosi 

(Revisat en (Vaquero et al. 2007)). Estudis genòmics han permès identificar pèrdues globals 

d‟acetilació de H4K16 en cèl·lules tumorals (Fraga et al. 2005), tot indicant que l‟acció de SirT1 

no queda reduïda a gens específics, sinó que també pot tenir efectes en l‟arquitectura del 

genoma modulant els nivells globals d‟acetilació de H4K16. 

 

Nous coneixements, noves preguntes 

 

Fa anys que coneixem que el càncer és manifesta com un problema de l‟expressió gènica, 

creant patrons d‟expressió aberrants que configuren fenotips capaços d‟alterar l‟homeostasi 

cel·lular. La recerca en plena era epigenètica ha proporcionat algunes respostes a les preguntes 

plantejades, però queda encara molt camí per fer. 

 

Com ja hem dit anteriorment, l‟era de l‟anàlisi genètic ens ha proporcionat mapes precisos de la 

seqüència del DNA. D‟altra banda, ens hem adonat que aquesta informació no és suficient per 

entendre com la cèl·lula restringeix l‟accés a la informació per tal de produir els diferents 

patrons d‟expressió que confereixen la identitat a cada tipus cel·lular. Així doncs, varem entrar  

en l‟era de l‟anàlisi epigenètic, en la qual encara ens trobem. En aquest sentit, la posada en 

marxa del projecte epigenoma humà (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 metilació normals i sobretot, com la seva desregulació contribueix a fenòmens 

com el càncer. Així, només per mitjà de la integració de la informació genètica i epigenètica, 

arribarem a entendre com el genoma es regulat i interpretat globalment. Fins ara però, la major 

part dels nostres esforços en el camp de l‟epigenètica han anat enfocats a l‟estudi de l‟estat de 

metilació d‟illes CpG i regions reguladores individuals, les quals conformen una fracció 

minoritària del genoma. Queda per explorar el compartiment genòmic més gran i desconegut a 

nivell epigenètic: el de les seqüències repetides disperses i les seqüències úniques fora de les 

regions reguladores. Ja hem vist al llarg d‟aquesta tesi que la influència que aquest 

http://www.epigenome.org/
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compartiment pot tenir sobre la regulació gènica, l‟arquitectura del genoma i la inducció de 

diverses malalties és important, i per tant s‟hauran d‟aplicar més esforços al seu estudi.  

 

En aquest context, la disponibilitat de tècniques d‟anàlisi de la metilació que siguin capaces de 

“veure-hi” més enllà de les regions reguladores normalment desmetilades és essencial en la 

caracterització dels patrons de metilació normals fora d‟aquestes regions. Creiem que el 

desenvolupament i aplicació de tècniques senzilles com l‟AUMA obren camí en el difícil estudi 

dels patrons de metilació en elements repetitius, camí que ens ha de conduir a la comprensió 

del complex joc que existeix entre aquests elements i la resta del genoma. 

 

Els esforços realitzats fins ara ens han permès començar a veure l‟abast de la metilació aberrant 

en tumors, però queda sense resposta el per què determinats gens es metilen el càncer 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, anàlisis genòmics a nivell global han permès identificar motius 

de DNA en illes CpG que o bé les protegeixen o bé en promouen la metilació (Feltus et al. 

2006), fet que suggereix que l‟estructura del DNA, a través de la seqüència primària, pot jugar 

un paper important en la generació de patrons de metilació. Un altre focus d‟atenció en aquest 

camp és la possible relació entre la metilació aberrant d‟illes CpG i la metilació de la lisina 27. 

En aquest context experiments recents indiquen que la metilació d‟illes CpG amb nivells de 

metilació baixos o moderats depèn de la presència dels components del PRC2 EZH2 (McGarvey 

et al. 2007) i SUZ12 (Villa et al. 2007) en diferents models de càncer, tot i que la metilació 

d‟illes fortament metilades no es veu afectada per la supressió de EZH2 (McGarvey et al. 2007). 

Així, experiments futurs hauran d‟anar enfocats a aclarir la relació que existeix entre la 

maquinària de metilació del DNA i la maquinària de silenciament polycomb en la producció de 

patrons de metilació aberrants en càncer. Tot i això, s‟han pogut caracteritzar a nivell molecular 

els perfils de cromatina que defineixen el silenciament transcripcional associat a la 

hipermetilació de promotors, arribant a la conclusió que aquests són molt semblants als de les 

cèl·lules mare. Potser, com s‟ha suggerit, la metilació del DNA no té efectes reguladors de 

l‟activitat transcripcional, sinó que només bloqueja un determinat estat epigenètic necessari per 

a l‟expansió del tumor (Widschwendter et al. 2007).  

 

L‟aparició dels organismes pluricel·lulars planteja dos problemes bàsics relacionats: el control de 

la divisió cel·lular i la diferenciació. En aquests organismes, a partir d‟una única cèl·lula 

totipotent es deriven, a través de la divisió i la diferenciació, els diferents llinatges cel·lulars que 

donaran lloc a l‟individu adult. Comencem a entendre com aquests mecanismes regulen 

processos normals de diferenciació i desenvolupament, i ens comencem a adonar que el càncer, 

una malaltia lligada a l‟edat i l‟envelliment, potser no és més que un reflex de l‟acumulació 

progressiva d‟errors en els sistemes cel·lulars que han de vetllar pel manteniment de la identitat 

cel·lular. 
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Conclusions 

 

1. Existeix una correlació estadísticament significativa entre el grau d‟hipometilació, però 

no d‟hipermetilació, i el nombre d‟alteracions cromosòmiques numèriques i estructurals 

en càncer colorectal. 
 

 
2. La hipometilació afecta l‟estabilitat de tots els cromosomes, essent la selecció dins el 

tumor l‟encarregada d‟augmentar la freqüència de determinades alteracions. 

 
 

3. La presència de mutacions en el gen p53 juga un paper permissiu en l‟adquisició 
d‟alteracions cromosòmiques, sense alterar-ne el grau de correlació amb la 

hipometilació. 
 

 

4. El mètode AUMA és útil en la detecció d‟elements Alu desmetilats en teixit normal i 
permet la identificació tant d‟hipometilacions com hipermetilacions associades a aquests 

elements en cèl·lules tumorals. La banda hipometilada en tumors Aq3, la qual mapa en 
un intró del gen MYOM2, n‟és un exemple. En aquesta regió, la hipometilació d‟un 

element repetitiu Alu Y va acompanyada de pèrdues en els nivells de metilació de la 

lisina 9 en la histona H3. 
 

 
5. El mètode QUMA permet la quantificació d‟elements Alu desmetilats a nivell genòmic en 

cèl·lules normals i tumorals. Així hem determinat que una cèl·lula normal de l‟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 cèl·lules de càncer colorectal, les quals acumulen al 
voltant de 42000 Alu‟s desmetilades. 

 
 

6. La pressió per metilar elements Alu joves, entre els quals encara hi ha mebres amb 

capacitat de transposició, és major que la pressió per metilar elements Alu més antics, 
entre els quals no hi ha membres actius en el genoma humà. 

 
 

7. Hem identificat 8 noves illes CpG metilades en càncer colorectal, en una regió que 

s‟estén al llarg de més de 1.2 Mb en la regió cromosòmica 5q35.2. La metilació 
d‟aquestes illes s‟associa al silenciament transcripcional dels gens associats. 

 
 

8. Els gens amb promotors hipermetilats en 5q35.2 estan sota el control de dominis 
bivalents en cèl·lules tumorals. Trobem sobre els promotors dels gens silenciats la 

presència de EZH2, SirT1 i BmiI. 

 
 

9. La reexpressió dels gens silenciats per mitjà de drogues desmetilants i inhibidors de 
HDAC no resol els dominis bivalents cap a dominis només enriquits per marques de 

cromatina activa. 

 
10. L‟ús de drogues desmetilants i inhibidors de HDAC té un efecte inhibidor de la 

transcripció sobre els gens actius en la regió 5q35.2, fet que va associat a la formació 
de novo de dominis bivalents. 
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Conclusions 

 

1. 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. 
 

 
2. Hypomethylation compromises the stability of all chromosomes, whose alteration 

frequency in the tumor depends on selection. 

 
 

3. 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. 
 

 

4. 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 
Aq3, 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. 

 
 

5. 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.  

 
 

6. 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. 

 
 

7. 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. 

 
 

8. Genes across 5q35.2 with promoter DNA methylation are under the control of bivalent 
domains in tumor cells. We have detected the presence of EZH2, SirT1 and BmiI over 

the silenced promoters.  
 

 

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

inhibitors. 
 

 

10. The use of demethylating agents and HDAC inhibitors has an inhibitory effect on the 
transcriptional activity of highly expressed genes across 5q35.2, which is associated to 

the de novo formation of bivalent domains. 
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Apèndix 1 

 

AUMA.pl 
 

Programa bioinformàtic en llenguatge Perl d‟anàlisi de seqüències utilitzat per mapar seqüències 
AUMA en el genoma humà. Contingut en el fitxer AUMA.pl i executat des de DOS. Codi en lletra 

Courier i comentaris en lletra Tahoma. 
 

 
################################################ 

## 

## 

## Format de sequencies V 1.0 

## 

## Per Jairo Rodriguez Lumbiarres IDIBELL 2006 

## 

## 

################################################ 

 

 

 

print "\n"; 

print "\n"; 

print "\n"; 

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

print "\n"; 

print "   Posicio hits V 1.0\n"; 

print "\n"; 

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

print "\n"; 

print "\n"; 

print "\n"; 

print "Ruta del fitxer a analitzar\n"; 

 

 
# Obertura del fitxer que conté la seqüència a analitzar 

 
$ruta=<STDIN>; 

 

 

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

  

print "El fitxer ",$ruta,"ha estat obert correctament\n"; 

print "\n"; 

print "Introdueix el primer 1:\n"; 

 

 

# Entrada del primer Primer 
 
$primer=<STDIN>; 

chop $primer; 

$long_primer= length($primer);  

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

print "\n"; 

print "Length primer 1= ", $long_primer, "\n"; 

print "\n"; 
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# Entrada del segon Primer 
 
print "\n"; 

print "\n"; 

print "Introdueix el primer 2:\n"; 

 

$primer2=<STDIN>; 

chop $primer2; 

$long_primer2= length($primer2);  

 

print "Primer sequence 2= ", $primer2, "\n"; 

print "\n"; 

print "Length primer 2= ", $long_primer2, "\n"; 

print "\n"; 

print "Formatejant la sequencia\n"; 

print "\n"; 

 
$linia_final=""; 

   

while (<FITXER>) 

 

 { 

    

 if (!/\>/) 

   

 { 

  

 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 "_______________________________________________\n"; 

print "\n"; 

print "\n"; 

close FITXER; 
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########################################### 

# Analisi de la sequencia formatejada 

########################################### 

 
 

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

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

 
 

# Creem el fitxer de text que contindrà 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; 

  $hits=@hits_primer; 

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

  print "\n"; 

   

  } 

 
 

# Posició del primer hit   
   
  $posicio_0= index($linia_final,$primer); 

  push(@posicions,$posicio_0); 

  print $posicio_0,"\n"; 

  print RESULTS $ruta,"\n";   

  print RESULTS $long, "\n";   

  print RESULTS $hits,"\n";  

 
# Primer en capçalera de columna 

 
  print RESULTS $primer, "\n";  

  print RESULTS $posicio_0,"\n"; 

 

 

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

   
 for ($i=1; $i<$hits; $i++) 

 

  { 

 

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

 

#posicio d'extracció relativa. 
 
  $extract_pos[$i]=$posicions[$nombre]+$long_primer;  
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  $string= substr($linia_final,$extract_pos[$i]); 

  $pos[$i]=index($string,$primer); 

  $posicio_final=$pos[$i]+$long_primer+$posicions[$nombre]; 

  push(@posicions,$posicio_final); 

  print $posicio_final,"\n"; 

  print RESULTS $posicio_final,"\n"; 

   

  } 

  
   

#posicionem el segon primer que ja hem entrat previament.   
 
print "\n"; 

print "\n"; 

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

 
 

# Creem el segon fitxer temporal que contindrà la informació del segon Primer 

   
open (RESULTS1,">c:/perl/bin/ecosistema/resultats1.txt") or die "No es 

pot obrir el fitxer de resultats\n"; 

 

 for ($linia_final) 

 

  { 

   

  @hits_primer2= /$primer2/g; 

  $hits2=@hits_primer2; 

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

  print "\n"; 

   

  } 

 
 

# Posició del primer hit  
  
  $posicio= index($linia_final,$primer2); 

  push(@posicions2,$posicio); 

  print $posicio,"\n"; 

  print RESULTS1 $ruta,"\n";   

  print RESULTS1 $long,"\n";   

  print RESULTS1 $hits2,"\n";  

 
# Primer en capçalera de columna 

 
  print RESULTS1 $primer2, "\n";   

  print RESULTS1 $posicio,"\n"; 

 
 

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

   
 for ($a=1; $a<$hits2; $a++) 

 

  { 

 

  local $string="";  #definicio de la subcadena. 
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  $nombre2=$a-1; 

 
#posició d'extraccio relativa. 

 
  $extract_pos2[$a]=$posicions2[$nombre2]+$long_primer2; 

  $string2= substr($linia_final,$extract_pos2[$a]); 

  $pos2[$a]=index($string2,$primer2); 

                     

$posicio_final2=$pos2[$a]+$long_primer2+$posicions2[$nombre2]; 

 

  push(@posicions2,$posicio_final2); 

  print $posicio_final2,"\n"; 

  print RESULTS1 $posicio_final2,"\n"; 

   

  } 

 

  
# Fi del programa 

 
exit; 
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Apèndix 2 

Conjunt d‟illes CpG analitzades en la regió 5q35.2, a excepció de la illa CpG118 de CPLX2 i el 

fragment CPLX2 MIR, els quals es poden veure en la Figura 1C del segon treball (pàg. 143). Les 

dades mostrades provenen dels resultats obtinguts per seqüènciació directa de línies cel·lulars i 

parelles normal-tumor tractades amb bisulfit sòdic, el resum de les quals correspon a la Figura 

2 del Treball 2 (pàg. 144). Cada cercle representa un dinucleòtid CpG en la seqüència original. 
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