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1. EPIGENETICA

“La diferéncia entre genetica y epigenetica probablement pot comparar-se amb la
diferéncia que existeix entre escriure i llegir un llibre. Un cop el llibre ha estat escrit, el
text (els gens o la informacié emmagatzemada en I’ADN) sera el mateix en totes les
copies que es distribueixin entre els lectors. No obstant, cada lector podria interpretar
la historia del llibre d’una forma lleugerament diferent, amb les seves emocions i
projeccions que poden anar canviant a mida que es desenvolupen els episodis. D’una
forma molt similar, ’epigenética permetria diferents interpretacions d’un motlle fix (el
libre o codi genétic) i resultaria en diferents lectures, depenent de les condicions
variables en les que s’interpreti el motlle”.

Thomas Jenuwein (Viena, Austria).

Sovint s’atribueix la definicié d’epigenética a Conrad Hal Waddington, qui I’any 1942 la
va definir com la branca de la biologia que estudia les interaccions causals entre els
gens i els seus productes que donen lloc al fenotip. Les primeres anotacions en la
literatura sobre epigenética, pero, daten de mitjans del segle XIX, encara que podriem
dir que el concepte d’epigenetica es remunta al 384-322 ac., quan Aristotil defensava
I’epigenesi com el desenvolupament de la forma organica de l‘individu a partir de la
matéria amorfa.

Avui en dia encara no esta clar fins a quin punt estem preprogramats o I’ambient juga
un paper molt important. L’epigenética apareix com a pont entre els factors genetics i
ambientals a I'hnora de determinar el fenotip (Aguilera et al., 2010; Fraga et al., 2005;
Jaenisch and Bird, 2003).

Epigenetica (del grec epi-, en o sobre, i —genética) fa referéncia, en sentit ampli, a
I’estudi de tots aquells factors no genétics que intervenen en la determinacié de
I’ontogeénia. Actualment hi ha un gran nombre de definicions per explicar que és
I’epigenética, una d’elles defineix ’epigenética com I’estudi de canvis heretables en
la funcié genica que es produeixen sense un canvi en la sequéncia d’ADN (Feinberg,
2007; Jirtle and Skinner, 2007). Per contra, existeixen altres definicions en qué el terme
heretable queda exclos, buscant una visi®6 més unificadora dels esdeveniments
epigenetics i definint I'epigenética com I'adaptacié estructural de les regions
cromosomiques amb la finalitat de registrar, marcar o perpetuar estats d’activitat
alterats (Bird, 2007). Aquesta definicid inclou la possibilitat de qué els processos
epigenetics actuin com a reguladors de la variacié génica.

1.1. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

El material genétic de la cél-lula eucariota esta organitzat en una estructura complexa
formada per ADN i proteines, localitzada en un compartiment especialitzat, el nucli.
Aquesta estructura s’anomena cromatina (de la paraula grega "khroma", que significa
colorat, i "soma" cos).
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La cromatina manté I’estabilitat de la seva estructura gracies a un seguit de proteines
que interaccionen amb I’ADN. En qualsevol cél-lula hi ha més de 1.000 tipus diferents
de proteines unides a I’ADN. Dins d’aquestes proteines trobem un grup que inclou
factors de transcripcio, polimerases, receptors hormonals i altres enzims nuclears. No
obstant, les histones son la principal classe de proteines involucrades en mantenir
I’estructura compacta de la cromatina. Hi ha 5 tipus diferents d’histones identificades
com H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Khorasanizadeh, 2004).

La unitat fonamental de I’organitzacié estructural de la cromatina es denomina
nucleosoma. Aquesta estructura constitueix la base del primer nivell de compactacio
de I’ADN en la cromatina, dins del nucli interfasic (Figura I.1).

E@ Nucleosomes

30 nm solenoide

Forma extensa de
cromosoma

Secci6 condensada
de lacromatina

Cromosoma mitotic

Fig. I.1. Condensaci6é de I’ADN. L’ADN es troba compactat en el nucli. Un primer
nivell de condensacié es forma gracies a la unié de les histones. L’ADN rodeja un
nucli format per vuit histones. Aquest nucli més la regié d’enllagc que uneix els nuclis
adjacents s’anomena nucleosoma. Cada nucleosoma conté un fragment d’ADN
de 146 nucleotids més vuit histones. Els nucleosomes es compacten un sobre I’altre
formant una estructura anomenada cromatina. D’acord al grau de compactacio,
la cromatina es classifica en eucromatina y heterocromatina. Figura adaptada de
I’article de Felsenfeld G (Felsenfeld and Groudine, 2003).

El nucleosoma consta de dues parts, una central o nucli i una regié d’enllag o
internucleosomal que uneix els nuclis adjacents (Felsenfeld and Groudine, 2003). El
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nucli és una estructura nucleoproteica formada per 146 parells de bases d’ADN
enrotllada en una superhélix levogira de tres quarts de volta al voltant d’un octamer
de proteines. Aquest octamer esta format per dues coOpies de cadascuna de les
histones H3, H4, H2A i H2B, més concretament es tracta d’un tetramer de (H3)2(H4)2 i
un parell de dimers H2AH2B.

Les histones sOn petites proteines amb carrega basica degut al seu alt contingut en
aminoacids d’arginina i lisina, carregats positivament. Aquesta caracteristica permet a
les histones unir-se fortament a les molécules d’ADN, carregades negativament.

Els nucleosomes estan units per la regié d’enllag, la qual varia de 10 a 80 parells de
bases de longitud depenent de I’espécie o teixit. En aquesta regid s’uneix la histona
d’enllac H1. Aquesta unié forma una subunitat de la cromatina coneguda com a
cromatosoma. El cromatosoma esta format per 166 parells de bases (dues voltes de la
superhelix) envoltant el centre octameéric d’histones i fixat per la histona H1.
L’empaquetament de I’ADN amb histones en els nucleosomes produeix una fibra de
cromatina o nucleofilament d’aproximadament 10 nm de diametre.

La cromatina es condensa encara més enrotllant-se en una fibra de 30 nm en forma
de solenoide, amb uns sis nucleosomes per volta (Henikoff, 2008). Les interaccions amb
la histona H1l semblen portar a terme un rol important en aquesta etapa de
condensacio de la cromatina per estabilitzar I'interior d’aquesta fibra. La fibra de 30
nm pot formar bucles d’ADN, cadascun contenint aproximadament 60.000 parells de
bases, els quals estan fixats en la base de la matriu nuclear (Kornberg and Lorch, 1999;
Lorch et al., 1999) (Figura I.1).

Dins d’un nucli amb uns pocs micrometres de diametre trobem gairebé dos metres
d’ADN. Malgrat aquest elevat grau de compactacio, ’ADN ha de ser rapidament
accessible i permetre la seva interaccidé amb les proteines que regulen les funcions de
la cromatina en la replicacio, la reparacio i la recombinacié. Per tant, I’organitzacio
dinamica de la cromatina té influéncia, de manera potencial, sobre totes les funcions
del genoma (Felsenfeld and Groudine, 2003; Probst et al., 2009).

La cromatina es divideix en heterocromatina i eucromatina. L‘heterocromatina es
defineix com una estructura que no altera el seu nivell de condensacidé o
compactacio al llarg del cicle cel-lular i es localitza principalment en la periféria del
nucli. Podem diferenciar entre heterocromatina constitutiva i heterocromatina
facultativa, I’heterocromatina constitutiva conté pocs gens i esta formada
principalment per sequéencies repetitives localitzades en grans regions coincidents amb
centromers i telomers, i I’heterocromatina facultativa comparteix la mateixa estructura
compacta que I’heterocromatina constitutiva perdo pot esdevenir transcripcionalment
activa en resposta a senyals del desenvolupament o ambientals especifiques com el
cromosoma X inactiu de mamifers (Grewal and Jia, 2007). Per altra banda trobem
[‘eucromatina, la qual és rica en gens i sovint és transcripcionalment activa. Es
descondensa durant la interfase i es localitza en I’interior del nucleoplasma (Bannister
and Kouzarides, 2011).

En mamifers, la demarcacié entre aquests diferents estats de cromatina ve delimitat
per elements barrera (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Per exemple, la proteina CTCF
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s’uneix a elements aillants de I’ADN o “insulators” impedint que la heterocromatina
s’expandeixi cap a regions d’eucromatina (Herold et al., 2012) (Figura 1.2).

Cromatina activa CTCF + insulator Cromatina inactiva
Eucromatina Heterocromatina
T H2A.Z
1 metilacié H3K4 1 metilacié H3K4 1 H3K27me3
1 acetilaci6 H2AK5 | nucleosomes | transcripcié
1 transcripcid

INSULATOR

ﬁ Factorsd’activacio “ Factorsderepressio

Marcad’histona Marca d’histona
activa inactiva/repressiva

Fig. 1.2. CTCF s’uneix a regions de I’ADN anomenades insulators actuant com a
barrera i evitant aixi que I‘heterocromatina s’expandeixi cap a l‘eucromatina.
Figura adaptada de I’article (Herold et al., 2012).

1.2. MECANISMES EPIGENETICS

La informaci6é epigenetica modula I‘expressid dels gens sense alterar la seqiéncia
d’ADN (Feinberg, 2007; Jirtle and Skinner, 2007). L’epigenoma és la informacio
epigeneética global d’un organisme. | els estats epigenétics estan dirigits per un gran
nombre de senyals entre les que participen factors de transcripcid, ARN no codificants,
metilacio de I’ADN i modificacions d’histones (Bannister and Kouzarides, 2011; Bernstein
et al., 2006; Bonasio et al.,, 2010; Feinberg; Kouzarides, 2007). Els canvis epigenetics
succeeixen de manera distinta entre diferents teixits i individus (Bernstein et al., 2010;
Feinberg, 2007).

L’epigenetica ha descobert grans incognites de la biologia; per exemple la capacitat
d’un mateix genoma de regular més de 200 tipus cel-lulars diferents; el fet que una
cel-lula es pugui reprogramar en una ceél-lula tumoral i certs funcionaments cerebrals
(Bonasio et al., 2010); la relacié entre bessons monozigotics, els quals sén considerats
genéticament idéentics ja que provenen d’un mateix zigot perd en canvi presenten
diferéncies epigenétiques que es manifesten fenotipicament, presentant diferent
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susceptibiltat a patir certes malalties aixi com caracteristiques antropomorfiques
diferents (Fraga et al., 2005; Wong and Akerley, 2005).

En els dltims anys s’han destinat grans esforcos en I’obtencié de mapes epigenomics
de diferents tipus cel-lulars. Técniques com ChiP-seq (assajos d’immunoprecipitacié de
cromatina seguits d’ultraseqiienciacio) i la seqienciacié massiva de ADN transformat
per bisulfit han permés crear mapes d'alta resolucid, especialment en cél-lules mare
embrionaries, i diferents tipus cel-lulars en humans (Feinberg, 2010b; Li et al., 2010; Lister
et al, 2009). En I'actualitat han sorgit nous projectes (com el NIH Roadmap
Epigenomics Mapping Consortium i el Human Epigenome Project) (Satterlee et al,,
2010) o PENCODE Project Consorcium (Encyclopedia of DNA elements) (Duggan et al.,
1994) per crear mapes de metilaci6 de I’ADN, modificacions d’histones i altres
components de la cromatina en diferents grups cel-lulars i teixits.

Ens centrarem en els dos tipus principals d’informacié epigenética, que sén metilacio
de I’ADN i les modificacions d’histones.

1.2.1. LA METILACIO DE L’ADN

La metilacié de I’ADN consisteix en I‘addicié d’un grup metil al carboni de la posicio 5
de I'anell de pirimidina de la citosina. Les ADN metiltransferases, DNMTs (de I’anglés
DNA methyltransferases) sén els enzims responsables de catalitzar aquesta reaccio, on
la S-adenosil-metionina (SAM) és la molécula donadora dels grups metil (Goll and
Bestor, 2005; Herman and Baylin, 2003; Ji et al., 2010) (Figura |.3). Les DNMTs s’explicaran
en més detall en el seglient apartat.

NH, NHy
Nﬁ SAM N7 |
o)\w DNMT O)\N
H H
CITOSINA 5-METILCITOSINA

Fig. 1.3. Metilacié de la citosina. Les DNMTs catalitzen la reaccio i
SAM es la molécula donadora del grup metil. El producte final és la
5-metilcitosina (5-mC).

Aquesta modificacié pot ser heretada a través de la divisié cel-lular. La metilacié de
I’ADN sol tenir lloc en la formacié del zigot i es restableix a través de les successives
divisions cel-lulars durant el desenvolupament. Es tracta d’un procés fonamental pel
desenvolupament normal dels organismes i la diferenciacié cel-lular en organismes
superiors. La metilacié de I’ADN estable altera el patré d’expressi6 génica en les
cel-lules, programant-les durant el desenvolupament embrionari i fixant la seva funcié
al llarg de tota la vida de I‘organisme (Bird, 2002; Meissner et al., 2008).
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Per altra banda la metilacid de I’ADN suprimeix I’expressid6 de gens virals i altres
elements nocius que es van incorporant en el genoma al llarg del temps. A més, la
metilacié també constitueix la base de I‘estructura de la cromatina i permet que les
cel-lules es diferenciin funcionalment les unes de les altres partint d’una mateixa
sequéencia d’ADN. La metilacié de I’ADN és essencial pel desenvolupament normal i
s’associa amb un seguit de processos clau com la imprompta genética, la inactivacio
del cromosoma X i la supressié d’elements repetitius (Smith and Meissner, 2013). Com és
d’esperar la metilacié de ’ADN també juga un paper fonamental en la tumorigenesi
(Esteller, 2008; Jones and Baylin, 2002; Portela and Esteller, 2010).

En humans i altres mamifers aquesta modificacié epigenética es troba principalment
en les citosines que precedeixen una guanina, les citosines del dinucleotid CpG (Clark,
2007). Pel que fa a les cél-lules mare embrionaries, una quarta part de la seva
metilacié es troba en un context de no-CpG, indicant que les cél-lules mare
embrionaries potser segueixen uns mecanismes de metilacié diferents que afecten a la
regulacié6 génica. La metilaci6 en el context no-CpG desapareix durant la
diferenciacio i reapareix en les cél-lules mare pluripotents induides (Lister et al., 2009).
Normalment trobem metilacié en no-CpG dins de gens i no en llocs d’unié a proteina
ni enhancers.

Els patrons de metilacié en context CpG i no-CpG en els gens i la seva diferent
correlacié amb I’expressid marquen un rol diferent de metilaciéo de I’ADN per a cada
context. Aixi doncs el fet pel qual el context no-CpG sigui exclusiu de les cél-lules mare
degut a I’activitat constant de la metiltransferasa de novo, suggereix el seu possible rol
en I’origen i conservacio del seu estat pluripotent (Laurent et al., 2010).

Per altra banda, un conjunt d’evidéncies han suggerit que la metilacié de I’ADN en
cél-lules de mamifer pot ser reversible. Recentment s’ha vist que hi ha certs enzims
capacos d’intervenir en la desmetilacid de I’ADN i coincidint amb aix0 s’ha vist que les
citosines poden hidroximetilar-se a 5-hmC. L’oxidacio de la 5-mC, catalitzada per TET1,
dona com a producte la 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) (Figura 1.4).

NH, OH NH,
‘ o N o2 | S~ N
N )\3 TET N/J%D
H H
5-METILCITOSINA 5-HIDROXIMETILCITOSINA

Fig. .4. Hidroxiimetilacié de la 5 metilcitosina. Els enzims TET catalitzen la reacci6
i O2 és la molécula donadora del grup hidroxil. El producte final és la 5-
hidroximetilcitosina.
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Inicialment la hidroxilacié semblava una possible alternativa per I’activacio dels gens
silenciats per la metilacio, pero estudis recents han refutat aquesta teoria. Aixi doncs
sembla que la metilacié i desmetilacié de I’ADN és un procés de doble sentit en la que
intervenen mudltiples vies. Aquesta nova modificacié podria formar part d’un
mecanisme regulador de la desmetilacid de I’ADN; per tant, la preséncia de 5-hmC
evitaria I’accié de les DNMTs sobre les illes CpGs (Tahiliani et al., 2009; Valinluck and
Sowers, 2007). Sembla que 5-hmC actuaria com un intermediari per I’eliminacié de
citosines metilades ja sigui passivament donat que la presencia de 5-hmC afecta a la
remetilacié per DNMTs quan les cel-lules es divideixen o bé de manera activa a través
de la reparaci6 de I’ADN en abséncia de divisié cel-lular (Bhutani et al., 2011).

1.2.1.1. Les ADN metiltransferases (DNMTs)

Els enzims responsables de metilar el ADN sén les ADN metiltransferases (DNMTs). La
DNMT1 és la metiltransferasa de manteniment, s’encarrega de copiar els patrons de
metilacié de I’ADN a les cadenes filles durant la replicacié de I’ADN.

Per altra banda, la DNMT3a i DNMT3b sén metiltransferases de novo ja que afegeixen
grups metil en posicions totalment noves, canviant el patré de metilacié en una regié
localitzada del genoma, per exemple estableixen patrons de metilacié en les primeres
etapes del desenvolupament. En general es considera que la metilacié és un procés
unidireccional, d’aquesta manera, quan una CpG adquireix una metilacié de novo,
aquesta modificacio es fa estable i és heretada com un patré de metilacié clonal. La
DNMT3L és una proteina homologa a la DNMT3a, perdo no té activitat catalitica. En
canvi quan la DNTMT3L s’uneix a les metiltransferases de novo i augmenta la capacitat
d’unié a I’ADN.

Per ultim, la DNMT2 (TRDMT1) s’ha descrit com un homoleg que conté tots els motius de
les metiltransferases perd que no metila la citosina-5 de I’ADN sinG que metila la
citosina-38 del lla¢ anticod6 de transferencia de I’acid aspartic de I’ARN (Robertson
and Wolffe, 2000).

La metilacié6 de I’ADN pot afectar a la transcripcidé dels gens de dues maneres. En
primer lloc, la metilacié de I’ADN pot impedir la unié de les proteines responsables de
la transcripcié al promotor i en segon lloc, i probablement la més important, I’ADN
metilat pot reclutar proteines amb un domini d’uni6 a CpG metilades, MBD (de
I’anglés Methyl-CpG binding domain). Les proteines d’unié a grups metil-CpG son
proteines que, juntament amb les HDAC i altres proteines de la remodelacié de la
cromatina, poden modificar les histones i compactar la cromatina, inactivant-la i per
tant silenciant-la (Figura 1.5).

Aquest vincle entre la metilaci6 de I’ADN i I’estructura de la cromatina és molt
important. L’activitat de manteniment de la metilacidé és necessaria per preservar la
metilaci6 de I’ADN després de cada cicle de replicacié cel-lular. Sense I’ADN
metiltransferasa (DNMT), la maquinaria de replicacié produiria ADN metilat perd amb
el temps s’aniria produint una desmetilacié passiva.

Degut a que molts gens supressors de tumors son silenciats per la metilacié de I’ADN
durant la carcinogénesi s’han fet molts estudis per revertir aquest pas mitjancant la
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inhibicié de les DNMTs. La 5-aza-2’-desoxicitidina és un analeg que inhibeix les DNMTs
arrestant-les en un complex covalent amb I’ADN, impedint I’eliminacié de la catalisi i
donant lloc a enzims de degradacidé. No obstant aquest analeg, per ser actiu, cal que
s’incorpori en el genoma de la cel-lula i aixd pot causar mutacions en les cél-lules filles.
Per altra banda la 5-aza-2’-desoxicitidina és toxica per la medul-la ossia fent que el seu
avantatge terapeéutic es vegi minvat (Liu et al., 2003; Robertson et al., 2000).

Factors de trascripcio
ARN polimerasa

transcripcio t— ® acetilacio

Proteinesd’uni6 o @ Deacetilases
metil CpG d’histones

© Deacetilacio
| d’histones

Compactaci6 de la cromatina
Silenciament transcripcional

Fig. 1.5. Procés de silenciament d’una regid transcripcionalment activa per
mitja de la metilacid6 de I’ADN. Primer I’ADN metiltransferasa metila I’ADN,
després s’hi uneixen les deacetilases d’histones (HDAC) i les proteines d’unid
metil-CpG. Després la DNMT1 interacciona directament amb la HDAC i té lloc
lempaquetament de la cromatina, la seva compactacio i el consequent
silenciament de la transcripcié. Figura adaptada de I'article de Robertson
(Robertson and Wolffe, 2000).
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1.2.1.2. Metilacio en les illes CpG

Com ja s’ha comentat en humans i altres mamifers la metilacié principalment la
trobem en les citosines del dinucleotid CpG, poc frequent en el genoma de mamifers
tret de les regions denominades illes CpG (CpGi) (Clark, 2007). En els éssers humans la
frequéncia calculada del dinucleotid CpG és relativament baixa, aixd es deu a un
fenomen referit com a supressié de CpG. Aquesta supressio és caracteristica de tots els
genomes que tenen metilaci6 de la citosina i pot estar relacionada amb la
hipermutabilitat de les citosines metilades (Polak and Arndt, 2008).

Entre el 60% i el 90% de totes les CpG esta metilades en mamifers. La majoria de CpG
no metilades s’agrupen formant les illes CpG que estan presents en els extrems 5’ de
molts gens, és a dir, en les regions promotores (Goll and Bestor, 2005).

La definicié d’illa CpG ha generat forca controvérsia. La primera va venir de la ma de
Gardiner-Garden i Frommer en 1987 (Gardiner-Garden and Frommer, 1987).
Posteriorment Takai i Jones van refer la definicié d’illa CpG, considerant com a CpGi a
aquella regi6 amb almenys 300 pb, amb un percentatge de Citosines i Guanines
enllacades per fosfats major de 55% i un promig de CpG observat/esperat major de
0.65 (Takai and Jones, 2002).

Les illes CpG conformen aproximadament el 76% de promotors dels gens de mamifers
(Goll and Bestor, 2005). En la majoria de casos, les CpG de les illes CpG estan
desmetilades si els gens estan expressats. Es conegut que la metilacio dels llocs CpG
en les regions promotores dels gens poden inhibir I’expressidé d’un gen (Figura 1.6 a).

La metilacié de I'ADN no apareix exclusivament en illes CpG. Més recentment s’han
definit els elements anomenats “CpG island shores”; aquest terme serveix per designar
aquelles regions amb menys densitat de CpG i que es troben molt adjacents a una illa
CpG (~2kb) (Irizarry et al., 2009) (Figura 1.6 b).

a) llla CpG desmetilada llla CpG metilada
DNM NMT
T P MB{MBD < MBL MBD
BN i S
b) “CpG island shore”desmetilada “CpG island shore”metilada

Fig. 1.6. Patr6é de metilacio en illes CpG. a) Les illes CpG situades en regions promotores de gens
estan normalment desmetilades, permetent la transcripcié del gen. Una hipermetilacié de l'illa
s'associa a la inactivacio transcripcional. b) El mateix patré s’observa en les “CpG island shores”.
Figura adaptada de I’article de Portela i Esteller (Portela and Esteller, 2010).
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La metilacio de les “CpG island shores” esta estretament associada amb la inactivacio
transcripcional. La major part de la metilacié de I'ADN especifica de teixit no sembla
ocorrer en les illes CpG sind en “CpG island shores”. Les “CpG island shores”
diferencialment metilades son suficients per distingir entre teixits especifics i es
conserven entre l'ésser huma i el ratoli. D'altra banda, el 70% de les regions
diferencialment metilades durant la reprogramacié s'associen a “CpG island shores”
(Portela and Esteller, 2010).

1.2.2. FUNCIONS DE LA METILACIO DE L’ADN

En aquest apartat comentarem els diferents processos en els que participa la metilacio
de I’ADN. Com ja hem comentat, la metilaci6 de I’ADN és essencial pel
desenvolupament i s’associa amb un seguit de processos clau com la imprompta
geneética, la inactivacié del cromosoma X i el silenciament dels elements repetitius
(Smith and Meissner, 2013).

1.2.2.1. Imprompta genética

La imprompta o imprinting es manifesta només en organismes superiors. Quan parlem
d’imprinting, ens referim a gens que poden modificar el seu funcionament sense
necessitat d’un canvi en la sequéncia d’ADN. Aquest canvi en la seva forma de
manifestar-se que tenen els gens “imprintats” es deu, generalment, al seu origen
parental. Un gen imprés o “imprintat” es manifesta d’una manera quan el seu origen
és patern i d’una altra quan prové de la gameta materna. Sembla que hi ha un
mecanisme cel-lular que d’alguna manera marca o deixa una imprompta sobre tots
els gens “imprintintables” segons el sexe de I'individu (Surani, 2001).

En els organismes diploides, les cel-lules somatiques tenen dues copies del genoma.
Per tant, cada gen autosomic esta representat per dues copies o al-lels, cadascuna
d’elles heretada d’un progenitor en la fertilitzacié. En la gran majoria dels gens
autosomics, I'expressio d’ambdds al-lels succeeix simultaniament. No obstant, una
petita proporcié dels gens (<1%) esta "impresa", és a dir, que la seva expressio depéen
de només un dels al-lels. L’expressio de I’al-lel depeén, per tant, del seu origen parental.
Un gen imprintat, és funcionalment haploide, ja que té un dels dos al-lels silenciat,
eliminant la protecci6 que confereix ser diploide contra mutacions deletéries
recessives. A meés, la seva expressid pot ser desregulada epigenéticament. Per tant,
aquests gens representen locus susceptibles de ser alterats funcionalment, tant
genética com epigenéticament.

Actualment, existeixen meétodes per predir I'estat d’imprinting del genoma,
diferenciant entre gens expressats de manera monoal-lélica o bial-lelica. Trobem
estudis de determinades regions on I'imprompta genética és ben coneguda i ens
permeten coneixer certes caracteristiques tipiques d’aquests gens, aquest és el cas de
la banda 11p15.5 que presenten gens imprintats tals com H19 i IGF2 (Filippova, 2008;
Wallace and Felsenfeld, 2007) (Figura 1.7).
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Fig. I.7. CTCF regula la imprompta genética del locus IGF2/H19. En
I’al-lel matern CTCF s’uneix I’ADN no metilat de la regié control de
la imprompta, el ICR (de I'anglés Imprinting Control Region),
impedint aixi I’expressié de IGF2. Aquest nomeés s’expressa a partir
de I'al-lel patern, el ICR del qual esta metilat i CTCF no s’hi pot
unir, permetent I’activacié de IGF2 pels enhancers (Wallace and
Felsenfeld, 2007).

1.2.2.2. Inactivacio del cromosoma X

En les cel-lules somatiques del sexe femeni s’ha observat que només un dels dos
cromosomes esta actiu, I’altre roman inactiu i apareix en les cél-lules en interfase com
un cos dens en la periféria del nucli anomenat cos de Barr.

La inactivacio del cromosoma X és el silenciament a I’atzar d’un dels dos cromosomes
X en totes les cel-lules somatiques de les femelles en mamifers (Park and Kuroda, 2001).
Aguesta inactivacio té lloc en I’'estat de morula i es completa al final de la primera
setmana del desenvolupament embrionari. La selecci6 del cromosoma X que
s’inactivara és un fenomen generalment aleatori tenint en compte que, al donar-se la
fecundacié, cada cromosoma X té un origen patern i matern, en unes ceél-lules
s’inactivara el materni en altres el patern.

En el proces d’inactivacidé del cromosoma X participa el centre d’inactivacio X (XIC)
(de I'anglés X inactivation complex), la funcié de XIC depent de XIST, un gen que
sintetitza un ARN no codificant. XIST només s’expressa en el cromosoma X inactiu. Aixo
desencadena una condensacié de la cromatina fent que el cromosoma X inactiu
adopti una conformaci6 d’heterocromatina (Lee and Bartolomei, 2013).

Com s’ha comentat abans, CTCF juga un paper fonamental en la imprompta génica i
en la inactivacié del cromosoma X (Feinberg, 2010a; van Steensel and Dekker, 2010)
(Filippova, 2008).

1.2.2.3. Silenciament dels elements repetitius
El genoma dels mamifers és complex i a part de material codificant també conté

transposons i d’altres elements repetitius, anomenats ADN no codificant o junk DNA
(ADN de rebuig), que el genoma ha anat adquirint al llarg del temps. Aquests
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elements repetitius formen gran part de les regions intergéniques i introniques de I’ADN
(Kazazian, 2004).

Aquests elements solen estar metilats i per tant silenciats, per evitar la seva expansio i
poder preservar la integritat del genoma (Robertson and Wolffe, 2000). No obstant,
moltes d'aquestes regions s’hipometilen durant la tumorigénisi, permetent la seva
expansio. La metilacié dels elements repetitius s’explicara amb més detall en I'apartat
2.1.

1.2.2.4. Altres implicacions de la metilacié de I’ADN

Cal mencionar que tant I’'augment com la disminucié de la metilacié de I’ADN estan
associades al procés d’envelliment. Les evidéncies indiquen que aquests canvis en la
metilacié6 dependents de I’edat estan relacionats amb el desenvolupament de
desordres neurologics, autoimmunitat i cancer en persones d’edat avancada
(Rodenhiser and Mann, 2006).

Es sap que al llarg de la vida, I’ésser huma, acumula mutacions en la sequiéncia d’ADN
i que aquestes mutacions es donen en una proporcio d’ 1 de cada 100.000 parells de
bases. Aquesta frequéncia de mutaci6 no és suficient per explicar les enormes
disfuncions cel-lulars i tissulars en les persones d’edat avancada. Existeixen processos
epigenetics durant I’envelliment que permeten explicar aquest fenomen (Poulsen et
al., 2007).

La metilacié de I’ADN també té un paper important en els processos tumorigenics aixi
com en la diferenciaci6. Sobre aquests dos processos parlarem més endavant.

1.2.3. MODIFICACIONS D’HISTONES

Els factors que promouen I'assemblatge de la cromatina també actuen durant la fase
de maduracié de la mateixa per organitzar i mantenir un determinat estat. Aquests
factors poden induir canvis en la conformacié de la cromatina, tant a nivell de
nucleosoma com de manera global sobre grans dominis (Berger, 2007). Aquest factors
poden ser de dos tipus, els que formen part de la denominada maquinaria de
remodelacié de la cromatina i que necessiten d’energia en forma d’ATP, i els que
catalitzen les modificacions postraduccionals de les histones (Becker and Horz, 2002).

Un dels nivells de regulacio epigenética més importants en les cél-lules eucariotes esta
constituit per les modificacions postraduccionals de les histones. En els darrers anys s’ha
definit aquest conjunt de modificacions com a codi d’histones (Strahl and Allis, 2000).
Les histones poden modificar-se per fosforilacio, acetilacio, metilacid, ubiquitinacio i
sumoilacio, entre d’altres, de multiples residus com lisines, serines o arginines (Figura
1.8).

Les marques d’histona es poden classificar en 2 grups depenent de la mida del grup
quimic que es modifica (Kouzarides, 2007) (Taula 1.1). Aquests residus es troben en la
part amino terminal, la qual interacciona directament amb I’ADN (Felsenfeld and
Groudine, 2003). En el primer grup destaquen les acetilacions de lisines(K), fosforilacions
de serines(S) i metilacions de lisines i arginines (R); un segon grup es troba format per la
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ubiquitinacio de lisines i la sumoilacié de lisines, entre d’altres. Ens centrarem més en el
primer grup que engloba acetilacio, fosforilacié i metilacié (Taula 1.1) (Figura 1.8).

°
Iy, EI
nr./ﬁpf 1

Fig. 1.8. Modificacions d’histones. Cada modificacié esta representada per un color
diferent i, a més, s’indica la posicidé de I’aminoacid modificat. Figura adaptada de
I’article de Felsenfeld G. (Felsenfeld and Groudine, 2003).

Les modificacions d’histones solen mantenir-se estables durant la divisié cel-lulari el seu
paper en la regulacié de la transcripcid el poden desenvolupar en cis, canviant
I’estructura de la cromatina, o en trans, dificultant o reclutant la unié de determinades
proteines. Les modificacions en les histones son efectuades per families d’enzims que,
generalment, s’associen a complexes activadors o repressors de la transcripcio
(Bonasio et al., 2010).

Algunes marques solen associar-se a I’expressié genica, com |'acetilacié de la lisina 9
en la histona 3 (AcH3K9) o la trimetilacid de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3), i
d’altres s’associen a la repressio transcripcional, com la trimetilacié de la lisina 9 en la
histona 3 (H3K9me3) i la trimetilacié de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3). D’altra
banda trobem algunes modificacions d’histones associades a diferents situacions
funcionals depenent del context en el que es troben (Portela and Esteller, 2010).
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TAULA 1.1. MODIFICACIONS D’HISTONES | EL SEU PAPER EN LA TRANSCRIPCIO

modificacio paper Residus modificats enzims
H3
(K9,K14,K18,K56)
H4
L . - HAT(GNAT,MYST,CBP/p300)
Acetilacio activacio (K5, K8, K12,K16) HDAC (tipus I, I, 11l Sir-2)
H2A
H2B
(K6,K7,K16,K17)
Fosforilacio activacio H3 (S10) quinases
GRUP
| H3 (K4,K36,K79) HKMTs
activacio Ha (R3)
H3 (R2,R17,R26) PRMT1,PRMT4, CARM1
Metilacio
H3 (K9,K27)
5 H4 (K20) HKMTs
repressio
H3 (R3,R8) PRMT5
activacio H2B (K123) Ubp8, Ubpl0
Ubiquitinacio
repressio H2A (K119) Bim1l/ringlA
H3 (?
GRUP )
Il H4
L » (K5, K8, K12,K16)
Sumoilacio repressio HKMTs
H2A (K126)
H2B

(K6,K7,K16,K17)

1.2.3.1. Acetilacio

L'acetilacio neutralitza la carrega de I’aminoacid, disminuint la forca d’unié a I’ADN i
fent-lo accessible a factors de transcripcié, i també origina un lloc d’unié pel
bromodomini, present en moltes proteines associades a cromatina. L’acetilacié és el
resultat d’un equilibri entre dos activitats oposades, I’acetiltransferasa d’histones (HAT,
de l'anglés Histone Acetyltransferase) i la deacetilasa d’histones (HDAC, Histone
Deacetylase) (Kouzarides, 2007) (Taula 1.1).

Les HAT poden acetilar residus de lisina en les histones H2A, H2B, H3 i H4, disminuint aixi
la interaccid entre I’ADN i les histones, pero el fet de tenir diferents dominis catalitics fa
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que tinguin diferent especificitat. Aixd permet una mobilitzacioé i reordenament del
nucleosoma facilitant I’accés de la maquinaria de la transcripcié a I’ADN i I’activacié
de I'expressidé d’un gen. Moltes de les proteines que juguen un paper en la regulacié
de la transcripcio tenen una activitat acetiltransferasa d’histones especifica (Allis et al.,
2007).

De manera oposada a les HAT, les HDAC s’encarreguen d’eliminar els grups acetil dels
residus de lisina en les histones. Les deacetilases d’histones han estat descrites com
components de complexes multiproteics associats a cromatina en estat de repressio.
Les HDAC es classifiquen en base a la identitat de la seqiiéncia i a I’organitzacié dels
dominis. Trobem doncs HDAC de tipus |, tipus Il i tipus lll, independents de cofactors i
HDAC de tipus Sir-2 dependents del cofactor NAD com a part del seu mecanisme
catalitic (Kouzarides, 2007). També dins d’aquests complexes es troben membres dels
factors de remodelaci6 de la familia Mi-2, enllagant d’aquesta manera el
remodelatge dels nucleosomes i la deacetilacié d’histones durant la repressié duta a
terme per la cromatina.

1.2.3.2. Fosforilaci6

Les diferents histones sén suseptibles de ser fosforilades en residus de serina o treonina
(Taula 1.1). De forma similar a I’acetilacio, la fosforilacié, catalitzada per les quinases,
també canvia la carega de la histona, facilitant la transcripcié de I’ADN. Es ben
conegut que les quinases regulen les senyals de traduccié de la superficie cel-lular, a
través del citoplasma i dins del nucli, és el cas de la Snfl, una quinasa d’histones
implicada en I’activacio trascripcional.

La fosforilaci6 d’histones s’ha relacionat amb diversos procesos bioldgics com
condensaci6 de cromosomes en mitosi i meiosi, reparaci6 de I’ADN i processos
d’activacié o repressid transcripcional, apoptosi o mort cel-lular programada (Peterson
and Laniel, 2004). Per exemple, la fosforilacié d’H1 i H3 en la serina 10 durant la mitosi i
la fase S s6n marques de cromatina mitotica condensada.

A més, s’ha observat que la fosforilacié pot desplacar proteines d’unié a la cromatina,
com la HP1 quan hi ha fosforilacié de la serina 10 de la histona 3. Pel que fa a
reparacié de I’ADN s’ha vist que la quinasa ATM es reclutada per ’ADN danyat i
fosforila I’histona H2AX.

Al igual que d’altres modificacions, la fosforilaci6 actua conjuntament amb altres
modificacions, generant patrons que sén reconeguts per diferents complexos a fi de
dur a terme diferents processos (Zhang and Reinberg, 2001).

1.2.3.3. Metilacioé

La metilacié d’histones juga un paper funcional molt important. La metilacié es pot
donar en arginines o lisines i, a més, pot haver-hi diferents estats de metilacié: mono, di
o tri, aquest dltim només en lisines. Aquesta modificacié pot representar activacido o
silenciament segons la posicié del residu en la histona (Shi, 2007) (Taula I.1).
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La metilacio en la lisina 4 ha estat llargament associada a activacio transcripcional i la
trobem en regions eucromatiques, sobre gens actius o activables. Els diferents estats
de metilacié (mono, di o trimetilacid) tenen distribucions diferents i han estat associats
a diferents estats de transcripcio.

La metilacié en la lisina 9 i el seu rol en el silenciament han estat ampliament
estudiada, es troba implicada en la formacié d’heterocromatina pericentromeérica. En
regions eucromatiques s’observa un enriquiment de lisina 9 metilada en promotors,
sobretot en les formes mono i dimetilacié (la forma trimetilada queda més aviat
restringida a regions heterocromatiques) (Kouzarides, 2007; Martin et al., 2005).

De la metilacié en I’H4K20 es coneix poc sobre el seu paper en el control de la
transcripcié. Tant H4K20me2 com a H4K20me3 es troben presents en la regid
pericentromérica de I’heterocromatina. A més, sembla ser que la metilacié d’H3K9
requereix de la metilacié d’H4K20. La monometilacié d’aquest element esta implicat
en la mitosi.

Una modificacié que actua com a repressor de gens és la metilacié de I'H3K27.
Aquesta modificacio la podem trobar en tres llocs diferents de la cél-lula: en la regio
pericentromérica de I’heterocromatina, en la part inactiva del cromosoma X en
mamifers i en la regié d’eucromatina on hi ha elements de resposta Polycomb (PREs de
I’anglés Polycomb Response Elements). La metilacié d’H3K27 s’ha trobat vinculada el
silenciament d’oncogens (Martin et al., 2005).

El procés contrari, la desmetilacid, no s’ha detectat en arginines, mentre que en lisines
hi ha descrits diversos dominis catalitics (LSD1, IMDM).

1.2.3.4. El codi d’histones i la conformacioé de la cromatina

L’existéncia de dos modificacions possibles (acetilacidé i metilacié) en el mateix
aminoacid (lisina 9 de la cua aminoterminal de la H3, per exemple) és un bon exemple
gue ddéna suport a la hipotesi del "codi d’ histones" que determina el grau d’activitat i
la conformacioé de la cromatina en funcié de les modificacions que trobem en les
histones (Figura 1.8).

L’eucromatina es caracteritza per I’alt grau d’acetilacié d’histones aixi com per la
trimetilacié de les lisines 4, 36 i 79 en la histona 3 (H3K4me3, H3K36me3, H3K79me3),
totes elles associades a la transcripcid genica. En canvi I’heterocromatina esta
formada per histones poc acetilades pero amb alt grau de metilacio de les lisines 9 i 27
en la histona 3 (H3K9me3 i H3K27me3) i de la lisina 20 en la histona 4 (H4K20me3).

Finalment, els gens actius transcripcionalment tenen histones riques en trimetilacié de
la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3), acetilaci6 de la lisina 27 en la histona 3 (AcH3K27),
acetilacio de la lisina 5 en la histona H2b (AcH2BK5) en la zona promotora i marques
de metilacioé de la lisina 79 en la histona 3 (H3K79mel) i metilacié de la lisina 20 en la
histona 4 (H4K20me3) al llarg del cos genétic (Portela and Esteller, 2010).

Cal tenir en compte que aquests mecanismes epigeneétics participen conjuntament en
la regulacié de I’expressidé geénica. Per tant, si el gen esta silenciat per la metilacié de
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’ADN de lilla CpG del seu promotor, les histones tindran marques de repressio
(H3K27me3, per exemple) i la cromatina estara condensada (heterocromatina).
D’altra banda, quan les illes CpG del promotor no estan metilades a nivell d’ADN i hi
ha expressio, les histones presenten marques d’activacié (acetilacio, fosforilacio i/o
metilacié dels aminoacids esmentats abans). Aixi doncs, les proteines vinculades amb
la metilaci6 de I’ADN i la modificacié d’histones estan estretament relacionades i
interconnectades (Feinberg and Tycko, 2004; Kouzarides, 2007).

1.3. ORGANITZACIO DEL GENOMA EN EL NUCLI

Tal i com s’ha comentat, el nivell superior de compactacié de la cromatina no es
troba ben caracteritzat. Primer el nucleofilament es compacta per donar lloc a la fibra
de 30 nm, que posteriorment es plega cada 150-200kpb (250nm durant la interfase)
per donar lloc a un nivell maxim de compactacié durant la metafase (850 nm)
(Felsenfeld and Groudine, 2003).

En la interfase, I‘organitzacid del genoma recau en I’estructura dels cromosomes. Per
mitja d’estudis citogenetics es caracteritzen les diferents regions en base al seu patré
de bandes. Aixi doncs utilitzant Giemsa, les bandes G pal-lides (bandes R) sén riques en
GC, de replicacio prompta i riques en gens, i les bandes fosques (bandes G) son riques
en AT, de replicacio tardana i amb pocs gens (Bayani and Squire, 2004).

En la periféria nuclear es localitzen les regions de replicacio tardana durant la fase S,
corresponents a I‘heterocromatina i als telomers, transcripcionalment silenciats. Les
regions riques en gens es localitzen principalment en l’interior, s6n de replicacio
primerenca durant la fase S i representen I’eucromatina. Aquestes regions sén riques
en histones acetilades i aquesta modificacié es conserva durant la mitosi, fet que
suggereix que [|'acetilacié d’histones pot servir per “marcar’ la memoria de
I‘organitzacio de dominis al llarg del cicle cel-lular (Xu and Price, 2011).

La localitzacié de cromosomes en el nucli en interfase posa de manifest que cadascun
d’aquests ocupa un espai determinat. En mamifers, aquesta organitzacié varia en
funcié del tipus cel-lular (Bassett et al., 2009; Fraser and Bickmore, 2007). Aixi, encara
qgue cadascun dels cromosomes ocupa un espai propi, certes parts de diferents
cromosomes poden estar properes donant lloc a dominis funcionals. Les observacions
mitjancant FISH (de I’anglés Fluorescence In Situ Hibridization) suggereixen que els gens
tendeixen a localitzar-se en la superficie dels dominis cromosomics. Segons el model
obtingut de la localitzacié d’alguns gens, els transcrits son alliberats en els canals
intercromosomics i després transferits als llocs adients pel seu processament, per ser,
posteriorment, exportats al citoplasma després de la seva maduracio.

Varis estudis han proposat que el nucli esta organitzat en dominis o territoris. La
localitzacié de I’ADN en aquests dominis és, en part, una conseqiiéncia de la propia
activitat de la cromatina. Diversos mecanismes ajudarien a dirigir les proteines
especifiques a determinats dominis del nucli. En un model hipotétic, les proteines
associades amb I’heterocromatina (HP1, Polycomb, Sir3p/Sirdp i ATRX), factors de
transcripcio (com lkaros) i factors d’assemblatge (com CAF-1) podrien estar associats a
I’establiment i manteniment dels dominis nuclears (Lamond and Earnshaw, 1998).
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2. ELEMENTS REPETITIUS

La majoria d’estudis genétics o epigenetics es centren en les regions codificants i zones
promotores o reguladores. Aquestes regions nomeés representen un 2% del genoma.

S’ha vist que la complexitat de certs organismes, tant a nivell evolutiu com fisiologic, no
pot explicar-se Gnicament per regions codificants. Existeixen multiples mecanismes de
regulacié que ens fan veure la complexitat bioldgica de molts organismes. Per altra
banda les modificacions postraduccionals aixi com els splincings alternatius fan
incrementar aquesta complexitat donant gran variabilitat i diversitat funcional.

Les regions intergéniques o extragéniques sén les que formen la major part de la
sequéncia del genoma huma, i la seva funcié és, generalment, desconeguda
(Hodgetts, 2004). Diferents estudis ens aproximen a una possible regulacié duta a
terme per aquest 98% del genoma anomenat noncoding DNA (de I’anglés ADN no
codificant) (Wilusz et al., 2009). Bona part d’aquestes regions estan formades per
elements repetitius classificables com repeticions en tandem o repeticions disperses,
encara que la resta de la sequéncia no respon a un patrd definit i classificable.

Gran part de I’ADN intergénic s’havia considerat un artefacte evolutiu sense una
funcié determinada en el genoma actual (Orgel et al., 1980), per la qual cosa durant
décades aquestes regions s’han denominat junk DNA (ADN parasitari o escombraria),
denominacié que inclou també les sequéncies introniques i pseudogens. No obstant,
aquesta denominacié no és la més adient donat el paper regulador conegut de
moltes d’aquestes seqiiencies. Actualment s’ha vist que molts elements transposables
s’han utilitzat durant I’evolucié per crear noves senyals reguladores (Tomilin, 2008). A
meés, el notable grau de conservacié evolutiva d’algunes d’aquestes seqléncies
sembla indicar que posseeixen altres funcions essencials encara desconegudes o0 poc
conegudes. Per tant, la denominacié junk DNA no seria correcte i seria millor
denominar-lo ADN no codificant o repetitiu (Cordaux and Batzer, 2009; Deininger and
Batzer, 2002).

2.1. METILACIO DELS ELEMENTS REPETITIUS

Com ja s’ha comentat abans, la metilacié de I’ADN es troba majoritariament en els
elements repetitius. Per raons obvies, hi ha un important biaix en la majoria de les
investigacions sobre metilacid6 de I’ADN, que han limitat els estudis a les illes CpG,
donada la seva implicacié en la regulacié de molts gens. Per tant, encara és forca
desconegut com els mecanismes epigenétics que regulen els elements repetitius
poden participar en la regulacio de processos fisiologics i patologics com el cancer.

S’ha proposat que les regions del genoma que contenen elements repetitius podrien
estar enmascarades per la compartimentalitzacié de la cromatina, donant lloc a una
reducci6 aparent de la mida del genoma (Rollins et al., 2006).

En mamifers i altres vertebrats, les regions silenciades es diferencien, encara que no de
manera exclusiva, per la presencia de metilaci6 en I’ADN (Liu and Schmid, 1993;
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Yoder et al.,, 1997), de manera que la majoria de les 5-metilcitosines es troben en
seqgueéencies repetitives, les quals s’estima que constitueixen aproximadament un 50%
del genoma huma (Lander et al., 2001).

Per altra banda, s’ha descrit la hipometilacié global del genoma com la primera
anormalitat en la metilacié de I’ADN detectada en tumors (Feinberg and Tycko, 2004).
La hipometilacié global es troba en els primers estadis de la carcinogénesis i ha estat
associada a la disrupcié gendomica i a la inestabilitat genética. Es probable que les
seqlieéncies repetitives desmetilades afavoreixin la recombinacié mitotica i promoguin
reorganitzacions cromosomiques (Rodriguez et al., 2006). Aixd0 s’ha observat en
experiments en els que es va suprimir la metilacié de I’ADN mitjancant la disrupcié de
les DNMTs, provocant aneuploidia (Jaenisch and Bird, 2003). Aquests transposons
desmetilats també es podrien integrar en altres regions genomiques “interrompent”,
d’aquesta manera, el genoma.

2.2. CLASSIFICACIO DELS ELEMENTS REPETITIUS

2.2.1. ADN REPETIT EN TANDEM

Es tracta de repeticions que s’ordenen consecutivament, de manera que sequéncies
idéntiques, o casi idéntiques, es disposen unes rera les altres (Ehrlich, 2002; Richard et
al.,, 2008).

SATEL-LITS

El conjunt de repeticions en tandem de tipus satél-lit comprén un total de 250 Mb del
genoma huma. Sén seqiencies entre cinc i varis cents de nucleotids que es repeteixen
en tandem milers de vegades, generant regions repetides amb mides que oscil-len
entre 100 kb fins a diverses megabases (Richard et al., 2008). Tenen un contingut en
adenines i timines superior a la mitja del genoma i degut a aixo sén menys denses.

MINISATEL-LITS

Estan formats per una unitat basica de seqiiéncia de 6 a 25 nucleotids que es repeteix
en tandem generant seqiéncies d’entre 100 i 20.000 pb. S’estima que el genoma
huma conté uns 30.000 minisatel-lits.

Diversos estudis han relacionat els minisatél-lits amb processos de regulacié de
I’expressid génica com el control del nivell de transcripcid, I'ajust alternatiu o la
imprompta. Aixi doncs, s’han associat amb punts de fragilitat cromosomica donat que
es situen proxims a llocs preferents de trencament cromosomic, translocacié genetica i
recombinacié meidtica. Un 10% dels minisatél-lits humans sén hipermutables,
presentant una taxa mitja de mutacié d’entre el 0.5% i el 20% en les cél-lules de la linia
germinal, sent aixi les regions més inestables del genoma huma (Richard et al., 2008).

En el genoma huma aproximadament el 90% dels minisatél-lits es situen en els telomers.
La sequeéncia basica de sis nucledtids TTAGGG es repeteix milers de vegades en
tandem, generant regions de 5 a 20 kb. Alguns minisatél-lits per la seva gran
inestabilitat presenten una notable variabilitat entre individus. Es consideren
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polimorfismes multial-lelics, donat que poden presentar-se en un nombre de
repeticions molt variable, VNTR (de I’anglés Variable Number Tandem Repeat) (Usdin,
2008).

S6n marcadors molt utilitzats en genetica forense, ja que permeten establir una
empremta geneética caracteristica de cada individu. Poden identificar-se facilment
per Sourthern Blot i hibridacié.

MICROSATEL-LITS

Estan formats per seqiiéncies basiques d’ 1 a 4 nucleotids, la repeticidé en tandem de la
qual origina sovint seqgiéncies de menys de 150 nucleotids. Alguns exemples
importants son el dinucleotid CA i el trinucleodtid CAG.

Els microsatél-lits son també polimorfismes multialel-lics, denominats STR (de I’angles
Short Tandem Repeats) i poden identificar-se per PCR. S’estima que el genoma huma
conté uns 200.000 microsatél-lits, que es distribueixen més o menys homogéniament, al
contrari que els minisatél-lits, la qual cosa els fa més informatius com a marcadors
(Sharma et al., 2007).

2.2.2. ADN REPETIT DISPERS

Es tracta de sequéncies d’ADN que es repeteixen de manera dispersa per tot el
genoma, constituint el 45% del genoma huma (Cordaux and Batzer, 2009). Els elements
guantitativament importants sén els LINEs i SINEs, que es diferencien entre ells per la
mida de la unitat repetida (Lander et al., 2001) (Figura 1.12) (Taula .21 1.3).

TAULA |.2. FRACCIO DEL GENOMA DE VARIS ORGANISMES OCUPAT PER DIFERENTS TIPUS
DE REPETICIONS DISPERSES

RPEICIO saPlENS  MELANOGAsTER O EIEGANS MR
LINE, SINE 33.4% 0.7% 0.4% 0.5%
LTR/HERV 8.1% 1.5% 0% 4.8%
TRANSPOSONS 2.8% 0.7% 5.3% 5.1%
d’ADN
TOTAL 44.4% 3.1% 6.5% 10.4%

Aqguestes seqliencies tenen la capacitat d‘autopropagar-se al transcriure’s a un ARN
missatger intermediari, retrotranscriure’s i insertar-se en un altre punt del genoma
(Hodgetts, 2004; Hollister and Gaut, 2009) de manera autonoma o no (Figura 1.9).
Aqguest fenomen es produeix poc frequentment, estimant-se que un de cada 100 o 200
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nounats porten una nova insercid d’un element Alu (membre de la familia SINE) o
L1(membre de la familia LINE) (Batzer and Deininger, 2002). Aquestes noves insercions
poden resultar patogéniques per mutageénesis insercional, per desregulacié de
I’expressid de gens proxims o per recombinacio il-legitima entre dues copies idéntiques
de diferent localitzaci6 cromosomica (recombinacié intracromosoOmica o
intercromosomica), especialment entre elements Alu (Hasler et al., 2007).

Mida Mombre  Fraccid del
de copies  genoma
LINEs Autonomous AN T 6-8kb 850,000 21%
SINEs Non-autonomous ﬁ_m 100-300 bp 1,500,000 13%
Retrovirus-lke  Autonomous pump— 39 PY 0V e 6-11kDA
elements } 450,000 8%
Non-autonomous -_fgggl_- 1.5-3 Kb~/
DNA Autonomous I i A 2-3KkDb~
transposon L 300,000 3%,
fassils o h
Non-autonomous - |= 80-3,000 bp

Fig. 1.9. Tipus d’ADN repetit dispers en el genoma huma. Es mostra la capacitat de transcriure’s
per si mateixes (autonomous) o no ( non- autonomous), I’estructura de I’element, la mida, el
nombre de copies en el genoma huma i la fraccid d’ocupacié en el genoma huma. Figura
adaptada de I’article de Lander (Lander et al., 2001).

Tal i com s’ha anat mencionant, els elements transposables s’havien considerat com a
seqliencies parasitaries, no obstant, i donat els multiples estudis, s’ha vist que estan
involucrats en mdultiples processos biologics (Goodier and Kazazian, 2008; Muotri et al.,
2007; Ponicsan et al., 2010; Walters et al., 2009). Els retrotransposons tenen gran
influencia en I’evolucio (Liu et al., 2009; Price et al., 2004) i també juguen un paper en
la regulacié genomica tant a nivell global com especific (Batzer and Deininger, 2002),
generant diversitat genética i variabilitat a nivell somatic (Huang et al., 2010; Kidd et
al., 2010; Macia et al., 2011).

També cal mencionar que els darrers estudis de seqUenciacié massiva han destacat el
possible rol dels retrotransposons i la resta d’elements repetitius en la diversitat
gendmica i en diferents malalties (Pang et al., 2010; Stankiewicz and Lupski, 2010) aixi
com en la variabilitat estructural entre individus (Iskow et al., 2010; Lupski, 2010; Xing et
al., 2009).

En la Taula 1.3, adaptada de I'article de Lander (Lander et al., 2001), es mostren els
resultats obtinguts de I'analisi RepeatMasker version 09092000, utilitzant
RepBaseUpdate 5.08. En aquesta taula veiem en detall el nombre de copies, el
nombre total de bases en el genoma, la fraccié del genoma que ocupen i el nombre
de families i subfamilies de cada element dispers en el genoma huma.
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TAULA 1.3. NOMBRE DE COPIES | FRACCIO DEL GENOMA HUMA QUE FORMA PART DE
L’ADN REPETIT DISPERS

Nombre total Fraccio en Nombre de
Nombre de .
- 1000) de basesen el elgenoma families
copies (x genoma (Mb) (%) (subfamilies)
SINEs 1,558 358.6 13.14
Alu 1,080 2801 10.60 1(~20)
MIR 353 60.1 220 1(1)
MIR3 75 9.3 0.34 1(1)
LIMNEs BG6E 558.8 20.42
LINET 516 462.1 16.89 1 (~5E5)
LINEZ 315 B88.2 3.22 1(2)
LINE3 a7 8.4 0.31 1(2)
LTH elements 443 227.0 B.29
ERVclass | 112 9.2 289 72 (132)
ERVI{K}-class I 8 8.5 0.31 10 {20)
ERV (L}-class Il 83 8.5 1.44 21 (42)
MalR 240 99.8 3.65 1(31)
DMA glements 2o4 7.6 284
h&T group
MER1-Charlie 182 381 1.29 25 (50)
Zaphod 13 4.3 016 4 (10}
Te-1 group
MERZ-Tiggar 57 28.0 1.02 12 (28)
To2 4 0.9 0.03 1(5)
Mariner 14 26 010 4 (5)
FiggyBac-like 2 0.5 0.02 10 {20)
Unclassified 22 3.2 012 7 {7
Lnclassified 3 3.8 014 34
Total intersparsad 1.226.8 44 823
repeats

Aixi doncs I’ADN repetit dispers es pot classificar en:

SINEs

Les sigles SINEs vénen d’Elements Nuclears Dispersos Curts (de I’anglés Short
Insterspersed Nuclear Elements). S6n seqiieéncies curtes, generalment d’uns pocs cents
de bases, que apareixen repetides milers de vegades en el genoma huma. Suposen el
13% dels genoma huma (Taula 1.2 i 1.3). Els elements SINE no tenen capcitat
d’autoproagar-se autonomament pel que requereixen d’una retrotranscriptasa
present en el medi per la retrotranscripcié del sesu ARNm (Batzer and Deininger, 2002;
Hasler and Strub, 2006; Walters et al., 2009). Dins aquest grup trobem elements MIR i
elements Alu, els quals suposen el 10% del genoma (Batzer and Deininger, 2002; Hasler
et al,, 2007; Lander et al., 2001; Ponicsan et al., 2010; Walters et al., 2009). En I’ apartat 3
es parlara en detall dels elements Alu.
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LINEs

Les sigles LINEs venen d’Elements Nuclears Dispersos Llargs (de I’anglés Long
Insterspersed Nuclear Elements). Constitueixen el 20% del genoma huma (Taula 1.2i 1.3).
La familia de major importancia quantitativa és la LINE-1 o L1. Es tracta una sequiéncia
de 6kb repetida unes 800.000 vegades de manera dispersa per tot el genoma, encara
gue la gran majoria de les copies estan incomplertes al presentar I’extrem 5’ truncat
per una retrotranscripcié incomplerta. S’estima que hi ha unes 5.000 copies de L1, 90
de les quals son actives i la resta es troben inhibides per la metilacié del seu promotor
(Lander et al., 2001; Walters et al., 2009).

La seva riguesa en guanines i citosines és del 42%, proxima a la mitiana del genoma
(41%) i es localitzen preferentment en les bandes G dels cromosomes.

Posseeixen un promotor reconegut per I’ARN polimerasa Il. Els elements LINE complerts
son codificants, i en concret LINE-1 codifica dos proteines: una proteina d’unié a I’ARN,
codificada pel ORF1 (del anglés Open Reading Frame 1) i un enzim amb activitat
retrotranscriptasa i endonucleasa codificada pel ORF2. Per tant es consideren
retrotransposons autonoms, ja que codifiquen les proteines que necessiten per
propagar-se (Figura 1.9). L’ARN polimerasa Il present en el medi transcriu el LINE i aquest
ARNmM es tradueix en ambddés marcs de lectura produint una retrotranscriptasa que
actua sobre I’ARNm generant una copia d’ADN del LINE, potencialment capac
d’insertar-se en el genoma. Aixi mateix, aquestes proteines poden ser utilitzades per
pseudogens processats o elements SINE per la seva propagacio (Belancio et al., 2010).

La sequéncia dels L1 té la propietat d'inhibir la transcripcio, per aquest motiu els nivells
d'’ARNm i proteines codificades pels L1 a les cél-lules sén molt baixos. A més poden
modificar la transcripcié dels gens. S’ha vist que el 80% dels gens del genoma huma
conté algun element L1 en els seus introns i la densitat en L1 correlaciona
negativament amb els nivells d'expressid d'aquests gens (Ostertag and Kazazian, 2001).

TRANSPOSONS LTR / HERV

Es tracta de retrovirus enddgens humans i les sigles provenen de I'anglés Human
endogenous retrovirus (Cordaux and Batzer, 2009; Goodier and Kazazian, 2008). El
genoma dels retrovirus esta format per ARN, fent que siguin capacos de
retrotranscriure’s i integrar el seu genoma en el de la cél-lula infectada (Figura 1.9). La
mida d’un genoma retroviral complert és al voltant de 6-11 kb, perd la majoria dels
HERV sén copies incomplertes (Lander et al., 2001).

Aixi els HERV sén copies parcials del genoma del retrovirus integrats en el genoma
huma al llarg de I’evolucié dels vertebrats. Es tracten de vestigis d’antigues infeccions
retrovirals que van afectar a ceél-lules de la linia germinal (Liu et al., 2009; Price et al.,
2004). Algunes estimacions estableixen que hi ha unes 98.000 sequéncies HERV, metre
que d’altres afirmen que sén més de 400.000. En qualsevol cas, s’accepta que al
voltant d’un 5-8% del genoma huma esta format per genomes antigament virals (Taula
.21 1.3). Al llarg de I’evolucidé aquestes sequéncies sense interes pel genoma hoste han
anat acumulant mutacions sense sentit i delecions que les han inactivat.
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Encara que la majoria de les HERV tenen milions d’anys d’antiguitat, almenys una
familia de retrovirus es va integrar durant la divergéncia evolutiva entre humans i
ximpanzés, la familia HERV-K (HML2) que suposa un 1% dels HERV (Taula I.3).

TRANSPOSONS D’ADN

Els transposons d’ADN complerts posseeixen la capacitat d‘autopropagar-se sense un
intermediari d’ARN seguit de retrotranscripcié. Un transposé conté en el gen un enzim
transposasa, flanquejat per repeticions invertides (Figura 1.9).

El seu mecanisme de transposicié es basa en un “tallar - enganxar”, movent la seva
sequUéncia a una altra banda diferent del genoma. Els diferents tipus de transposases
actuen de manera diversa, existint algunes capaces d’unir-se a qualsevol part del
genoma mentre que altres s’uneixen a sequéncies diana especifiques. La transposasa
codificada pel propi transposé s’obté realitzant dos talls flanquejants a la cadena
d’ADN, generant extrems cohesius, i s’inserta en la sequéncia diana, en un altre punt
del genoma. Una ADN polimerasa omple els forats generats pels extrems cohesius i
una ADN lligasa restableix els enllacos fosfodiésters, recuperant la continuitat de la
seqiencia d’ADN (Pace and Feschotte, 2007).

S’estima que el genoma huma conté unes 300.000 copies d’elements repetits dispersos
originats per transposons d’ADN, constituint un 3% del genoma (Taula 1.2 i 1.3). Hi ha
multiples families, entre les quals cal destacar els elements Mariner per la importancia
patogénica i les families MER1 i MER2 per la generaci6 de reordenacions
cromosomiques.
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3. ELEMENTS ALU

Els elements Alu son retrotransposons que poden ser transcrits per I’ARN polimerasa Il
pero al no codificar per cap proteina, es creu que requereix dels factors codificats per
les LINEs per a la seva amplificacié (Batzer and Deininger, 2002; Hasler et al., 2007;
Walters et al., 2009).

Dins el grup de sequencies repetitives, els elements Alu, estan restringits a primats.
Aquests elements tenen una mida aproximada de 300 pb i constitueixen la familia de
repeticions més abundant amb més d’un mili®6 de copies per genoma haploide,
representant el 10% del genoma (Lander et al., 2001; Ponicsan et al.)Ponicsan et al.,
2010 (Figura 1.9 i Taula 1.3).

No estan distribuides a I‘atzar en el genoma huma siné que solen trobar-se en regions
riques en gens (Chen et al., 2002; Grover et al., 2004; Lander et al., 2001). Tendeixen a
acumular-se en regions introniques, UTR3’ (3’Unstranslated Regions) i regions
intergéniques i juguen un paper important en la traduccid, recombinacié meiotica i
reorganitzacié del genoma. L’elevat nombre de sequiéncies Alu proporciona punts de
nucleacié potencials per recombinacions homologues, donant lloc a translocacions,
duplicacions o delecions.

Aparentment, la seleccié natural no actua sobre aquests elements ja que no sén
codificants. No obstant hi ha excepcions ja que una inserci6 pot determinar
alteracions en un gen proxim, promovent I’aparicio d’alguna malaltia genética, o bé
pot trobar-se fortament lligada a un gen, pel que les pressions selectives que afectaran
a aquest gen actuarien de forma indirecta sobre I’Alu contigua.

S’ha vist que els elements Alu participen en I’arquitectura del genoma delimitant-lo en
dominis actius i inactius (Edwards et al.,, 2010; Rollins et al., 2006) i predisposant al
genoma a la metilacié en cancer (Danaei et al., 2005; Estecio et al.) (Estecio et al.,
2010). També s’ha postulat el possible rol dels elements Alu en la regulacié funcional i
la implicacié en I’evolucié dels primats (Hasler and Strub, 2006; Jasinska and Krzyzosiak,
2004).

3.1. ORIGEN I ESTRUCTURA DELS ELEMENTS ALU

Els elements Alu sén sequéncies de 250-280 nucleodtids presents en 1.500.000 de copies
disperses per tot el genoma. Els elements Alu van sorgir fa 65 milions d’anys, coincidint
amb I'origen i expansio dels primats i resulten de la fusi6 de dues seqiieéncies molt
similars provinents del 7SL RNA (Figura 1.10) amb el domini S delecionat. El 7SL RNA
codifica per un ARN que forma part de la particula de reconeixement del senyal (SRP-
de I'anglés Signal Recognition Particle), necessaria per la sintesis de proteines en el
reticle endoplasmatic.
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a 7SLRNA

Alu domain S domain

Fig. 1.10. Estructura de 7SL ARN del qual segurament deriven els elements Alu.

Les dues sequéncies originaries del 7SL ARN s’Tanomenen FLAM (de I'anglés Free Left
Alu monomer) i FRAM (Free Right Alu monomer) i al fusionar-se formen una estructura
dimerica d’uns 300pb (Bennett et al., 2008; Hasler and Strub, 2006; Kriegs et al., 2007;
Mighell et al., 1997) (Figura 1.11). Estructuralment els elements Alu sén dimers gairebé

idéntics, excepte que la segona unitat conté una insercié de 32 nucledtids que el fa
major que la primera.
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Fig. I.11. Formacio de I’element Alu a partir de la fusid de les dos seqliéncies originaries
de 7SL ARN amb el domini S delecionat (Bennett et al., 2008).

En quant a la seva sequiéncia, tendeix a tenir una considerable riquesa en guanines i
citosines (un 56%), i ambdds monomers presenten una cua poli(A) (segiéncia
d’adenines) en I’extrem 3’ com a vestigi del seu origen d’ARN (Figura 1.12). A més

posseeixen un promotor de I’ARN polimerasa lll per transcriure’s en I’extrem 5’(caixes A
i B de la Figura 1.12).
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Fig. 1.12. Estructura del element Alu. Les caixes A i B representen el promotor de la ARN
polimerasa lll, la seqiéncia AsTACAs es tracta d’una regio forca frequent en molts elements Alu,
la caixa vermella és la cua poli(A). Figura adaptada de I'article de Batzer i Deininger (Batzer and
Deininger, 2002).

3.2. TRANSPOSICIO DELS ELEMENTS ALU

Molt poques Alu tenen capacitat de transposar-se i les que ho fan reuneixen les
seglients caracteristiques: presencia d’un promotor ARN Polimerasa Il i sequencies
flanquejants, estructura secundaria, estat de metilacid i longitud de la cua poli-A
determinades (Batzer and Deininger, 2002; Bennett et al., 2008; Hasler and Strub, 2006;
Mighell et al., 1997).

Els elements Alu es consideren retrotransposons no autonoms ja que al no tenir ORF
(Open Reading Frame) necessiten una retrotranscriptasa present en el medi per la
retrotranscripcié del seu ARNm (Batzer and Deininger, 2002; Hasler et al., 2007; Walters
et al.,, 2009). Per aquest motiu solen situar-se a prop de LINEs, utilitzant d’aquesta
manera la seva maquinaria replicativa per dur a terme la mobilitzacié. Aquest procés
és similar a una transcripcio inversa (Figura 1.13).

Les caixes A i B dels elements Alu sén necessaries per la transcripcid per I’ARN
polimerasa lll; com que I’element Alu no té terminador intern la transcripcié s’acaba
quan I’ARN polimerasa lll es troba un terminador extern (TTTT). Aquest extrem 3’ amb 3
0 4 T (timines) es transformen en U (Uracils) (Figura 1.13.B).

S’ha postulat que la cua poli(A) permet la lligacié directa al lloc d’integracié en el
genoma per mitja de la transcripcid inversa. Aquesta primera insercié hormalment es
du a terme per una endonucleasa facilitada per un element LINE1 en el lloc consens
TTAAA (Figura 1.13.C). Els mecanismes que donen lloc a la segona insercié a I'altre
extrem és una questié que encara es desconeix (Figura 1.13.D).

Aixi doncs, només uns pocs elements Alu, anomenats “Alu masters”, poden
retrotranscriure’s. Com ja hem comentat, els elements Alu contenen un promotor intern
ARN polimerasa lll, perd aquest no es suficient per permetre la seva transcripcio ja que
es requereix de sequéncies flaquejants adients per la seva activacié. Per tant, la
majoria d’elements Alu del genoma, per definicié sén inactius i no funcionals pel que
fa a la retrotransposicio. A més, la transposicié d’aquests elements, activats de manera
fortuita per la seqtiéncia flanquejant podria ser de curta durada ja que les CpGs que
conté sén propenses a mutar com a consequeéencia de la desaminacié dels residus la
5-metilcitosina. Les mutacions en els dinucleotids CpG podrien minimitzar o eliminar la
capacitat retrotransposicidé d’un element Alu recentment integrat. Per altra banda, es
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creu que les cues poli (A) de les Alu s6n importants en el procées d'amplificacio i poden
mutar rapidament després d’una nova integracié. Aixi doncs el poder de
retrotranscripcié dels elements Alu és molt limitat fent que I'increment de copies de
I’element Alu no sigui exponencial (Batzer and Deininger, 2002; Belancio et al., 2010;
Mills et al., 2007; Roy-Engel et al., 2002a; Witherspoon et al., 2009; Xing et al., 2009).

A
5 ELEMENT ALU ¥
- 7 T T — Y YL
Mediador de la
transcripcié ARN-Pol llI
B
g ALU ARN .
LAl [B] | ATACA: AR A A A A - uuy
l Insercid i transcripcio reversa
C
5 5
i IRELLY :
g K
Segona insercio
i lligacié
L]
D
R T, T — YUY

Fig. 1.13. Mecanisme de retrotransposicid de I’element Alu. A) Estructura del element Alu, B)
Transformacié a ARNm duta a terme per I’ARN polimerasa lll. C) Insercid i transcripcio inversa
facilitada per I’endonucleasa d’un element LINE1l. D) Segona insercio i integracio de I’element
Alu. Figura adaptada de I'article de Batzer i Deininger (Batzer and Deininger, 2002).
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3.3. EVOLUCIO | CLASSIFICACIO DELS ELEMENTS ALU

Originalment es va pensar en el model de transposd, el qual explica que aquests
tindrien capacitat de replicar-se a si mateixos i cada copia tindria, al mateix temps,
capacitat de replicacio tal i com ho fan els virus o els transposons, donant-se una
amplificacié exponencial. Més endavant es va veure que la taxa d'amplificacié dels
elements Alu no era uniforme, el nombre de copies no augmentava exponencialment.

L’aparicié de la majoria de les repeticions dels elements Alu es va produir fa més de 40
milions d’anys i podria ser deguda a un canvi en 'ambient cel-lular dels primats
ancestrals, com per exemple un major potencial transcripcional dels elements Alu 0 un
entorn especific del genoma tals com llocs diana d’elements Alu més assequibles,
facilitant aquest éxit. Alternativament, un canvi en el mecanisme de proliferacié dels
elements Alu, tals com un augment de la quantitat de transcriptasa inversa o un
augment de I'activitat dels enzims per la retrotransposici6 també podrien haver
promogut la seva expansié (Ohshima et al., 2003).

En I'evolucidé dels primats, hi havia aproximadament una nova insercid per cada
naixement d’un primat. Actualment aquest rati ha canviat fins I’ordre de una inserci6
cada 200 naixements. Per tant, el rati d’amplificacié dels elements Alu ha disminuit en,
almenys, dos ordres de magnitud durant la seva expansio (Kriegs et al., 2007; Roy-Engel
et al., 2002b). Encara que les raons de la disminucié de la taxa d'amplificacié son
encara desconeguts, s’hipotetitza sobre una possible causa generada arrel dels canvis
en el potencial de mobilitzacié de la retrotransposicié d'elements Alu provocada per
una transcripci6 alterada o la transcripcid reversa. També podria ser una
conseqiencia d'una disminucié de la disponibilitat de llocs d'insercié per a la
integracié de les noves copies Alu, ja que la majoria d'aquests llocs ja estan ocupats
per elements Alu antics. D'altra banda, també es podria especular amb el fet que el
genoma huma ha evolucionat cap a la restriccio de I'amplificacié d'aquests elements.

Com ja hem comentat I'acumulaci6 de mutacions fan que el poder de
retrotranscripcié dels elements Alu sigui limitat. Aquestes mutacions sén les que han
permes classificar als elements Alu en families. Aixi trobem les Alu J (les més antigues),
les Alu S (d’edat intermédia) i Alu Y (les més recents). Aquests grups al mateix temps es
composen de diferents families (Batzer and Deininger, 2002; Belancio et al., 2010; Mills
et al.,, 2007; Roy-Engel et al., 2002a; Witherspoon et al., 2009; Xing et al., 2009). La
familia Alu esta formada per diverses subfamilies de diferents de diferents edats
genéetiques que es caracteritzen per una série jerarquica de mutacions. S’han
identificat una série d'elements Alu humans que comparteixen una seqiéncia consens
i comprenen subfamilies que s'’han anat expandint al llarg de I’evolucié.

La figura .14 compara les sequéencies de consens de diverses subfamilies Alu. Els
elements Alu més antics es caracteritzen per un menor nombre de mutacions
especifiques de subfamilia i per un major nombre de mutacions aleatories (fins al 20%
de divergencia), confirmant el seu origen ancestral. Per contra, les families més joves
es caracteritzen per un nombre creixent de mutacions especifiques de la subfamilia,
juntament amb un menor nombre de mutacions aleatories (fins a un 0,1% de
divergéncia) que s'acumulen després de la seva integracié en el genoma.
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Fig. 1.14. Alineament de les seqiiéncies consens de les subfamilies Alu. La seqlieéncia consens de
la subfamilia AluSx es troba a dalt i a les files inferiors les Alu cada vegada més joves. El puntejat
representen els mateixos nucleotids que la seqliéncia consens, les delecions es presenten com a
un guid, les mutacions es troben emmarcades en diferents colors depenent on s’ha originat
ancestralment. Figura adaptada de I'article de Batzer i Deininger (Batzer and Deininger, 2002).

En la figura 1.15 s’il-lustra el patré d'expansié de les familia Alu en els genomes de
primats. Dins les Alu més antigues trobem les J i Sx amb més de 850.000 copies, les Sg
amb 40.000 copies i les Y amb 200.000 copies. Dins de la familia Y trobem un conjunt
de subfamilies formades unicament per 5.000 elements que es van integrar en el
genoma huma 4-6 milions d’anys després de la divergéncia entre humans i primats
africans. La majoria d’aquests Alu sén monomorfics en els diferents genomes humans,
perdo un 25% s’han insertat en el genoma huma tant recentment que sén dimorfics,
degut a la preséncia o abséncia d’insercié en alguns genomes. Els elements Alu Y
tenen un gran nombre de mutacions especifiques de cada subfamilia i poques
mutacions a I|‘atzar. Aixd fa que els elements Alu Y tinguin molt d’interés per estudis
evolutius i de variabilitat gendomica en humans. L’estudi d’aquestes joves subfamilies
han proporcionat pistes sobre la dinamica i ’evolucio dels elements Alu en el linatge
hominid (Batzer and Deininger, 2002; Price et al., 2004). En canvi, les families d’elements
Alu més antigues es caracteritzen per un nombre més petit de mutacions, especifiques
de diagnostic. A més aquestes families acumulen gran nombre de mutacions a |‘atzar,
la qual cosa confirma el seu origen ancestral.
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Fig. 1.15. Expansio dels elements Alu en primats. Es destaca I’expansié de les subfamilies Alu (Yc1,
Yabaz2, Yb9, Yb8, Sg2, Sx i J) en I’arbre evolutiu dels primats. L‘expansio de les diferents subfamilies
esta marcada en colors segons els pics d’amplificacié. Milions d’anys enrere (Mya). Figura
adaptada de I’article de Batzer i Deininger (Batzer and Deininger, 2002).

3.4. IMPLICACIO EVOLUTIVA DELS ELEMENTS ALU

Els elements Alu juguen un paper important la formacié i evoluci6 de xarxes
reguladores (Cordaux and Batzer, 2009) aixi com en I’evolucié dels splincings
alternatius en primats (Keren et al., 2010; Lev-Maor et al., 2007).

Els estudis de gendmica comparada es basen en comparar seqiencies genomiques a
gran escala mitjangant eines informatiques. Aquests estudis permeten aprofundir en el
coneixement d’aspectes evolutius d’escala temporal i espaial molt diversa (Batzer and
Deininger, 2002; Hasler and Strub, 2006; Jasinska and Krzyzosiak, 2004; Price et al., 2004).
L’estudi amb genomes de mamifers suggereix que aproximadament el 5% del genoma
huma s’ha conservat evolutivament en els Gltims 200 milions d’anys, la qual cosa inclou
la gran majoria dels gens i sequéncies reguladores. No obstant, les regions codificants i
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les seqlieéncies reguladores actualment conegudes suposen nomeés el 2% del genoma,
la qual cosa suggereix que la major part de la seqiéncia genomica amb gran
importancia funcional és desconeguda. Un percentatge important dels gens humans
presenta un alt grau de conservacio evolutiva. La similitud entre el genoma huma i el
del ximpanzé (Pan troglodytes) és del 98,77%.

Com ja s’ha comentat, I’aparicio de les seqiencies Alu es situa fa aproximadament 65
milions d’anys, coincidint amb I’origen i expansié dels primats (Figura 1.16). El seu estudi
és util per investigar la diversitat del patrimoni genétic de les poblacions humanes i la
evolucio dels primats. La majoria de les insercions d’elements Alu son recents i per tant,
sovint polimorfiques, agafant diferents valors de freqliéncia depenent de la poblacié.
Es consideren esdeveniments mutacionals Unics ja que és bastant improbable trobar la
mateixa insercié Alu en el mateix lloc, per aquest motiu sén tant interessants per I’estudi
de I’evolucié humana. Es tracta d’insercions estables del genoma (Kazazian, 2004).
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Fig. 1.16. Aparicié dels elements Alu fa 65 milions d’anys, coincidint amb I’origen
i expansio dels primats. J Korean Med Sci 2004; 19: 177-85 ISSN 1011-8934
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Els elements Alu presenten diversos avantatges pels estudis antropologics entre els que
cal destacar el coneixement de l‘estat ancestral (’abséncia de I’element Alu)
d’aquests polimorfismes, la facilitat i rapidesa de la seva deteccid i que, al ser aquestes
insercions successos unics i estables en la historia evolutiva del nostre genoma, es pot
assegurar que els al-lels detectats son idéntics per descendéncia.

La major part de les insercions Alu sén relativament recents, per la qual cosa no s’han
fixat o perdut, sent polimorfiques i podent prendre diferents valors de freqiéncies en
diferents poblacions humanes. Moltes d’aquestes insercions han passat en I’dltim milié
d’anys, i per aixo la seva preséncia no és universal. Cal esperar, per tant, que a partir
d’un nombre limitat d’insercions Alu es pugui obtenir una bona discriminacié entre
poblacions de diferents continents, la qual cosa sustentaria I’argument de que aquests
marcadors sén interessants pels estudis de mestissatge.

En larticle de Carter AB. (Carter et al, 2004) es va examinar una subfamilia
d’elements Alu en el genoma huma, coneguda com a AluYb. Van comparar aquests
elements entre diferents especies de primats, incloent ximpanzés, bonobos, goril-les,
orangutans, gibons i siamangs. Van trobar que la subfamilia AluYb acapara
aproximadament el 40% dels elements Alu especifics dels humans i és actualment un
dels linatges Alu més actius del genoma. Alguns elements AluYb encara es mobilitzen
activament en el nostre genoma, causant mutacions d’insercié que han portat al
desenvolupament de nombroses malalties hereditaries.

3.5. IMPLICACIO GENOMICA DELS ELEMENTS ALU

Com ja s’ha comentat els elements Alu sén els més abundants dels elements repetitius
en el genoma huma. S’ha demostrat que la preséncia dels elements repetitius, i
sobretot dels elements Alu, han tingut gran importancia en el genoma huma i en
particular en la seva evolucié (Kreahling and Graveley, 2004; Sela et al., 2007). Per una
banda, la integracié en regions genomiques ha causat la inactivacié de gens que
possiblement haurien estat perjudicials per I’organisme. Per altra banda els elements
Alu han portat a duplicacions i delecions de segments de I’ADN mitjancant
recombinacions no al-leliques, fet que ha permés que s’acceleri I’evolucié en varis
ordres de magnitud (Lev-Maor et al., 2008).

El genoma s’ha adaptat a aquests elements repetitius mitjancant la regulacié de
I’expressio génica (Mollet et al., 2010). Dels milers d’elements Alu que es troben en el
genoma huma una part es troba en introns mentre que un cert nombre de sequéncies
Alu totals o parcials també es troben presents en les regions codificants dels ARNm
madurs.

Els elements Alu poden actuar com a com a dianes per la creacio de nous llocs d’uni6
a factors de transcripcid, constituint, per tant, un mecanisme alternatiu de regulacié
en processos bioldgics proporcionant nous elements reguladors als gens veins (Polak
and Domany, 2006). De fet, diferents elements Alu han esdevingut particips de la
transcripcié génica originant nous enhancers, promotors i senyals de poliadenilacié
(Brosius, 1999).
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Els elements Alu estan involucrats en un gran nombre d’inestabilitats genomiques i
mutacions patologiques (Konkel and Batzer, 2010; Sen et al., 2006; Stenger et al., 2001).
Es troben diversos casos on les inclusions constitutives d’un element Alu donen lloc a
malalties genéetiques com el sindrome de Sly o d’Alport. Les cataractes congenites, la
dismorfia facial i la neuropatia també sén sindromes associats a la insercid d’un
element Alu dins un gen.

També estan associats a silenciacié génica (Chen et al., 2008) aixi com a mecanismes
de reedicié de I’ARN (Barak et al., 2009). El rol dels elements Alu a nivell transcripcional
encara esta en vies d’estudi i hi ha altres possibles funcions on podrien prendre part,
modulant I'expressi6 de gens a nivell postranscripcional. Com per exemple la
localitzacié d’un element Alu en la regié UTR3’ (de I’angles Untranslated Region) d’un
gen podria actuar com a diana per microARNs (Gu et al., 2009; Smalheiser and Torvik,
2006) o també s’ha vist el seu paper en I’splicing alternatiu (Cordaux and Batzer, 2009;
Keren et al., 2010; Lev-Maor et al., 2007).

3.6. CANVIS EPIGENETICS EN ELS ELEMENTS ALU

La majoria de 5-metilcitosines es troben en seqiiéncies riques en CpG, dins d’ADN
repetit en tandem o dispers (Gardiner-Garden and Frommer, 1987; Yoder et al., 1997).
No obstant, s’ha vist que gran nombre d’elements Alu, aixi com altres elements
repetitius es troben en la cromatina activa i en I’ADN desmetilat (Edwards et al., 2010;
Rodriguez et al., 2008b). Aquest fet mostra la complexitat de la regulacié gendmica.

Treballs previs estimen que els elements Alu cobreixen el 33% del total de CpGs del
genoma (Cordaux and Batzer, 2009) i es troben altament metilats en la majoria de
teixits somatics (Kochanek et al., 1993), encara que una fraccié es manté desmetilada
en ceél-lules normals i augmenta en cel-lules tumorals (Danaei et al., 2005).

La desmetilacio dels elements Alu s’ha vinculat amb un factor de risc en cancer (Wu et
al.,, 2011). Normalment la hipometilacié6 és una alteraci6 primerenca en la
carcinogeénesi i s’ha associat a la disrupcié gendmica i a la inestabilitat genética (Cho
et al, 2007; Eden et al., 2003; Ehrlich, 2002; Rodriguez et al., 2006). Els elements
desmetilats faciliten el reorganitzacié a partir de la recombinacié mitotica i la
transcripcié (Iskow et al., 2010; Schulz et al., 2006). Per altra banda, la desmetilacio
també pot reactivar les Alu, donant lloc a la seva retrotransposicié i consequent
insercié en un altre punt del genoma. Els elements transposables actius poden interferir
en I'expressi6 génica per mitja de [l'alteraci6 de I’'splicihg o actuant com a
potenciadors (enhancers) o promotors (Kreahling and Graveley, 2004; Schulz et al.,
2006; Slotkin and Martienssen, 2007). Aixi doncs, si la insercié té lloc en la regio
promotora d’un gen podria afectar a la seva expressid ja sigui alterant I’estat de
metilacié, interrompent el promotor o introduint noves seqiéncies reguladores (Feltus
et al., 2006). Alternativament, una Alu podria integrar-se en la regié codificant d’un
genidesplacar el marc de lectura o alterar el splicing (Batzer and Deininger, 2002).

Un nombre d’elements Alu provinents de les subfamilies J i Sx es troben solapades amb
illes CpG, en les regions promotores. Aquest fet suggereix el rol evolutiu en la regulacié
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genomica durant la divergéncia dels primats (Kazazian, 2004). En humans s’ha estimat
gue més de 1.000 gens podrien estar regulats per elements Alu associats a illes CpG
(Oei et al., 2004).

Per altra banda, certs estudis mostren com els patrons en la perdua de metilacié en
dels elements Alu es troben vinculats amb I’envelliment (Maegawa et al., 2010).
Consequentment aquest fet contribueix a la desregulacié epigenética i al cancer.

També s’ha observat que la metilacié aberrant i la mobilitzacié transcripcional dels
elements Alu contribueix a la inestabilitat gendmica en hipoxia (Pal et al., 2010).

Un altre fet interessant és que la remodelacié de la cromatina en els elements Alu juga
un paper important en la regulacié de I’expressid dels ARNm. En I'article de Saito i
col-laboradors s’ha vist que aquesta activacié de les Alu silenciades associades a
ARNmM podria ser un nova terapia pel cancer gastric (Saito et al., 2009).

Finalment, en altres estudis s’ha observat un enriquiment d’elements SINEs en regions
altament hipometilades en cél-lules mare embrionaries. Aquest fet obre la porta a un
nou perfil epigenétic especific de cél-lules mare (Muramoto et al., 2010).
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4. CANCER

Anomenem cancer al conjunt de malalties caracteritzades pel creixement anormal i
descontrolat d’un grup de ceél-lules que formen una massa o tumor i que, en fases
avancades, tendeix a infiltrar-se al torrent sanguini migrant a altres organs o teixits,
originant metastasi o tumors secundaris (Fearon and Jones, 1992).

El procés tumoral es deu a I'acumulacié de mudltiples alteracions genétiques que
confereixen a la cellula tumoral la capacitat de créixer de forma predominant
respecte a la resta de les cél-lules, ja sigui per augment de proliferacié com disminucio
de mort cel-lular (Nowell, 1976).

Els factors determinants d’aquesta malaltia sé6n, per una banda el fons genétic d’un
individu i per altra, factors ambientals tals com exposicié a agents carcindogens tant
siguin quimics, fisics o bioldgics que introdueixen canvis genétics i/o afecten la
regulacié dels gens (Ahmed, 2004). L’envelliment també es considera un factor
fonamental en el desenvolupament del cancer (Nardella et al., 2011).

Segons dades de I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) el cancer és la principal
causa de mortalitat a nivell mundial. Se Ili atribueixen 7,9 milions de morts
(aproximadament el 13% de les defuncions mundials) succeides en 2007. Les dades
anuals de mortalitat per cancer son principalment causades per cancer de pulmo (1,4
milions de morts), d’estdbmac (866.000 morts), de fetge (653.000 morts), de colon
(677.000 morts) i de mama (548.999 morts). Essent els més freqients en homes el de
puimo, estbmac, fetge, colorectal, esofag i prostata; i entre dones, el de mama,
pulmo, estémac, colorectal i coll uteri.

Aproximadament el 72% de les morts per cancer succeides en 2007 es va registrar en
paisos d’ingressos baixos i mitjos. Es preveu que el nombre de morts anuals mundials
per cancer continuara augmentant i arribara als 12 milions en el en 2030.

CANCER COLORECTAL

El cancer colorectal (CCR de forma abreviada) o cancer de colon i recte es defineix
com la proliferacié anormala d’un grup de cél-lules originaries d’aquest sector, que es
reprodueixen molt accelerament i formen una massa o tumor. Aquest tumor en les
fases avancades tendeix a infiltrar-se per la paret intestinal i drgans propers i originant
metastasi o tumors secundaris als ganglis limfatics de la cavitat abdominal i en diversos
organs o teixits més o menys allunyats de I’intesti gros, com ara el fetge, els 0ssos, el
cervell o els pulmons (Vogelstein et al., 1988).

El CCR es situa en la tercera causa de mort en els paisos desenvolupats i és el tercer
cancer més letal després del de pulmé i prostata en homes i el de mama en dones
(Borras et al., 2001).

L’aparicié d’un CCR pot ser consequiéncia de factors ambientals i habits alimentaris,
cancer esporadic, o degut a una predisposicié genética, el que coneixem com a
cancer hereditari i que succeeix en un 5-15% dels casos. Hi ha dos tipus clinics de
cancer colorectal heretable en funcié del nombre de polips en I'intesti gros (Grady,
2005). Trobem doncs el cancer de colon heretable no poliposi (HNPCC de I'anglés
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Hereditary non polyposis colorectal cancer) i el sindrome de Lynch (Borras et al., 2001;
Grady, 2005).

Els pOlips de colon i recte generalment sén benignes. Pot haver un o multiples polips i
s6n més comuns a mida que la gent envelleix. El 80% dels polips son epitelials i
s’originen a partir de la capa del teixit mucoés que recobreix la superficie interna de
I’intesti gros.

Amb el temps, certs tipus de polips, anomenats polips adenomatosos (ocupen un 90%
dels polips) poden generar cancer de colon. De major risc sén els polips adenoma-
vellosos (ocupen un 5% dels polips) dels quals un 40% experimenten un procés de
esdevenir malignes. En el colon també és freqiient trobar un altre tipus de polip, que
s’anomena hiperplasic i que sovint no genera cancer (Winawer, 1999).

Els polips més grans d’un centimetre tenen major risc de generar cancer que els de
menor mida. Altres factors de risc s6n I'edat, els antecedents familiars de polips i
cancer de colon i la preséncia de polips adenomato-vellosos. D’altra banda cal tenir
en compte que determinats processos inflamatoris cronics sén sovint un antecedent
de cancer (Friedman, 2006).

Hi ha diversos tipus de tumors malignes d’intesti gros segons el tipus de teixit a partir del
qgual s’han originat. L’adenocarcinoma (més del 95% del total dels casos) es tracta d’un
tumor que es forma a partir de la mucosa o capa de teixit mucos que revesteix I’interior
de I’0rgan. La resta dels casos es reparteixen fonamentalment entre els fibrosarcomes,
originaris de les fibres de teixit connectiu de la paret intestinal, els liposarcomes, formats
per teixit gras de la paret intestinal, i els limfomes, que s’originen en les acumulacions
limfoides de la paret intestinal.

Segons la direccié en qué efectuen el seu desenvolupament es diferencien dos tipus
de tumors malignes d’intesti gros: Els estenosants, frequents al colon descendent, el
sigma i el recte; i els poliploides, presents en el colon ascendent i el transvers. Aquests
ultims a diferéncia dels anteriors, solen trigar més temps a erosionar-se o infiltrar-se pels
teixits profunds de la paret intestinal (Ahnen, 1991; Leedham and Wright, 2008).

El cancer segueix una progressid en multiples estadis, tant a nivell molecular com
morfologic (Compton and Greene, 2004). Al llarg del temps s’han postulat diferents
sistemes de classificacid, entre els quals cal estacar els estadis de Dukes i la
classificaciéo TNM (tumor- nodul- metastasi), que té en compte I’estat del tumor primatri,
si els noduls limfatics estan afectats i la preséncia de metastasi (Leedham and Wright,
2008) (Figura 1.17).

Generalment el CCR sol ser asimptomatic perd senyals com sang en les femtes, fatiga
associada amb I’anémia, dolor abdominal i sagnat pel recte sén alguns indicatius per
sotmetre’s a un examen rectal.

Els tractaments depenen de I’etapa en qué es trobi el cancer. El general es sol realitzar
cirurgia, quimioterapia i radioterapia per destruir les cél-lules canceroses. També es
solen fer analisis de sang per detectar marcadors tumorals, tals com I’antigen
carcinoembrionari (ACE) i CA 19-9 (Sempere and Jover, 2008; Tinelli et al., 2010).
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Amb el temps, els polips de colon i recte adenomatosos (estadi 0) poden convertir-se
en malignes i cal extirpar-los. En la majoria de casos els polips es poden extirpar al
mateix temps que es realitza una colonoscopia. En casos on el cancer ja esta present
(estadis I, Il i lll) s’opta per una colectomia (extirpacié d’una part del colon) (Debrix et
al., 2008). Per altra banda els farmacs més habituals en el tractament quimioterapic
son I'lrinotecan, I’Oxiloplati i el 5-fluorouracil aixi com anticossos monoclonals com el
Cetuximab, el Panitumumab i el Bevacizumab (Aprile et al., 2009).

; / Spread lo other organs
||
e Vo

Fig. I.17. Etapes de progressid del CCR: I’etapa | és el carcinoma in situ: intraepitelial o
sense invasid de la lamina propia; en I’etapa Il el tumor envaeix la capa subserosa, els
teixits pericolics o perirectals no peritonealitzats a través de la mucosa propia; en I’etapa
Il els tumors primaris tenen les mateixes propietats que en I’etapa Il perdo amb afectacio
dels ganglis limfatics; I'’etapa IV es déna quan hi ha metastasi distant (Leedham and
Wright, 2008).

4.1. BASES MOLECULARS DEL CANCER

El primer model de progressié tumoral basat en dades moleculars que va integrar el
concepte de progressi6 multiestadi amb la identificacié d’alteracions genétiques
concretes va ser el proposat per Vogelstein en 1988. El model divideix el procés
tumoral en diferents etapes (epiteli normal, adenoma primerenc, adenoma intermedi,
adenoma tarda i carcinoma). Cadascun d’aquests estadis els relaciona amb la
pérdua d’heterozigositat (LOH) en una zona cromosomica diferent. Es tracta de gens
supressors de tumors, la repressio del quals beneficia la tumorigénesi de la cél-lula
(Vogelstein et al., 1988), o d’oncogens, que al expressar-se afavoreixen la
transformacié neoplastica. En base aquest model s’ha postulat que els tumors de
colon i recte s’originen com a resultat de mutacions en aquests dos tipus de gens
(Fearon and Jones, 1992).

Definim com a oncogéns als gens responsables del control de la proliferacié i la
diferenciacié cel-lular (Bertram, 2000). Donada la seva naturalesa dominant, la
mutaci®6 en un allel ja seria suficient per desencadenar una proliferacid
descontrolada. Els oncogens poden actuar incrementant el producte o la seva funcié
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com a conseqgiéencia d’una mutacido, deguda a una amplificacié génica o a una
translocacié cromosomica. Segons la seva funcié cel-lular els oncogéns es poden
classificar com a factors de creixement, receptors de factors de creixement, factors de
transduccio de senyal intracel-lular, proteines nuclears d’unié a I’ADN i factors del cicle
cel-lular.

Per altra banda la mutacié en gens supressors de tumors s’associa a la péerdua de
funcions cel-lulars. En aquest cas la mutacié ha de ser en les dues copies del gen per la
supressio total del mateix ja que normalment es tracta de mutacions recessives. S’han
descrit tres tipus de gens supressors de tumors: els guardians del genoma o
gatekeepers, els cuidadors del genoma o caretakers i els cuidadors de l'entorn o
landscapers (Kinzler and Vogelstein, 1998).

Un model que esta ampliament acceptat és el model de Knudson (Knudson, 1985) el
qual postula que després d’una mutacié puntual és necessaria la inactivacié de I’altre
al-lel. Aquesta inactivacidé es pot donar mitjancant diversos mecanismes, com per
exemple una mutacié puntual secundaria, perdues heterozigotiques, recombinacio
mitotica, modificacions epigenétiques o pérdua del cromosoma sencer, la qual pot
anar acompanyada de la duplicacié del cromosoma que porta I’al-lel mutat.

4.2. INESTABILITAT GENETICA

La inestabilitat genética s’ha proposat com a motor de la tumorigénesi (Tinelli et al.,
2010). Les cél-lules tumorals acumulen un gran nombre de mutacions, aquest fet ha
portat a postular I’existéencia d’un fenotip mutador causant de la inestabilitat genética
(Loeb and Loeb, 1999). La inestabilitat genética per tant, explicaria I’elevat index de
mutacions en els tumors i permetria I’evolucié de la cél-lula tumoral en un entorn
selectiu (Tomlinson and Bodmer, 1999). Aixi doncs, la inestabilitat genética seria el pas
previ a I'aparicié d'un gran nombre de mutacions i per tant es donaria en les fases
inicials de la tumorigenesi (Raptis and Bapat, 2006).

Podem definir la inestabiltat genética com I’estat cel-lular andmal associat a un
augment de la taxa d’alteracions genomiques, incloent mutacions, reorganitzacions
cromosomiques, delecions i amplificacions.

S’han descrit diverses formes d’inestabilitat gendmica causants d’un tant per cent

elevat dels fenotips presents en ceél-lules tumorals (Quigley and Balmain, 2009). Es
tracta de la inestabilitat de microsatéel-lits i la inestabilitat cromosomica.

4.2.1. INESTABILITAT DE MICROSATEL-LITS

Es tracta d’una inestabilitat genéetica causada per mutacions puntuals, associada a
errors en els gens de reparaciéo de desaparellament de I’ADN, generant una xarxa de
mutacions de I’ADN molt elevada (Tinelli et al., 2010). Es caracteritza per ’acumulacioé
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de milers d’alteracions somatiques en la seqiéencia de I’ADN en forma de petites
insercions, delecions i mutacions.

Comja hem comentat, les seqiiencies de microsatel-lits consisteixen en repeticions
d’un a sis nucleotids al llarg de fins a cent parells de bases. Aquestes sequencies sén
una diana pels errors en la replicacié originats per les ADN polimerases.

La inactivacid dels gens responsables de la reparacié d’errors en I’aparellament de
I’ADN provoca que aquests errors no es repatrin i per tant, s’acumulin mutacions en la
sequéncia de microsatél-lits. Aquest procés d’inestabilitat es va detectar a principis
dels anys noranta en el cancer colorectal (lonov et al., 1993). La inestabilitat de
microsatel-lits constitueix la majoria de cancers de colon hereditaris amb abséncia de
polips i en fins al 15% dels tumors de colon i recte esporadics.

Aquest tipus de inestabilitat es déna de manera inicial en els tumors esporadics i
persisteix durant tot el procés tumoral permetent I'aven¢ del tumor degut a
I’adquisici6 de noves mutacions en oncogéens o gens supressors de tumors (Shibata et
al., 1994).

4.2.2. INESTABILITAT CROMOSOMICA

Es tracta d’un tipus d’inestabilitat gendmica associada a un augment dels guanys i
perdues de cromosomes, aixi com processos de no disjuncié. Cada cél-lula tumoral
presenta un cariotip diferent degut a la inestabilitat cromosdomica, la qual es defineix
simplement com a I’adquisicié d’alteracions que poden ser numeriques o estructurals
(Lengauer et al., 1998; Toyota and Suzuki, 2010; Wu et al., 2011). Una alta inestabilitat
cromosomica s'associa a un pitjor pronostic en cancer colorectal (Risques et al., 2003).

Les alteracions numeériques poden ser degudes al guany (poliploidies) o pérdua
(aneuploidies) de cromosomes o alteracions en la euploidia (Nowak et al., 2002). Les
alteracions numeriques es produeixen quan hi ha un error en la condensacio i/o
cohesio de les cromatides germanes, en la formacio del fus mitotic o, en resum, algun
problema en la segregacié cromosomica durant la mitosi.

Anomenem alteracions estructurals a aquell tipus d’inestabilitat genomica ocasionada
per reorganitzacions cromosomiques, ja siguin delecions, inversions, amplificacions o
translocacions (Gasparini et al., 2007). Aquestes reorganitzacions sén el resultat
d’alteracions en la reparacié del dany genomic /o pérdua de la integritat dels
telomers. Normalment la cél-lula té la capacitat de reparar les lesions de I’ADN, no
obstant si la cél-lula és incapac de reparar el dany abans de la replicacié es genera
una mutacié o un trencament de doble cadena, donant lloc a les reorganitzacions
cromosomiques. Un clar exemple de inestabilitat cromosomica estructural son les
alteracions de regulacio cel-lular en fase G1.
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5. CANCER | EPIGENETICA

L’epigenética, juntament amb la genetica, juga un paper fonamental en totes les
etapes de la tumorigénesi. De fet, I'alteracid dels patrons de metilacié de I’ADN i de
modificacions de les histones (Baylin and Schuebel, 2007) sén un tret comu en tots els
cancers humans, si bé, cada tipus de cancer presenta patrons caracteristics (Esteller,
2007; Esteller, 2008; Jones and Baylin, 2007; Kouzarides, 2007).

Pel que fa a les alteracions en els patrons de metilaci6 de I’ADN és sol parlar
d’hipermetilacié local i d’hipometilacié global. Tot i que la primera troballa va ser la
hipometilacié global de I’ADN tumoral (Ehrlich, 2002; Feinberg and Tycko, 2004), la
majoria d’estudis es van focalitzar en les metilacions de novo que succeien en les illes
CpG i la seva correlaci6 amb el silenciament transcripcional d’un gran nombre de
gens implicats en cancer (Esteller, 2008; Jones and Baylin, 2007).

L’activacié d’oncogeéns i la inactivacié de gens supressors de tumors pot donar-se per
diferents mecanismes, ja sigui per mutacio, per pérdua d’heterozigosi o per inactivacio
epigenetica dels gens supressors de tumors (Esteller, 2008; Feinberg and Tycko, 2004).
Aquest darrer mecanisme esta guanyant protagonisme ultimament. El nombre de gens
relacionats amb cancer afectats pel sienciament epigenétic és major que els alterats
pels altres mecanismes (Esteller, 2007). A més, per un gran nombre de gens, la
inactivacié epigeneética resulta ser I’Gnic mecanisme possible de supressié (Berdasco
and Esteller, 2010; Esteller, 2008; Feinberg; Jones and Baylin, 2007; Kouzarides, 2007).

Estudis recents amb noves metodologies com I’estudi gendmic a gran escala han
descobert que la majoria de canvis de metilaci6 en CpG associats al
desenvolupament o al cancer no succeeixen en illes CpG sin6 en les CpG island shores
(Irizarry et al., 2009). Les diferéncies de metilacié en les CpG island shores soén visible no
nomeés entre cél-lules normals i tumorals siné també entre fibroblasts, cél-lules induides
pluripotents i cél-lules mare embrionaries. Aquest fet fa palesa I'existéncia de
mecanismes addicionals de reprogramacié epigenética presents en aquestes zones
del genoma (Doi et al., 2009).

Els termes d’hipometilacié i hipermetilacié de ’ADN sén termes relatius i indiquen
major o menor grau de metilacié de I’ADN referit a un estandard (teixit normal, no
tumoral, d’un individu) (Sharma et al., 2010). La pérdua de metilaci6 genomica
(hipometilacié) com succés primari sovint s’associa amb el procés neoplasic i és
proporcional a la severitat de la malaltia (Jones and Baylin, 2002). Els genomes de les
cel-lules preneoplasiques, canceroses i envellides comparteixen canvis importants en
els nivells de metilacié, com a successos primerencs en el desenvolupament d’alguns
tumors. Els dos nivells de metilaci6 poden presentar-se de forma individual o
simultania.

En general, la hipermetilacié que es déna en promotors d’alguns gens esta associada
amb el seu silenciament transcripcional i la hipometilaci®6 amb la sobreexpressié de
certes proteines involucrades en els processos d’invasid i metastasi. La hipometilacid
s’associa a inestabilitat cromosomica i a pérdua d’imprompta (Esteller, 2008; Portela
and Esteller, 2010).
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5.1. HIPERMETILACIO

La hipermetilacié d’illes CpG és I'alteraci6 més ben estudiada a nivell epigenétic en
cel-lules tumorals (Baylin and Herman, 2000; Esteller, 2002). La hipermetilacio es troba
frequentment en illes CpG i s’observa en una gran varietat de cancers, en canvi és
molt poc frequent la hipermetilacié de seqiiéncies repetitives en cancer (Yan et al.,
2000).

El paper de la hipermetilaci6 en la carcinogénesis va ligat al silenciament
transcripcional de gens implicats en la prevencié del cancer. Mdltiples estudis han
desvelat I’extensa distribucié d’aquest gens per totes les regions cromosomiques,
afectant totes les vies cel-lulars conegudes (Esteller, 2008; Weber and Schubeler, 2007).

Els gens silenciats degut a la hipermetilacié solen classificar-se com a gens supressors
de tumors classics, candidats o de funcié desconeguda. L’existéncia d’aquest gran
nombre de gens hipermetilats i silenciats en cancer ha portat a postular I'existencia
d'un possible “fenotip metilador” (Toyota and Suzuki, 2010). Aquesta teoria suggereix
que aquest “fenotip metilador” obeeix a la pertorbacié d’algun sistema cel-lular de
control d’aquests mecanismes epigenétics (Figura 1.18), encara que no s'ha identificat
encara la base molecular d'aquest fenotip.

Cél-lulanormal Cél-lula cancerosa
* Gen supressor de tumorsamb una CpGi en la regid * Hipermetilacié de la CpGi
promotora. * Conformacié de la cromatina: Tancada

¢ Conformacid de la cromatina: Oberta
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Entrada en cicle cel-lular
Defugide I'apoptosi
Problemes en la reparacié de 'ADN
Angiogenesi
Perdua d’adhesid cel-lular
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T CpG metilada
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Fig. 1.18. Patrons de hipermetilacié en cel-lules canceroses. Cel-lules normals: Tipica configuracio
d’activaci6 amb el promotor desmetilat. Cel-lula cancerosa: El gen mostra una metilacio
aberrant i per tant un silenciament transcripcional. Les CpGs dins de l’illa CpG estan metilades
fent que la regid sigui accessible a les MBPs (de I’anglés Methylated Binding Proteins), els
nucleosomes contenen HDAC i la cromatina esta més compactada. Les illes CpG metilades
interaccionen amb els complexes MBP-HDAC i els complexos de transcripcid (CA, HAT, TF) no
poden interactuar. La regidé downstream de I’illa mostra la hipometilacio tipica de les cél-lules
canceroses. Figura adaptada de I’article de Baylin i Herman (Baylin and Herman, 2000) i de
I’article de Esteller (Esteller, 2007).
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En un estudi del RLGS (de I’anglés Restriction Landmark Genomic Scanning) per
analitzar la metilacié de casi 1.200 illes CpG en 98 tipus de cancers primaris (mama,
colon, cervell, cap i coll, testicles, leucémia mieloide aguda i tumors
neuroectodermics) es va estimar que un promig de 600 sobre 45.000 de les illes CpG
del genoma estan hipermetilades en cancer respecte el teixit normal (Costello et al.,
2000). Entre els tumors amb major frequéncia d’hipermetilacié en illes CpG trobem el
colon i el puimé. S’ha vist que la hipermetilacié no Unicament es produeix en els gens
amb una funcié coneguda i implicada en la carcinogeési siné que també succeeix en
gens no involucrats.

Aixi doncs en cancer, el silenciament epigenétic s’ha associat sempre com un
esdeveniment local per silenciar gens concrets, no obstant també s’ha vist que grans
regions cromosomiques poden ser silenciades, aquest procés es defineix com a Long
Range Epigenetic Silencing (LRES). Aquestes regions LRES poden cobrir megabases
d’ADN formant regions d’heterocromatina amb el conjunt d’iles CpG de la regid
hipermetilades. El mecanisme del LRES encara no es coneix, en alguns casos sembla
que al produir-se el silenciament d’un gen concret la seqliéncia adjacent es veu
afectada, hipermetilant-se per defecte. Per tant, semblaria que certes CpGi actuarien
com a llocs diana i que al hipermetilar-se promourien la propagacio de la metilacié a
les illes CpG veines. Aixi mateix, podria ser que I’elevada densitat d’hipermetilacié de
I’ADN provoqués la metilacié de les marques d’histona donant com a resultat
I’expansid heterocromatinitzacio global entre aquestes regions riques en CpGs (Frigola
et al., 2006).

5.2. HIPOMETILACIO

S’ha donat molta menys importancia al paper de la hipometilacié de I’ADN en la
carcinogenesi (Baylin and Herman, 2000; Baylin and Schuebel, 2007; Issa, 2000)
malgrat descobrir-se abans (Ehrlich, 2002; Vogelstein et al., 1988) i saber-se que és un
fenomen molt estés en la majoria de tumors (Esteller, 2007).

La pérdua de metilacié en I’ADN és caracteristica de la majoria de cancers i afecta a
la inestabilitat genética i I’activacio genica. Aixi com la hipermetilacié afecta sovint a
iles CpG de regions promotores de gens supressors de tumors, la hipometilacié es
doéna principalment en elements repetitius (Ducasse and Brown, 2006; Esteller, 2005).

La hipometilacié pot afectar a I’estructura compacta de la cromatina provocant
reorganitzacions mitotiques i les conseqiients delecions i translocacions (Eden et al.,
2003) (Figura 1.19).

Aquest fet es va veure en I’estudi amb ratolins deficients de DNMTs, els quals patien un
augment d’aneuploidies i translocacions (Karpf and Matsui, 2005). Altres estudis amb
inhibidors de la metilacié de I’ADN tant in vivo (Thomas and Williams, 1992) com in vitro
(Denda et al., 1985) evidencien la importancia de la hipometilacié en cancer (Eden et
al., 2003; Gaudet et al., 2003).

Sobre els anys vuitanta es va veure que diferents tipus de cancer tenien un baix
contingut amb metilcitosines respecte als teixits sans. En un altre estudi, on es va
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comparar cancer de colon i mucosa normal adjacent, van observar una reduccio
d’un 10% de metilacié en els cancers i polips benignes respecte a la mucosa normal
(Feinberg, 1988). També s’ha observat el mateix fenomen al comparar tumors de
prostata metastatics amb prostata normal, leucocits de pacients amb leucémia
limfocitica cronica amb leucocits normals, hepatocits tumorals amb normals i cancer
de ceérvix amb teixit normal (Ehrlich, 2002). En resum, la hipometilacié de diferents tipus
de cancer respecte a teixits normals és forca frequent.

Les regions del genoma que es poden desmetilar son majoritariament formades per
sequéncies i elements repetitius i una part minoritaria formada per illes CpG
associades a gens silenciats del cromosoma X inactiu, gens imprintats i gens metilats
especifics de teixit. Aixi doncs la hipometilacié es pot classificar en hipometilacio
regional i hipometilacié global.

Ceél-lulanormal Ceél-lulacancerosa
* Locus amb una regid reguladora 5’ metilada, p.ex gen ¢ Hipometilacié de 'ADN
especific d’'unalinia germinal. ¢ Conformacio de la cromatina: Relaxada, oberta

*Elements repetitius, p.ex Elements Transposables

| " ? ! T L ! |
| EI_J_E_E_» |t | I IJE‘ .

Fragilitat genomica
Pérdua d’imprinting i sobrecreixement
Tipus d’expressié cel-lular inapropiada
Activacid de sequeéncies parasitaries

4

Tumorigénesi

g

T CpG metilada

‘ CpG no metilada

Fig. 1.19. Patrons de hipometilacié en cél-lules normals i canceroses. La hipometilacié d’illes CpG
en gens supressors de tumors és una alteracid6 comu en ceél-lules canceroses, i provoca la
inactivacioé transcripcional d’aquests gens i la pérdua de la seva funcié cel-lular normal. El
genoma de les cél-lules canceroses pateixen una hipometilacié global de les sequéncies
repetitives, i els gens especifics de teixit i els “imprintats” presenten també una pérdua en la
metilacié de I’ADN. En alguns casos aquesta hipometilacié contribueix al fenotip de cel-lules
canceroses, causant canvis com la peérdua “imprinting” i pot contribuir a la inestabilitat
genomica de certs tumors. Figura adaptada de Baylin i Herman (Baylin and Herman, 2000) i
Esteller (Esteller, 2007).
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5.2.1. HIPOMETILACIO LOCAL

La hipometilaci6 local afecta a regions discretes, basicament a illes CpG metilades.
Aguesta s’associa a la reactivacié transcripcional de gens silenciats durant el
desenvolupament i ladiferenciacio (Filkowski et al., 2010; Pufulete et al., 2005; Wilhelm
et al.,, 2010).

Les regions metilades i, per tant transcripcionalment silenciades poden ser susceptibles
de ser hipometilades. Aquest gens reactivats normalment sbn oncogens. Entre gens
especifics de teixit hipometilats en tumors trobem hRAS (Vogelstein et al., 1988), ciclina
D2, Maspin 1, MAGEAL.

La imprompta genomica també es pot perdre degut a la hipometilacié. En aquest cas
els gens perden la seva regulacié monoal-lélica i es sobreexpressen en tumors. Com a
exemple de la pérdua d’imprompta o LOI (de I'anglés Loss Of Imprinting) trobem el
cas del locus IGF2/H2 en varis tumors (Cui et al., 2002; Feinberg, 2007).

5.2.2. HIPOMETILACIO GLOBAL

La hipometilacio global afecta als elements repetitius. Aquesta desmetilacio s’associa
principalment a la inestabilitat genética (Toyota and Suzuki, 2010; Wu et al., 2011).

El genoma huma consta d’un 45% d’elements repetitius (Lander et al., 2001) els quals
normalment es troben reprimits i estan dotats d’un alt contingut de 5-mC. No obstant,
el elements repetitius, com els LINEs o els Alus, sovint es troben hipometilats en cancer
(Rollins et al.,, 2006). De fet, els elements repetitius s6n els que més pateixen la
hipometilacié en cel-lules canceroses. Els elements transposables desmetilats estan
actius, poden translocar-se a altres regions del genoma, contribuint d’aquesta manera
a la inestabilitat gendmica (Takai and Jones, 2002).

S’ha postulat que les perdues de metilacié globals descrites en cancer podrien tenir
lloc de manera massiva en aquestes seqiencies repetitives. Aquest fet s’ha demostrat
en diversos elements repetitius com I’ADN satél-lit pericentroméric (Stephens et al.,
1998; Weisenberger et al.,, 2005) i en els elements Alu i LINEs (Choi et al.,, 2007;
Weisenberger et al., 2005; Yang et al., 2004).

Aixi doncs la hipometilacié global en cancer sol associar-se a la preséncia d’elements
repetitius, normalment metilats. No obstant, Hansen i col-laboradors van observar la
majoria de Ila metilaci6 global era causada per regions hipometilades
independentment de la presencia o no d’elements repetitius en les regions. En el seu
estudi van cobrir el 57% d’elements L1, el 94% de L2, el 95% de sequéncies Mir i el 18%
d’elements Alu. Aquests elements analitzats no van mostrar una associacio especifica
a la hipometilaci6, malgrat tot també comenten que els elements repetitius no coberts
en el seu estudi podrien estar més hipometilats contribuint aixi a la hipometilacio global
(Hansen et al., 2011).
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6. DIFERENCIACIO | EPIGENETICA

El balang entre pluripoténcia i diferenciacié de les cél-lules mare embrionaries també
es troba regulat per processos epigeneétics, els quals controlen I’expressié de factors de
transcripcié propis de I’estat pluripotent, aixi com especifics del linatge cel-lular. Cada
cel-lula de I‘organisme posseeix el seu propi patré epigeneétic, que és un reflex de les
influéncies ambientals a les que ha estat sotmesa, i que determina, en Ultima instancia
el seu fenotip cel-lular (Ptashne, 2007).

Els processos epigenéetics més importants que regulen la pluripotencialitat i els
processos de diferenciacio de les cél-lules mare embrionaries son diversos:

6.1. METILACIO DE L’ADN

La metilacié tal i com ja s’ha comentat, també juga un paper molt important en el
desenvolupament embrionari, aixi com en la inactivaci6 del cromosoma X en les
femelles, la imprompta geneética i el slenciament de transposons.

Durant el desenvolupament embrionari es produeix la modificacié dels patrons de
metilacié del genoma, de forma que I’ADN es troba desmetilat en el moment de la
implantacio, exceptuant els gens sotmesos a la imprompta gendmica. Després de la
implantacio, el patré de metilacié propi de I’embrié s’aconsegueix mitiancant I’'accid
de novo de les ADN metiltransferases DNMT3a i DNMT3b (Okano et al., 1999).

El perfi de metilaci6 de I’ADN en cél-lules mare embrionaries es diferencia dels
existents en teixits adults (Bibikova et al., 2006) i malgrat que els nivells globals de
metilacié no es modifiquen durant la diferenciacié cel-lular (Meissner et al., 2008), es
produeixen canvis en la metilaci6 de promotors de gens especifics. Entre els que
incrementen els seus nivells de metilacié es troben gens implicats en el manteniment
de la pluripoténcia i gens especifics de la linea germinal (Shen et al., 2006), de forma
que es produeix un silenciament. Simultaniament, es desmetilen gens implicats en la
diferenciaci6 cel-lular, permetent la seva expressié. D’aquesta forma, la metilacié de
I’ADN regula I’expressié d’alguns marcadors de pluripoténcia, com Oct4 i Nanog, que
durant I’estat no diferenciat presenten els seus promotors i potenciadors o enhancers
desmetilats i es comencen a metilar seqliencialment quan s’inicia el procés de
diferenciacio cel-lular a fi de reduir paulatinament I’expressié d’aquests gens (Hattori
et al., 2004). El patré de metilacié que mostren les cel-lules mare embrionaries durant la
diferenciacié depén del llinatge cel-lular cap al que es diferenciin, que en ultima
instancia determinara els gens, I’expressié dels quals es necessiti.

Malgrat aix0, s’ha demostrat que els processos de metilacié de I’ADN sén prescindibles
pel manteniment de |‘estat pluripotent de les cél-lules mare embrionaries, encara que
resulten essencials per portar a terme la diferenciacio cel-lular, ja que la seva abséncia
la impossibilitaria, tal i com demostren certs models murins que no expressen ADN
metiltransferases (Gilbert et al., 2007).

70



6.2. MODIFICACIO D’ HISTONES

Les cel-lules mare embrionaries es caracteritzen per tenir una estructura dinamica i
permissiva de la cromatina, donat el gran nombre d’histones acetilades que
afavoreixen I'accés de nucleases i de la maquinaria transcripcional a ’ADN (Keenen
and de la Serna, 2009).

Aixi, durant I’estat no diferenciat, els promotors de gens pluripotents (com Oct4 i
Nanog) posseeixen elevats nivells d’acetilacié de les histones H3 i H4, aixi com la
marca activadora de la transcripcié H3K4me3 (Bernstein et al., 2006), permetent que
ambdds gens s’expressin. No obstant durant la diferenciacié la cromatina adquireix
una estructura més restrictiva, produint-se un augment global de la marca
d’inactivacié H3K9me3 i una disminucié dels nivells d’acetilacié de les histones H3 i H4
(Atkinson and Armstrong, 2008; Meshorer and Misteli, 2006).

Aixi doncs, les ceél-lules mare embrionaries utilitzarien els mateixos mecanismes
epigenetics que les cel-llules somatiques per controlar la transcripcié genica. No
obstant, tambeé presenten algunes caracteristiques especifiques per silenciar gens que
controlen la diferenciacié cel-lular (Atkinson and Armstrong, 2008; Barrero et al., 2010).
Es el cas dels dominis bivalents (Azuara et al., 2006; Bernstein et al., 2006), formats per
zones riques en la marca repressiva de la transcripcido H3K27me3 i, al mateix temps, la
marca activa H3K4me3. Aquests dominis s’han trobat propers a inicis de transcripcid
génica implicats en diferenciacio cel-lular i encara que també es poden trobar en
teixits diferenciats i en cancer, la seva dualitat funcional €s molt més clara en cél-lules
mare (Voigt et al., 2013).

S’ha postulat que I’existéencia dels dominis bivalents s’encarregarien de mantenir
reprimida la transcripcid génica d’aquests perd serien capacos de produir una
conformacio transcripcionalment permissiva de la cromatina al rebre els estimuls que
les induissin a diferenciar-se, reprimint H3K4me3 en el cas de silenciar I’expressié o
reprimint H3K27me3 en el cas de promoure I'expressid genica (Azuara et al., 2006;
Bernstein et al., 2006).

El silenciament génic és un procés complexe que requereix, tal i com ja s’ha
comentat, de I'accio simultania de multiples mecanismes perqué es dugui a terme de
manera efectiva. En aquest sentit, s’ha demostrat que les modificacions de les histones
i la metilacié de I’ADN actuarien de manera sinérgica per regular la transcripcio.
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7. RESULTATS PREVIS DEL NOSTRE LABORATORI: QUANTIFICACIO |
IDENTIFICACIO D’ELEMENTS ALU

En estudis previs del nostre grup es van analitzar una série de 17 tumors de colon i recte
i les seves parelles de teixit normal per mitja de la técnica QUMA (Quantification of
UnMethylated Alus) (Rodriguez et al., 2008b) (técnica explicada en detall en material i
metodes, apartat 2.3.2) a fi de quantificar els elements Alu desmetilats (Figura 1.20).
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Fig. 1.20. Quantificacié dels elements Alu desmetilats en 17 parelles de mucosa normal i
carcinoma colorectal per la técnica QUMA. Els valors representen el nombre de Alus
desmetilades per genoma haploide. La majoria de tumors presenten major nombre
d’hipometilacions al comparar-los amb la seva parella normal. Figura adaptada de I'article de
Rodriguez Ji col-laboradors. (Rodriguez et al., 2008b).

Els resultats obtinguts van demostrar que les ceél-lules epitelials normals de codlon
contenien aproximadament 25.000 Alus desmetilades (25.486 + 10.157), en canvi en
cel-lules tumorals aquest valor gairebé és duplicava (41.995 + 17.187).

Es van identificar de manera computacional un total de 198.309 elements Alu que
contenien la sequéncia AACCCGGG (diana Smal utilitzada en la técnica QUMA), i es
va estimar que un 15.1% dels elements Alu amb aquesta seqgiéncia estaven
desmetilats en mucosa normal mentre que un 24.9% ho estava en carcinoma de
colon.

Considerant que el genoma huma conté aproximadament un milié d’elements Alu,
aquesta estimacio indica que les Alu desmetilades constitueixen entre el 2.3 i el 3.8%
del total d’elements Alu en teixit normal i tumoral respectivament.

Per altra banda una série més gran de mostres, que incloia aquestes parelles N-T, es
van analitzar per la técnica AUMA (Amplification of UnMethylated Alus)(técnica
explicada en detall en Material i Métodes, apartat 2.3.2). Aquesta metodologia va
permetre identificar una col-lecci6 d’elements Alu desmetilats en teixit normal i/o
tumoral aixi com un gran nombre de regions fora d’Alu hipermetilades i hipometilades
en tumors de colon irecte.
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Una aclaparant majoria dels més d'un mili6 d’elements Alu es troben en dominis
inactius i estan metilats. L'excepcionalitat de l'estat de cromatina activa d'alguns
elements Alu, tant en situacions fisiologiques com patologiques, i especificament en
cancer, els converteix en factors amb una potencial funcionalitat, i per tant en
candidats pel seu estudi.

Si bé la possible activitat dels elements Alu esta determinada per diferents marques
epigenetiques, aquells que estiguin desmetilats serien bons candidats per tenir un
paper més rellevant. La confeccié d’un mapa genomic dels elements Alu desmetilats
i previsiblement actius a nivell de cromatina pot representar una eina fonamental per
entendre el seu paper sobre l'expressid génica i el manteniment estructural de la
cromatina. Tanmateix, canvis en l'estat epigenétic de determinats elements Alu
poden constituir marcadors amb un impacte sobre el risc i I’evolucié de la malaltia.

Malgrat que el nombre de metodologies de screening de metilacié (Butcher and
Beck, 2008; Jorda et al., 2009; Laird, 2010) s’ha incrementat en els darrers anys, i que
s’han utilitzat diferents aproximacions per estimar els nivells de metilacidé en els
elements repetitius, encara hi ha una manca d’estratégies que permetin la
identificacio especifica d’alteracions de la metilacié de I’ADN en elements repetitius.

En el nostre laboratori s’han desenvolupat dues técniques per identificar i quantificar
les seqiéncies Alu desmetilades (AUMA - Amplification of UnMethylated Alus - i
QUMA - Quantification of UnMethylated Alus - ) (Rodriguez et al., 2008b), que ens han
confirmat la hipometilacié dels elements Alu en el cancer colorectal i suggereixen
qgue aquests elements es troben localitzats en la cromatina activa participant en els
processos cel-lulars, incloent funcions implicades en el desenvolupament i la identitat
cel-lular. De fet, el perfil epigenétic d’algun d’aquests elements pot ser una font
important de I’heréncia i la variabilitat somatica amb manifestacions fenotipiques
com el risc de cancer, la regulacié anormal de les vies de senyalitzacié de les
cel-lules canceroses i el paper en els processos de diferenciacio.

Aixi doncs, creiem que els elements Alu desmetilats presenten unes caracteristiques
dins ’ALUOMA que els concedeixen les propietats adients per actuar com a elements
reguladors amb la capacitat de modificar I’expressié d’un gen concret a diferents
nivells.
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L'objectiu principal d'aquesta tesi és identificar elements Alu amb un estat de
cromatina activa (inicialment detectats per la seva desmetilacid) i determinar
el seu paper en la regulacio de I’expressid génica.

Per assolir aquest objectiu es proposen els seglents objectius especifics:

1. Caracteritzar els elements Alu desmetilats tant a nivell estructural
(sequéncia), funcional (context genomic) i evolutiu.

2. Definir els patrons epigenétics dels elements Alu desmetilats associats a
diferents tipus cel-lulars.

3. Establir els mecanismes de regulacié génica en els que participen els

elements Alu, segons el seu estat de metilacid, dins la tumorigénesi i la
diferenciacio.
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1. MATERIAL

1.1. LINIES CEL-LULARS

S’ha treballat amb diferents linies de carcinoma i adenocarcinoma de colon huma
obtingudes de I’ATCC (American Type Culture Collection):

HCT116, ampliament utilitzada en estudis de la biologia del cancer, presenta
inestabilitat de microsatél-lits i una mutacié en el codd 13 del protooncogén Ras, a
més sobreexpressa TGFR1 i TGFBR2 (transforming growth factor p1 i B2). Es tracta d'una
cél-lula de carcinoma de colon huma amb cariotip diploide.

HCT116-DKO, és una variant de la linia HCT116 deficient de les DMNT1 i DMNT3b (ADN
metiltransferasa 1 i 3b) (Paz, Wei et al. 2003), linia cedida pel Dr. Esteller (PEBC-IDIBELL).

Sw480, presenta mutacions en els gens p53, myc, ras. Es tracta d’una linia hipotriploide
amb inestabilitat cromosomica.

LoVo, presenta mutacions en els gens p53, myc, ras. Es tracta d’una linia
d’adenocarcinoma de colon huma amb cariotip hiperdiploide i inestabilitat de
microsatel-lits.

CacCo2, presenta mutacions en Tp53 i APC i inestabilitat cromosomica. Es tracta d’una
linia d’adenocarcinoma de colon huma amb cariotip hiperdiploide.

HT29, presenta mutacions en Tp53 i APC, amplificaci6 de c-myc i un fenotip
d’inestabilitat cromosomica i aneuploidia i és d’adenocarcinoma de colon huma.

Totes elles presenten una morfologia epitelial i creixement adherit al flascé de cultiu.
El medi amb el que creixen és DMEM:F12 (Dulbecco’s Modified Eagle medium : F12)
complementat amb el 10% de SBF (serum bovi fetal) i amb 20 uM de L-glutamina i 10
UM de piruvat (tots els reactius de GIBCO® Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Les
condicions de creixement son 37°C, 5% de COz, 95% d’aire i 100% d’humitat relativa.

Per altra banda també s’han utilitzat altres linies cel-lulars cedides per la Dra. M. José
Barrero (Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona, CMRB): linies cél-lulars de
fibroblasts (HFF i F) i pellets cel-lulars de cél-lules mare ((hESC2, hESC4, hESC6), embrioid
bodies (EBs), cel-lules mare pluripotents induides originaries de queratinocits (KiPS4F1,
KiPS4F8) i de queratinocits de bulb pilds [H]KiIPS4F1.

79



1.2. MOSTRES HUMANES

Els teixits estudiats procedeixen de pacients diagnosticats de cancer colorectal en
I’Institut Catala d’Oncologia (Hospital de Bellvitge, Barcelona) i en I’Hospital Universitari
Germans Tries i Pujol (Badalona). Les mostres van ser préviament caracteritzades per
inestabilitat de microsatél-lits (MSl), mutacions en els gens p53 i K-ras.

De tots ells es va obtenir mucosa normal i teixit tumoral en forma de teixit fresc
conservat a -80°C o bé en blocs de parafina i d’OCT. Les mostres es van recollir seguint
el protocol aprovat pel comité étic de I'Hospital corresponent.

Les mostres de sang van ser obtingudes en I'Institut Catala d’Oncologia (Hospital de
Bellvitge, Barcelona) de 10 donants sans.

1.3. MOSTRES DE PRIMATS NO HUMANS

S’han utilitzat mostres de sang de diferents primats: quatre casos de Pan Troglodytes
(ximpanzé), cinc de Gorilla Gorilla (goril-la) i cincs casos de Pongo pygmaeus
(orangutan).

L’ADN dels primats es van obtenir del Banc Taxonlife (fundacié Echevarne, Barcelona).

El protocol d’obtencié de I’ADN que van emprar va ser el del kit EZ1 DNA Blood 200ul
(QIAGEN®, Venlo, Holanda).
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2.  METODES

2.1. TRACTAMENTS/ DROGUES

Per estudiar els efectes de la metilacio en la linia d’adenocarcinoma de colon HCT116
es van utilitzar diferents inhibidors de la metilacié6 de I’ADN: 5-aza-2’deoxicitidina (5-
AzadC) (Sigma Aldrich, St Lois, MO, USA) com agent desmetilant, trichostatina A (TSA)
(Sigma) com inhibidor de la histona deacetilasa i un combinat d’ambdds agents.

Es van sembrar quatre plaques per tractament de les cél-lules HCT116 en plaques de
10 cm de diametre, a diferents concentracions a fi que a I’hora de recaollir-les, i després
dels diferents tractaments, les concentracions s’igualessin. Aixi doncs per les HCT116
control es van sembrar 3.5*105 cel-lules, per les HCT116 que seran tractades amb 5-
AzadC 5*10° cel-lules, per les HCT116 que seran tractades amb TSA 4*105 cel-lules i per
les HCT116 tractades amb ambdds agents 6*105 cél-lules.

Passades 24 hores s’afegeix 5-AzadC a una concentracio final de 0.5 uM a les plaques
corresponents. 24 hores més tard es realitza un canvi de medi a totes les plaques i es
torna a afegir 5-AzadC a una concentracié final de 0.5 pM a les plaques
corresponents. Al dia segient, de nou, es canvia el medi a totes les plaques i s’afegeix
TSA a una concentracio final de 0.3 pM a les plaques corresponents.

Al cap de 16 hores es recullen les cél-lules, es renten amb PBS (tamp6 fosfat sali) fred i
els precipitats es guarden a -80°C per posteriors analisis.

L'eficiéncia dels tractaments es va avaluar a nivell d'expressié génica i metilacié de
I’ ADN.

Els gens control utilitzats en aquest estudi van ser EN1 (Engrailed 1) i CPLX2 (Complexina
2)(sequéncia i condicions dels encebadors en I'annex | taula Al1l), tots dos
hipermetilats i, per tant silenciats. En estudis previs ja s’havia vist la reexpressio
d’aquests gens a partir del tractament amb els agents desmetilats 5-AzadC i TSA
(Mayor et al., 2009; Rodriguez et al., 2008b).

2.2. EXPRESSIO A NIVELL D’ARN

2.2.1. EXTRACCIO DE L’ARN TOTAL

L’extraccié d’ARN total es va fer seguint el protocol convencional d’extraccié amb
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La qualitat de I’ARN és resol en un gel d’agarosa
a I’1%. Després es procedeix a quantificar I’ARN amb I’espectrometre Nanodrop 1000
(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Es guarda I’ARN a una concentracié de 250

ng/pl.
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2.2.2. OBTENCIO DE L’ADN COMPLEMENTARI

L’ARN obtingut es transforma a ADNc (ADN complementari o de cadena senzilla) per
mitja de la retrotranscriptasa inversa.

Primerament s’afegeix 1 ul d’hexamers aleatoris d(N)6 150 ng/pl (GE healthcare,
Piscataway, NJ, USA) i 2 yl de dNTPs 5mM (GE healthcare) a 500 ng d’ARNm. S’escalfa
5 minuts a 65°C per eliminar possibles estructures secundaries de I’ARN. Posteriorment
s’afegeixen la resta de reactius: 1yl de I’enzima de retrotratranscripcid M-MLV
(Invitrogen) a 200 U/ul, 0.35 pl d’inhibidor de ribonucleasa RNAasin® 40 U/ul (Promega,
Madison, WI, USA), 2 uyl DTT (Dithiothreitol) 0.1M i 5 pl de tamp® 5X.

La reaccid es realitza en un termociclador, 10 minuts a 25°C, 50 minuts a 37°C per
permetre I'Optima actuacié de la retrotranscriptasa inversa i 15 minuts a 70°C per
inactivar la reaccio.

2.2.3. PCR QUANTITATIVA A TEMPS REAL

Mitiancant la tecnologia de la PCR (Reaccido en Cadena de la Polimerasa) amb
I’agent intercalant SYBR® Green i la utilitzacidé del termociclador Light Cycler® 480
(Roche Diagnostics Corporation, IN, Indiana, USA) que integra una font laser d’emissid
de llum i un sistema de deteccidé mitiancant una camera CCD. Una seqiiéncia d’acid
nucleic pot ser detectada i quantificada ja que I'increment d’ADN en cada cicle
d’ampilificacié és proporcional a la fluorescéncia emesa.

TECNICA

La reacci6é es fa amb una mescla d’1 pyl d’ADNc a 50 ng amb 5 pl Fast Start DNA
master SybrGreen | (mescla que ja conté els dNTPs, Magnesi, tamp6 | Tag polimerasa)
(Roche), 3 pl d’aigua bidestilada, 0.5 yl d’encebador invers 20 uM i 0.5 pl d’encebador
directe 20 pM.

Cada punt es fa per triplicat.

El programa de la reaccié és similar en tots els casos, variant Unicament la
temperatura d’ amplificacio, limitada per les caracteristiques dels encebadors utilitzats
(Figura M.1).
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Frogram MName  denaturation

Cycles 1 Analysis Maode  MNone
Target Acqguisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*iCis) (per °C) ) (*C) (cycles)
95 Maone 00:10:00 4.80 o] 0] 0]

Frogram MName  amplification

Cycles 50 Analysis Mode | Quantification
Target Acqguisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*iZis) (per °C) ) (*C) (cycles)
95 Maone 00:00:15 4.80 o] 0] 0
Mone 00:00:25 250 0 0 0
72 Single 00:00:30 4.80 0 a a
Frogram MName  melting
Cycles 1 Analysis Mode | Melting Curves
Target Acqguisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*iZis) (per °C) ) (*C) (cycles)
95 Maone 00:00:15 4.80 o] 0] 0
0 Mone 00:01:00 250 0 a 0
96 Continuous 0.06 10 ol 0 0
Frogram Mame  cooling
Cycles 1 Analysis Mode  MNone
Target Acquisition Hold Ramp Rate Acquisitions Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (*iZis) (per °C) ) (*C) (cycles)
40 Mone 00:00:30 250 ol 0 0

Fig. M.1. Programa del Light Cycler®, permet programar les temperatures i temps de
desnaturalitzacio, amplificacio i fusié de la mostra. En vermell esta marcada la temperatura
d’amplificacié, variable, que canviem depenent de les caracteristiques de |’encebador
utilitzat.

DISSENY DELS ENCEBADORS

Els encebador tindran de 18 a 22 nucleotids. El percentatge de CG ha de ser similar
entre I’encebador directe i indirecte per tenir una temperatura de fusio (Tm, de
I’anglés melting temperature) sigui similar. Cal tenir en compte la segient formula:

625
Tm = (599 + 045+ %C6 ——=)

On pb soén els numero de nucleotids totals del encebador | %CG és el percentatge de
dinucleotids CG que hi ha en I’encebador. Preferiblement, les temperatures de fusio
haurien de ser proximes als 58°C.

Un cop s’han dissenyat les parelles de encebadors es determina la preséncia de
hairpins i dimers utilitzant programes informatics com el Windows 32 PrimerSelect 3.10
©1993-1998 DNASTAR Inc. A més també es fa un Blat per veure si la parella
d’encebadors sén especifics pel nostre fragment. El producte amplificat amb la PCR
hauria de ser, com a molt, proxim a 300 pb per que el resultat de la PCR a temps real
sigui bo.

NORMALITZACIO

Primer caldra definir alguns conceptes:

Cp: Valors que obtenim del LightCycler. S6n el punt de tall o de I’anglées, Crossingpoints
(Cp)(Figura M.2a). El Cp correspon a la fraccié del niUmero de cicle en el que la
fluorescéncia generada pel SybrGreen® sobrepassa el llindar en que I'amplificacié és
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exponencial. Aquest valor és considera inversament proporcional a la concentracio
de la mostra.

Tm: Temperatura de fusid especifica del fragment amplificat que s’esta buscant
(Figura M.2b).

a) .

-

e = Tm|

1% a &1 1 5 L L 0 n it ke ] T

14 -4 L B® x o ¥
[peles Tamperaturs ['T]

Fig. M.2. Valors obtinguts amb el software del Light Cycler®.

a) Corba d’amplificacié del Light Cycler®, el Cp (del anglés Crossing point) és el punt de tall
en el que I'amplificacié és exponencial.

b) Pic de fusi6 del Light Cycler®, marca el Tm (del anglés melting temperature).

Eficiencia: I'eficiencia (E) és el valor de la pendent de la recta patré que s’obté
després de fer una dilucié seriada de 6 punts i cada punt per triplicat. Respon a la
formula:

1
E = 10(_pendent)

Aixi doncs, a I’hora de normalitzar les nostres dades d’expressid utilitzem aquesta

formula:
—ACPmostra

RATIO = F—fcpestandara
L'expressio geénica dels gens d'interés es va fer mitjancant la PCR a temps real. Els gens
d’interés van ser aquells que tenien un element Alu proper i les seqiéncies i condicions
dels encebadors es troben en I'annex | taula Al3, Al.4 i AL5. Els estandards que
s’utilitzen sén B2 microglobulina, PUMI, 18S, Ciclofiina A PPA, PMSC4 i MRLP19
(sequéencia dels encebadors en I’annex | taula Al.2) i es fa un promig de tots 5 per fer la
normalitzacio.

La desviacio, es calcula fent la desviacio estandard dels CPs de |IAmostra (per triplicat)

o dels estandards (per triplicat).

2.2.4. NORTHERN BLOT

DISSENY DELS ENCEBADORS

Primer obtenim I’ADN complementari a partir d’'una RT-PCR convencional (protocol en
lapartat 2.2.2) i amplifiquem la sequéncia que s'utilitzara com a sonda per PCR
convencional (Taula M.5) (el disseny i condicions dels encebadors es troba en I’annex
| taula Al.11).
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Amb el producte obtingut fem una lligaci6 amb el kit pGEM-T EASY VECTOR |
(Promega Biotech Iberica). Utilitzem 1.5ul de I’ADN purificat més 2.5 ul del tampd 2x, 0.5
ul del vector pGEMT i 0.5 ul de T4lligasa. Ho deixem 16h a 16°C.

El producte de la lligacié el transformem utilitzant les cél-lules competents DH5
Barregem suaument 5 pl de lligacié amb 50 ul de bacteries E.Coli competents (DHX) i
incubem 20 minuts a 4°C (per permetre la unié de I’ADN a la paret bacteriana), 45
segons a 42°C (per permetre I’entrada de I’ADN dins DH5a) i 2 minuts a 4°C.

Fem créixer els bactéris 45 minuts a 37°C en 950 uyl de LB i passat aquest temps
sembrem 200 pl del cultiu en una placa d’LB agar amb ampicil-lina (50 pg/ul) com
antibiotic de seleccié i 30 yl de X-Gal (Promega) per indicar els vectors que han
integrat I’insert. Deixem les plaques a 372C 16h. Passat aquest temps piquem 10 de les
blanques resultants i les resuspenem en 15 pl d’H20.

Comprovem si és el producte esperat per PCR, utilitzant encebadors especifics de la
sequéncia d’interés i encebadors M13 (Invitrogen) que inclouen la sequéncia del
vector pGEMT-Easy.

La reaccid de la PCR (Taula M.5) és fa amb una mescla de 3 yl d'ADN amb 2.5 pl de
dNTPs, 1mM, 0.2 pl de Magnesi 100 mM , 2.5 pyl de tamp610x, 0.2 pl Taq polimerasa, 14.8
ul d’aigua bidestilada, 1 pl d’encebador invers extern 20 uM (5 GAGCGGATAACA
ATTTCACACAGG 3°) i 1 yl d’encebador directe extern 20 uM (5° GCCAGGGTITT
CCCAGT CACGA 3).

TAULA M.5. PROGRAMA DE PCR PER NORTHERN BLOT

Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 95 5min 1
Amplificacié Desnaturalitzacié 95 1 min 28
Hibridacio 68 45 seg
Elongacio 72 1 min 15seg
Elongacio 72 5min 1
16 1

El producte transformat correctament es resuspen amb LB amb antibiotic (ampicil-lina)
i s’incuba durant 16 hores a 37°C.

Finalment es fa una miniprep per purificar el producte crescut utilitzant el kit Gene
elute Plasmid (Sigma). La identitat del producte purificat es comprova per
sequenciacié. Si aquest es correcte es fa una PCR convencional i es purifica el
producte amb el kit de Genomed (Zymoresearch), es quantifica en el Nanodrop i es
corre en un gel d’agarosa.
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MARCATGE RADIOACTIU DE LA SONDA

Agafem 45 ng del producte purificat, I’escalfem 3 minuts a 952C i el liguem fent servir
les beads del kit Ready-to-Go DNA Labelling Beads (dCTP) (GE Healthcare). Després
afegim 5 pl del fosfor radioactiu dCTP [a-32P]- 3000 Ci/mmol i escalfem 30 minuts a
37°C. Purifiquem amb el kit lllustra ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE Healthcare).

Les sondes marcades es poden guardar a -20°C fins al seu Us. Cal tenir en compte que
es tracta de marcatge radioactiu i per tant la radioactivitat va decaient al llarg del
temps.

ELECTROFORESI

Es preparen les mostres a fi de tenir 20 ug d’ARN per pou. La mostra es prepara amb
50% formamida desionitzada, 6% formaldehid i 1% MOPS1X. La mostra s’escalfa 10
minuts a 65°C i li afegim LB6X (de I'anglés Loading Buffer) a concentracio final de 1x.
Com a marcadors de carrega utilitzem, el Ladder ssRNA (New England Biolabs) per
I’ARN i el A Bstell per I’ADN.

La mostra es corre en un gel desnaturalitzant 1.1% d’agarosa, 1x MOPS i 6%
formaldehid amb un tamp6 de MOPS1X durant 18 hores aproximadament a 20V.

TRANSFERENCIA

El gel amb les mostres es renta tres cops amb solucié 20X SSC pH 7 (175.3 g/l de NaCl i
88.2 g/l de Na3citrat-2H20) en agitacio i a temperatura ambient durant 15 minuts.

La transferencia es fa en una safata amb tampd 20x SSC i un paper Whatman humit
gue esta en contacte constant amb el tampé de la safata. A sobre va el gel sobre el
qual es posa la membrana prehidratada de Nylon carregada positivament (Roche),
varis papers Whatman, paper absorbent i un pes per permetre I'absorcié del tampo
SSC20x i la transferéncia de I’ARN del gel a la membrana per capil-laritat (Figura M.9).

El muntatge es deixa unes 18 hores aproximadament, moment en el que es recupera
la membrana i es fixa ’ARN que hi ha en ella exposant la membrana a la llum
ultraviolada a través de Stratalinker® 2400 UV Crosslinker, 230V (Cultek S.L.U. Madrid,
Espanya), segons les condicions recomanades.

Posteriorment rentem la membrana amb H.O DEPC i la tenyim amb blau de metilé per
visualitzar I’ARN ribosomic (18Si 28S).

Vidre

Paper absorbent
Whatman

Membrana Nylon
Gel Agarosa

ti | ‘ rampé de transferéncia

Fig. M9. Esquema del muntatge d’un Northern Blot en el moment de la transferéncia.

S
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HIBRIDACIO DE LA SONDA

Prehibridem la membrana en un volum apropiat del tampé comercial DIG Easy Hyb
(Roche) a 42°C durant, almenys, 30 minuts en agitacio.

La sonda, préviament marcada, I’escalfem 5 minuts a 95°C i I’afegim al tampd DIG
Easy Hyb. S’incuba aproximadament 18 hores a 42°C i en agitacio.

Després d’hibridar fem diferents rentats . Primer es fa un rentat de baixa astringéncia
(2XSSC, 0.1%SDS) durant 5 minuts a temperatura ambient un parell de vegades i
després es renta amb un tampd d’alta astringéncia (0.1%SSC, 0.1%SDS) 15 minuts a
65°C. Amb el comptador Geiger ens assegurem de que la senyal és localitzada i la
membrana esta suficientment neta.

DETECCIO

Les hibridacions amb sondes control o estandards (Ciclofiina) es revelen en una
pel-licula iles sondes especifiques del gen s’analitzen amb el Thypoon 9400 (Biorad).

2.3. RACE

La técnica RACE prové de les sigles en anglées 5’ and 3’ Rapid Amplification of cDNA
Ends (Zhumabayeva et al.,, 2004). Utilitzem el kit The SMARTer™ RACE cDNA
Amplification Kit de Clontech, permetent la rapida amplificacié dels extrems 3’ i 5° del
nostre gen d’interés.

Després de comprovar i posar a punt la tecnica RACE amb una mostra control i uns
encebadors especifics facilitats en el kit, realitzem I"amplificacié dels extrems 3’ i 5’ en
les nostres mostres.

DISSENY DELS ENCEBADORS GSP

En la técnica RACE s’utilitzen 2 tipus encebadors. Un universal i facilitat pel kit de
Clontech (UPM de I'anglés Universal Primer Mix) i un altre especific del fragment que
volem amplificar (zona coneguda) (GSP1-R en el cas de I’extrem 5’ i GSP-F en el cas
de I’extrem 3).

Pel que fa als encebadors GSPs es recomana que es trobin entre 23 i 28 nt, amb un
contingut de GC del 50-70%, una Tm superior a 70°C i especifics a la sequéncia
d’interes. Les sequéncies i condicions dels encebadors GSP dissenyats per aquest
estudi es troben en I’annex | taula Al.12.

En la figura M.10 es mostra un esquema d’on es situarien els encebadors GSP i que les
regions que s’amplifiquen per 5’-RACE i per 3’-RACE.
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Regi6 de solapament

a

A 4

Regi6 amplificada
per 5’-RACE
i > Regié amplificada
per 3’-RACE

| GSP-F : :
) -WAMNVUV\AW\MWWV\AWV\WWU\NUUU\ NNAAAAA-3
3 -1 - NNTTTTT -5

Cadenadel ADNc &=

GSP-R

Fig. M.10. Disseny dels encebadors GSP, especifics de la regié d’interés. En verd es
mostra la regié que seria amplificada pel 5’-RACE, en vermell la que s’amplificaria pel
3’-RACE i en blau la regi6 de solapament.

OBTENCIO DEL RACE ADNc 5°13°

En cada cas partim d’1ug d’ARN total per obtenir TADNc 5’ i ’ADNc 3°.

Primerament en un tub preparem 1pl RNA (1pg), 1.75 pl H20 i encebador 5 CDS A
(sera la mostra 5’-RACE ADNCc) i en un altre tub 1ul RNA (1ug), 2.75 pl H20 i encebador
3’ CDS A (sera la mostra 3’-RACE ADNCc). Barregem i incubem 3 minuts a 72°C i 2 minuts
a 42°C. Despres afegim 1pl de SMARTER Il oligo en el tub de 5’RACE (el SMARTER Il oligo
conté una extensio terminal de residus G que anella amb la cua de I’ADNc rica en dC
servint com a base per iniciar la retrotranscripcié en I’extrem 5°).

Posteriorment afegim 2 pl 5X First Strand Buffer, 1ul DTT , 1l dNTPs (5mM), 0.25 ul RNase
Inhibitor (40 U/ul) i Tyl SMARTScribe Reverse Transcriptase (100 U) (aquesta transcripasa
reversa té activitat transferasa terminal i afegeix 3-5 residus, predominantment dC, a
’extrem 3’ de la primera cadena d’ADNc). Barregem i incubem 90 minuts a 42°C i 10
minuts a 70°C. Diluim el producte amb 100 pyl de tamp6 Tricine-EDTA.

AMPLIFICACIO DELS RACE ADNc

Un cop tenim els RACE ADNc, es procedeix a amplificar el producte utilitzant els
encebadors especifics del fragment que volem amplificar (zona coneguda) (GSP1-R
en el cas de I’extrem 5’ i GSP-F en el cas de I’extrem 3°) i ’encebador universal (UPM).
En la taula M.6 mostrem els diferents components de la PCR.

La master mix consta de 34.5 ul H20, 5 pl 10X tampd Advantage 2 PCR, 2 pyl ANTP (5
mM) i 1 pyl 50X Advantage 2 Polymerase Mix.
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TAULA M.6. COMPONENTS DE LA PCR D’AMPLIFICACIO DEL RACE ADNc 3’ | 5

5'- RACE 3'- RACE
GSP R+F UPM GSP1-R GSP R+F UPM GSP1-F
MBTRA " @ @ |MT™ en @ ©
components
5'-RACE ADNc 2.5ul 2.5pl 2.5ul 2.5pl - - - -
3'-RACE ADNc - - - - 2.5ul 2.5ul 2.5ul 2.5ul
encebador 5' GSP1-R (10pM) 1pl 1l - 1pl - 1l - -
encebador 3' GSP1- F (10uM) - 1l - - 1pl 1l - 1l
encebador UPM mix (10x) Sul - Sul - 5l - 5l -
H20 - 4ul 1l 5ul - 4ul 1l Sul
Master Mix 41.5pl 41.5pl 41.5pl 41.5pl 41.5pl 41.5pl 41.5ul 41.5ul
Volum final 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul
. mida entre mida no no mida entre mida no no
Mida esperada del fragment RiUPM entre RiF producte producte FiUPM entre RiF producte producte

Tant en 5-RACE com 3’ fem servir varis controls per assegurar el correcte
funcionament de la técnica. Com a control positiu fem servir una PCR on amplifiquem
utilitzant els encebadors GSP-F i GSP-R i com a control negatiu fem servir dos, un sense
posar ’encebador especific (GSP) i I’altre sense posar I’encebador universal (UPM). El
programa de PCR (Taula M.7) dependra dels diferents encebadors GSP dissenyats.

TAULA M.7. PROGRAMA DE PCR PER RACE

Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 94 5seg 5
72 3 min*
Amplificacié Desnaturalitzacié6 94 30 seg 5
Hibridacio 70 30seg
Elongacio 72 3 min*
Amplificacié Desnaturalitzacié 94 30 seg 25
Hibridacio 68 30seg
Elongacio 72 3 min*

*Si el fragment esperat és major a 3kb afegirem 1minut per cada kb addicional.

El producte de PCR es resol en un gel d’acrilamida al 2% per veure els diferents
fragments i la mida d’aquests.

CLONACIO | SEQUENCIACIO DEL PRODUCTE RACE

Les diferents bandes del gel es retallen, es purifiquen amb el kit Nucleospin Gel and
PCR Clean-up (Machery-Nagel, GmbH&Co. KG, Germany) i es quantifiquen en el
NanoDrop.
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Amb el producte obtingut fem una lligaci6 amb el kit pGEM-T EASY VECTOR |
(Promega Biotech Iberica). Utilitzem 1.5 ul de I’ADN purificat més 2.5 pl del tamp6 2x,
0.5 pl del vector pGEMT i 0.5 pl de T4lligasa. Ho deixem 16h a 16°C.

El producte de la lligacié el transformem utilitzant les cél-lules competents DH5
Barregem suaument 5 pl de lligacié amb 50 pl de bacteries E.Coli competents (DH5qa) i
incubem 20 minuts a 4°C, 45 segons a 42°C i 2 minuts a 4°C.

Fem créixer els bacteris 45 minuts a 37°C en 950 uyl de LB i passat aquest temps
sembrem 200 pl del cultiu en una placa d’LB agar amb ampicil-lina (50 pg/ul) com
antibiotic de seleccié i 30 yl de X-Gal (Promega) per indicar els vectors que han
integrat I’insert. Deixem les plaques a 372C 16h. Passat aquest temps piqguem 10 de les
blanques resultants i les resuspenem en 15 pl d’H20.

Comprovem si és el producte esperat per PCR, utilitzant encebadors especifics de la
sequéncia d’interés i encebadors M13 (Invitrogen) que inclouen la seqiéncia del
vector pGEMT-Easy.

La reaccié de la PCR (Taula M.8) és fa amb una mescla de 3 ul d' ADN amb 2.5 ul de
dNTPs 1mM, 0.2 ul de Magnesi 100 mM , 2.5 pyl de tamp610x, 0.2 pyl Taq polimerasa, 14.8
ul d’aigua bidestiiada, 1 pl d’encebador invers extern 20 uM (5° GAGCGGATAACA
ATTTCACACAGG 3’) i 1 ul d’encebador directe extern 20 uM (5° GCCAGGGTITT
CCCAGT CACGA 3").

TAULA M.8. PROGRAMA DE PCR CARACTERITZAR EL PRODUCTE DEL RACE

Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 95 5min 1
Amplificacio Desnaturalitzacid 95 1 min 28
Hibridacio 68 45seg
Elongacio 72 1 min 15seg
Elongacio 72 5min 1
16 1

Purifiquem el producte obtingut amb el kit de Genomed (Zymoresearch), es quantifica
en el Nanodrop i es corre en un gel d’agarosa. La identitat del producte purificat es
comprova per seqlienciacio.

2.4. WESTERN BLOT

EXTRACCIO DE PROTEINES

Partim d’un precipitat d’1*10°6 cel-lules, el qual resuspenem amb 100 pl de tampo RIPA
(150 mM NacCl, 1% X-Trit6100, 0.5% deoxycholate, 0.1%SDS, 50 mM Tris pH8, 3mM DTT, 30
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mM PMSF, 1 mM ortovanadat, 5 mM NaF ) i es deixa 30 minuts en gel. Despres
vortexem 10 segons i fem disrrupci®6 mecanica amb una xeringa d’insulina.
Centrifuguem 30 minuts a 16000 x g a temperatura ambient. Recuperem sobrenedant i
el quantifiquem en el fent servir el sistema de luminescéncia BCA (Thermo Scientific).

Per enriquir I’extracte amb proteines nuclears (Andrews and Faller, 1991)partim d’un
precipitat de 5*106 cél-lules, el qual resuspenem amb 400 yl de tampé A (10 mM HEPES-
KOH ph 7.9, 1.5 mM MgClz, 0.5 mM DTT i 0.5 mM PMSF) i es deixa 10 minuts en gel.
Després vortexem 10 segons i centrifuguem 10 segons a 16000 x g a temperatura
ambient. Descartem el sobrenedant. Al precipitat resultant afegim 50 pl tampé C ric
en sals, (20mM HEPES-KOH pH 7.9, 25% glicerol, 420 mM NacCl, 1.5 mM MgClz, 0.2 mM
EDTA, 0.5 mM DTT, 5 mM PMSF, 0.5 mM aprotinina, 0.5 mM pepstatina) i es deixa 20
minuts en gel. Després centrifuguem a 16000 x g 2 minuts a 4°C. Recuperem
sobrenedant i el quantifiquem en el Nanodrop.

ELECTROFORES|

Els polipéptids es separen per pes molecular mitiancant electroforesi en poliacrilamida i
SDS (SDS-PAGE).

Depenent del pes de la nostra proteina d’interés preparem un gel separador a un tant
per cent determinat de poliacrilamida (0.375 M Tris-HCI pH 8.8, X% Acrilamida, 0.1%,
SDS, 0.02% TEMED, 0.004% persulfat d’amoni -APS-) i la part apiladora al 3% (0.125 M Tris-
HCI pH 6.8, 3% Acrilamida, 0.1% SDS, 0.02% TEMED, 0.004%APS).

La mostra es prepara utilitzant 30 pg de proteina amb tampd de carrega Laemmli
(Laemmli, 1970) (60 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5% B-mercaptoetanol,
0.01% blau de bromofenol) a fi de desnaturalitzar les proteines durant 5 minuts a 95°C.

El gel es corre amb tampd d’electroforesis1X partint d’una solucié 5X (0.05 M Tris-HCI
pH 8.8, 0.834 M glicina pH 8.3, 0.1% SDS). Utilitzem com a marcador de pes molecular el
Precision Plus Protein All Blue Standards (Biorad, Hercules, CA 94547, U.S.A) que té un
rang de 10 fins a 250 kDa.

ELECTROTRANSFERENCIA

Utilitzem una membrana de PVDF Immobilon-P Membrane, PVDF, 0.45 pym (Millipore
Iberica S.A.) i realitzem la transferéncia en el tampd Towbin (Towbin et al., 2001) que
conté 25 mM Tris pH 8.3, 192 mM glicina i 20% metanol, durant 1 hora a 100V.

BLOQUEIG | INCUBACIO ANTICOS

Es bloqueja la membrana en solucié bloquejant (TBS1X, 0.1% Tween 20, 5% Moliko milk)
a 4°C tota la nit i en agitacié. Rentem dos cops la membrana 15 minuts amb TBS1X
amb 0.1% Tween 20.

Hibridem la membrana amb I’anticos primari (Taula M.5) diluit amb solucié bloquejant
durant 1hora i 30 minuts. Després repetim els rentats amb TBS1X amb 0.1% Tween 20.
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TAULA M.9. ANTICOSSOS EMPRATS

. Casa . S <.
ANTICOS : referéencia  diluci6 procedéncia
comercial
Anti-DIEXF Abcam Ab111058 1/250 Conill
primari Anti-GLDC Abcam Ab97625 1/250 Conill
Anti-Tubulina Sigma 75168 1/4000 ratoli
Anti-mouse HRP Dako P0447 1/10000 cabra
secundari
Anti-rabbit HRP Dako P0448 1/3000 cabra

Hibridem la membrana amb I'anticos secundari corresponent (Taula M.9) diluit amb
solucié bloquejant durant 1hora i 30 minuts. Després repetim els rentats amb TBS1X amb
0.1% Tween 20.

DETECCIO

Per la deteccio utilitzem Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific). Es tracta d’un substrat quimioluminiscent que reacciona amb la peroxidasa
de rave (HRP) present en I’anticds secundari.

Es col-loca la membrana en una placa reveladora i s’exposa amb una pel-licula 15
segons, 1 minut o 15 minuts depenent de la intensitat de la banda.
Després es quantifiquen les bandes per analisi densitomeétric.

2.5. siRNA (ARN de silenciament)

El siRNA (ARN de silenciament o de I’anglés small interfering RNA) és un ARN interferent
de doble cadena d’uns 20-21 nucleotids de longitud especific per la seqiéncia de
nucledtids del seu ARN missatger diana, interferint en I’expressié6 del gen. Els siRNA
suprimeixen I’expressio dels gens diana tallant I’ARNm (ARN missatger).

Per seleccionar els siRNA de transfeccio (Taula M.10) fem servir el programa que facilita
Invitrogen (https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/?) pel seu disseny, Block-iT™
iRNA designer.

Treballarem amb plaques de 6 pous amb un volum d’1.5 ml per pou. Sembrem 1.5-
2x10s5 cel-lules per pouet, depenent del tipus cel-lular.
Passades 24 hores iniciarem la transfeccio.

Diluim el siRNA (20 uM inicials) amb Optimem (Invitrogen) a 10 (20 pmols), 20 (40 pmols),
0 50 nM (100 pmoils) depenent del siRNA (Taula M.8.) en un volum de 250 ul i deixem
incubant 10 minuts a temperatura ambient.

Per altra banda preparem la Lipofectamine2000 (Invitrogen). La Lipofectamina crea
una coberta lipidica al voltant de ’ADN o ARN que es vol incorporar en la linia
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cel-lular. Al incubar aquests “liposomes” s6n captats i incorporats per les cél-lules.
Treballem a una concentracié de 3 pg/ml diluit en Optimem en un volum de 250 ul.
Deixem incubant 10 minuts a temperatura ambient.

TAULA M.10. DISSENY DELS siRNA

SiRNA posicio Nu?.le.bﬂd Sequéncia Casa_ Dl WSS
d’inici comercial (pmols)  (hores)
SiRNA1 UTR3’ 5057 GCAGCAAGCAAGTGCCTAT Invitrogen 50 24
SiRNA 2 UTR3’ 7118 GCTATTGTTTGCCCTATAT Invitrogen 50 24
SiRNA 3 ORF 840 CCACCTGGACTAAGACCAA Invitrogen 50 24
SiRNA 4 ORF 2299 GCTACAGTCCAACAAGAAT Invitrogen 50 24
SiRNAuniv scrambled Sigma 125 24

A continuacié mesclem la solucié de Lipofectamina amb la soluci6 que conté el
siRNA i incubem 20 minuts a temperatura ambient per permetre la formacié del
“liposomes”.

Afegim els 500 pl de la mescla en el pou corresponent.

Cada experiment tindra varis controls:; les cél-lules sense transfectar, les cél-lules amb
Lipofectamina i les cel-lules transfectades amb el siRNA control universal MISSION®
siRNA Universal Negative Control #1(Sigma) (taula M.10).

Les cel-lules es recullen a les 24, 48 i 72 hores per veure I’eficiencia de transfeccio.
Per veure si I’experiment ha funcionat correctament es comprovara per diferents vies:

- Expressi6 mitjancant PCR quantitativa a temps real, seguint el protocol del
apartat 2.2.3 d’aquesta seccio i el disseny dels encebadors en I’annex | figura
A3.

- Expressi6 mitiangcant Western Blot, per veure si la proteina es veu afectada,
seguint el protocol de I'apartat 2.4. d’aquesta seccio.

2.6. ESTUDI DE LA METILACIO

2.6.1. TRACTAMENT PER BISULFIT

Actualment hi ha una gran varietat de meétodes que proporcionen informacio
quantitativa i qualitativa sobre l'estat de metilacié de I’ADN genomic (Butcher and
Beck, 2008; Laird, 2010).
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Les primeres aproximacions es centraven en l'estudi de nivells globals de metil -
citosina, actualment estan més centrats en l'estudi de l'estat de metilacid6 de
sequencies especifiques de I’ADN. Concretament, I'optimitzacié dels métodes basats
en el tractament de ’ADN amb bisulfit sodic permet l'analisi d'un nombre limitat de
CpGs basant-se en el seu estat de metilacié i amb la caracteritzacié6 de patrons
especifics de metilacié (sequienciacié d’ADN modificat amb bisulfit sodic)(Clark et al.,
2006; Stirzaker et al., 2004) (Figura M.3).

- .;l
I.l
® @ ’ U] C) ’
Extracci6 ADN Tractament amb bisulfit sodic
@ @ » =
® ! i } i .
PCR nested

Seqguenciaci6

Fig. M.3 . Procés de transformacié de I’ADN per mitja del tractament per bisulfit sodic.

EXTRACCIO DE L’ADN

Partim d’un precipitat que conté aproximadament 1*106 ceél-lules. Primerament afegim
1ml de SET1X (150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCL pH7.8 i 1 mM EDTA) i 0.2 ug/ml de RNAsa.
Ho deixem incubant 1 hora a 37°C. Després afegim Proteinasa K (Invitrogen) (0.1ug/ml)
ho agitem i deixem incubant tota la nit a 37°C.

Passat aquest temps afegim 1 volum de fenol i 50 mM de NaCl. Agitem i centrifuguem
a 16000 x g durant 15 minuts. Recuperem la fase aquosa i afegim 1 volum de Fenol
cloroform isoamil. Centrifuguem a 16000 x g durant 15 minuts. Recuperem la fase
aquosa i afegim 1 volum de Cloroform isoamil. Centrifuguem a 16000 x g durant 15
minuts. Recuperem la fase aquosa i afegim 2 volums de etanol absolut. Ho deixem
durant tota la nit a -20°C.

Passat aquest temps centrifuguem a 16000 x g durant 15 minuts a 4°C i descartem el
sobrenedant. El precipitat el rentem amb etanol al 70%. Centrifuguem a 16000 x g
durant 15 minuts a 4°C i descartem el sobrenedant. Sequem bé el precipitat i el
resuspenem amb 25 pl H20 bidestilada.

Quantifiquem I’ADN en el NanoDrop i comprovem el seu estat amb un gel d’ agarosa
al 1%. Portem totes les mostres a 200 ng/pl.

TRACTAMENT PER BISULFIT SODIC

El bisulfit sodic transforma les citosines no metilades en uracils, en canvi, les citosines
metilades es mantenen com a citosines. Aquesta reaccié permet diferenciar ADN
metilat del no metilat (Figura M.3). Seguim el protocol del kit de modificacié de I’ADN
EZ DNA Methylation KIT (Zymo-research, Orange, CA, USA). Eluim el producte amb 50 pl
d’H:20 bidestilada fent que tinguem en cada vial 350 ng.
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PCR NESTED
DISSENY DELS ENCEBADORS:

Per amplificar el fragment que es vol analitzar es realitza una PCR nested (dos
reaccions de PCR consecutives). Primer, s’amplifica I’ADN transformat per bisulfit amb
uns encebadors externs i a partir del producte obtingut es realitza una segona PCR
(amb encebadors interns). Tal i com indica el nom, els encebadors interns estan situats
més a prop del fragment d’interés que els encebadors externs.

Els encebadors tindran de 18 a 22 nucleotids. Al dissenyar-los cal tenir en compte que
les citosines no metilades seran timines i les citosines metilades seguiran sent citosines.
Donat que la metilaci6 es dona en el dinucledtid CpG, cal evitar la presencia
d’aquests en I’encebador. En els casos en els que no és possible dissenyar un
encebador sense el dinucleotid CpG, es millor que estigui situat a I’extrem 5’ de
I’encebador i utilitzar encebadors degenerats, es a dir, que hibridin tant sobre I’ADN no
metilat (que seria TpG un cop tractat amb bisulfit i amplificat per PCR) com el metilat
(que continuaria sent CpG).

Es preferible que en I’extrem 3’ hi hagin citosines (CC), que al no estar metilades,
s’hauran transformat. D’aquesta forma, si hi ha amplificacié es corrobora que el
tractament de bisulfit ha funcionat.

El percentatge de CG ha de ser similar entre I’encebador directe i indirecte per tal
que la temperatura de fusié (Tm, de I’anglés melting temperature) sigui similar.

Cal tenir en compte la segient formula:

C/G=4y AIT=2. 2 Tm=S(A/T) + T(G/C)

Segons aquesta, és millor que la Tm dels encebadors externs sigui inferior o igual a la
dels interns. Preferiblement les temperatures d’hibridacié haurien de ser proximes als
58°C.

Un cop s’han dissenyat les parelles de encebadors es determina la presencia de
hairpins i dimers utilitzant programes informatics com el PrimerSelect 3.10 ©1993-1998
DNASTAR Inc. A més també es fa un Blat per veure si la parella d’encebadors sén
especifics pel nostre fragment.

En el tractament de bisulfit es degrada I’ADN, aixi que el producte amplificat amb la
PCR externa pot ser, com maxim, de 600 pb i el de la interna ha de ser preferiblement
entre 150 pb - 400 pb.

REACCIO DE LA PCR:

La reaccio de la PCR externa és fa amb una mescla de 2 pl d’ADN modificat per
bisulfit sodic amb 2.5 pl de dNTPs 1 mM, 0.2 yl de Magnesi 100 mM , 2.5 yl de tamp610x,
0.2 yl Tag polimerasa, 16.6 pl d’aigua bidestilada, 0,5 pl d’encebador invers extern 100
UM i 0,5 pl d’encebador directe extern100 puM (seqiencia i condicions dels encebadors
en annex | taula Al.6, AL7i ALS).
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La reaccid de la PCR interna és fa amb una mescla de 2 pl del producte de la PCR
externa (bé de manera directa o bé diluint 1/10 depenent de les necessitats del
fragment) amb 2.5 pl de dNTPs 1 mM, 2.5 pl de tamp610x, 0.2 pl Taq polimerasa, 16.8 pl
d’aigua bidestilada, 0.,5 pl d’encebador invers intern 100 uM i 0.5 pl d’encebador
directe intern 100 uM (sequéencia i condicions dels encebadors en I’annex | taula Al.6,
AlL7 i AlLB) per duplicat.

En la taula M.1 és representa el programa de la PCR nested, on la Tm2 és la
temperatura d’hibridacid dels encebadors externs i la Tm4 és la temperatura
d’hibridacié dels encebadors interns, obtingudes a partir de la formula abans descrita.
Cal tenir en compte que Tm2=Tm1+2 i que Tm4 = Tm3+2.

TAULA M.1. PROGRAMA DE LA PCR NESTED

PCR externa

Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 95 4 min 1
Amplificacio a Desnaturalitzacio 95 45 seg 5
baixa astringéncia Hibridacio Tm, 2 min
Elongacio 72 3 min
Amplificacié a Desnaturalitzacio 95 45 seg 30
Alta astringéncia Hibridacio Tm, 1 min
Elongacié 72 1m30s
Elongacié 72 5 min 1
4 o 1
PCR interna
Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzaci6 95 4 min 1
Amplificacio a Desnaturalitzacio 95 45 seg 5
baixa astringéncia Hibridacio Tms; 1 min
Elongacio 72 1min30s
Amplificacié a Desnaturalitzacio 95 45 seg 30
Alta astringéncia Hibridacio Tmy 1 min
Elongacio 72 1m30s
Elongacio 72 5 min 1
4 e 1
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SEQUENCIACIO

El producte de la PCR interna és purifica amb el kit per columnes Jetquick (Genomed,
St Louis, MO, USA). S’agafa d’1 a 4 ul del producte purificat, depenent de la quantitat
que s’hagi obtingut, i s’afegeix 1 ul de BigDye, 1ul de tamp, 1 ul del encebador intern
3,2 uM invers o directe depenent de per quin extrem es sequencii millor el fragment.

La sequenciacio s'ha fet utilitzant el Serveis Cientifico-Técnics del Parc Cientific i de
I'Institut Germans Trias i Pujol (IGTP) amb el sistema BigDYe Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

La lectura de les sequencies es fa utilitzant el programa Finch TV versié 1.4.0 (Geospiza
Inc.), en I'opcié Raw. Segons amb quin encebador haguem sequienciat, directe o
invers, el fragment es llegira de 3’ a 5’ o de 5" a 3’ respectivament (Melki et al., 1999).
Per tant, si llegim una seqiiéncia feta amb I’encebador directe, les CG que apareguin
com a CG estaran metilades i les que apareguin com a IG estaran desmetilades
(figura M.4). Veient l'alcada relativa dels pics podrem determinar si aquesta metilacio
és parcial o total. Per altra banda, si el fragment ha estat sequienciat amb I’encebador
invers, les CG que apareguin com a CG estaran metilades i les que apareguin com a
CA estaran desmetilades (Figura M.5). Veient els pics veurem si aquesta metilacié és
parcial o total.

T GGTGGTATG GAIGAI‘("ITTGAGAT TTATTCGGGAG TGAATTCGGGAG

Fig. M.4. Representacioé d’un fragment seqienciat amb I’encebador directe. Cada nucleotid
esta representat per un pic de diferent color (C blau, G negre, T vermell i A verd). La franja en
negre marca el dinucleotid CG. En el primer grafic veiem una seqiiéncia desmetilada (TG), en el
segon veiem que la CG esta parcialment metilada (25-50%), en el tercer grafic la CG també
esta parcialment metilada (75%) i en el quart grafic la CG esta totalment metilada (100%).

GGGGACATGTC |[TTACACCACTA(Q|ITAAAACCGACCT ﬁl:CAG CGGCCA
Il il
f'\ﬁ

Fig. M.5. Representacié d’un fragment seqiienciat amb I’encebador indirecte. Cada nucleodtid
esta representat per un pic de diferent color (C blau, G negre, T vermell i A verd). En el primer
grafic veiem una sequéncia desmetilada (CA), en el segon veiem que la CG esta parcialment
metilada (25-50%), en el tercer grafic la CG també esta parcialment metilada (75%) i en el quart
grafic la CG esta totalment metilada (100%).
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2.6.2. QUMA | AUMA

Per quantificar i identificar les Alus desmetilades el nostre grup va posar a punt dues
noves tecniques anomenades QUMA, de les sigles angleses Quantification of
Unmethylated Alu’s i AUMA, de I'anglés Amplification of Unmethylated Alu’s (Figura
M.6) (Rodriguez et al., 2008b).

_| (9] [ ] [ 0 [ ] [ ] (@]
O e — —s —— 0

l Smal [CCC/GGG)
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O CpG desmetilada

[ ElementAlu k= Adaptador I8 Encebador
@ CpG metilada

Fig. M.6. Esquema de les tecniques QUMA i AUMA. Metodologies aplicades per quantificar i
identificar respectivament. Veure explicacio detallada de les técniques en el text.

UMA

El loc CpG dins de la seqiencia consens de I’Alu, AACCCGGG, s’utilitza com a
reporter de la metilacié. Partim d’1 ug d’ADN i el digerim 16 hores a 25°C amb 20U de
Sma | (CCCGGG) (New England Biolabs, Berverly, MA, USA), un enzim de restriccio
sensible a la metilacié fent que les CpG no metilades es tallin.

Després de la digesti6 queden extrems roms (CCC/GGG) en els quals s’uneix un
adaptador utilitzant 800U de T4 ADN lligasa i incubant 16 hores a 16°C.
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Els adaptadors es preparen incubant els oligonucleotids “blue” (CCGAATTCG
CAAAGCTCTGA) i el “5’MCF fosforilat” (*-TCAGAGCTITGCGAAT) a 65°C durant 2
minuts i a temperatura ambient 30 minuts.

El producte que s’obté de la ligacié es digereix 6 hores a 37°C amb Xma | (New
England Biolab), enzim de restricci6 no sensible a la metilaci6 que ens permetra
eliminar aquells elements Alu metilats sense digerir.

El producte final es purifica utilitzant el kit GFX™ (GE healthcare) i s’elueix amb 250 pl
d’aigua bidestilada.

A partir d’1 ng del producte digerit i lligat obtingut en la primera etapa, es fa una PCR
a temps real emprant un encebador consens a elements Alu que s’anella upstream a
la regi6 Sma | (CCGTCTCTACTAAAAATACA) i un altre encebador consens al
adaptador més dues timines al final de I’extrem 3* (ATTCGCAAAGCTCTGAGGGTT).

Les magnituds s’expressen com a nombre d’elements Alu no metilats per genoma
haploide després de normalitzar pel total d’ADN emprat.

Segons estudis previs, amb la técnica QUMA es poden detectar 100 elements Alu no
metilats per genoma haploide partint d’1 ng d’ADN per PCR.

AUMA

La primera part d'aquesta técnica (digesti6 amb Sma [, unié als adaptadors i
purificacié del producte final) és comu amb la QUMA, excepte que el producte de
partida no pateix la digesti6 amb Xmal I.

La segona etapa de "AUMA consisteix en una amplificacié per PCR (Taula M.2)
utilitzant un encebador homoleg al adaptador amb els nucleotids TT afegits al extrem
3’ per enriquir en sequencies Alu (ATTCGCAAAGCTCTGAGGGTT). En cada PCR
s’utilitza Gnicament un encebador.

El producte final és una col-lecci6 de fragments d’ADN de 100 a 2000 pb flaquejats per
la sequencia AACCCGGG desmetilada. El producte es resol en gels desnaturalitzants
d’urea. Les bandes obtingudes es visualitzen després de dur a terme una tincié en
plata.

Les sequéncies generades per I’AUMA apareixen com un rastre (fingerprint)
caracteristic de cada mostra. Cada banda es pot identificar individualment. Donat
que la astringencia de ’AUMA es basa en una sequéncia curta (A ACCCGGG) que és
troba preferentment, perd no exclusivament en elements Alu, també es poden
amplificar altres sequiéncies desmetilades. Com totes les Alu desmetilades sén
amplificades junt amb un fragment de seqiiéncia Unica adjacent, és possible la seva
identificacié i el mapatge de I’element Alu.

Al comparar mostres aparellades tumor colorectal - mucosa de colon normal es
realitzen classificacions depenent del comportament del patr6 de bandes:
hipometilacié (si hi ha un increment d’intensitat en el tumor), hipermetilacié (si decreix
en el tumor) o sense canvi (si no hi ha canvi en la intensitat entre les dues mostres).
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TAULA M.2. PROGRAMA DE PCR PER LA TECNICA QUMA

PCR
Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 95 1 min 1
Amplificacio Desnaturalitzacio 95 30 seg 34
Hibridacio 65 30 seg
Elongacio 72 1min
Elongacié 72 5 min 1

2.3.3. NSUMA

Les sigles NSUMA venen de I’anglés Next Generation Sequencing Unmethylated Alu’s.

Donat que la técnica d’AUMA Unicament detecta una petita part de les Alus del
genoma huma, en el laboratori s’ha desenvolupat una variant de la técnica per
ampliar la cobertura d’elements Alu desmetilats.

El procediment de la técnica NSUMA es mostra en la Figura 7.M.

El loc CpG dins de la sequéncia consens de I’Alu, AACCCGGG, s’utilitza com a
reporter de la metilacio. A I‘igual que en ’AUMA, partim d’1 pg d’ADN i el digerim 16h
a 25°C amb 20U d’ Sma | (CCCGGG), un enzim de restriccid sensible a la metilacidé. El
producte que s’obté es torna a digerir 6h a 37°C amb Mse | (T/TAA) (New England
Biolabs), enzim de restriccié6 no sensible a la metilacié, de manera que s’obtenen
fragments més petits que podran ser amplificats per PCR. Després de la digestid
queden extrems cohesius (T/TAA) i extrems roms (CCC/GGG) en els quals s’uneixen uns
adaptadors utilitzant 800 U de T4 ADN lligasa (New England Biolabs) i incubant 16 hores
a 16°C.

Els adaptadors es preparen incubant, per una banda els oligonucleotids que s’uniran
als extrems roms “S1 biotinilat” (biot-GATAGTATGCCCGGGTCA) i el “S2 fosforilat” (*-TC

ACCCGGGCATAC) i per altra banda els oligonucleotids que s’uniran als extrems
cohesius “M1” (CTGAGGCTGGATCCCTG) i el “M2 fosforilat” (-TACAGGGATCCAGC
CTCAG ) a 65°C durant 2 minuts i 30 minuts a temperatura ambient.

El producte final es purifica utilitzant el kit GFX™ (GEhealthcare) i s’elueix amb 200 pl
d’aigua bidestilada. Un cop purificat immobilitzem la biotina que contenen els
fragments on s’ha unit I’'adaptador “S1 biotinilat” (els fragments digerits amb Smal i per
tant desmetilats) amb boles magnétiques d’estreptavidina, Streptavidine magna
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beads, Dynabeads® M-280, (Invitrogen). El producte s’elueix amb 100 pl d’aigua
bidestilada.
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Fig. M.7. Esquema de la técnica ZUMA
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Posteriorment es porta a terme una amplificacié per PCR utilitzant un encebador
homoleg als adaptadors: “S-TT” (GATAGTATGCCCGGGTGAGGGTT) per una banda i
“M” (CTGAGGCTGGATCCCTGTAA) per I'altra.

Per comprovar I’estat de la PCR inicial es fa una darrera PCR amb 2 pl del producte
obtingut ja que el producte resultant d’aquesta seria un smear (Taula 3.M).

TAULA M.3. PROGRAMA PER LA PCR DE ZUMA

PCR
Programa °C temps Cicles
Desnaturalitzacio 95 2 min 1
Amplificacio Desnaturalitzacio 95 30 seg 30
Hibridacio 60 1 min
Elongacio 72 1 min
Elongaci6 72 5 min 1

S’utilitzen encebadors especifics homolegs als adaptadors:“S-TTCT” (GATAGTATGC
CCGGGTGAGGGTICT) per una banda i “M-CT” (CTGAGGCTGGATCCCTGTAACT) per
I’altra.

Aquesta PCR es corre en un gel desnaturalitzant permetent veure un patrd i assegurar-
nos aixi que el producte que és seqlenciara és I’adient.

El producte de la primera PCR és purifica amb el kit per columnes Jetquick (Genomed)
i es quantifica en el Nanodrop.

5 ug de la mostra es porta a sequenciar al PRBB on utilitzaran I'ultrasequenciador
lllumina (HiSeq200).

A grans trets, lllumina és una de les noves tecnologies conegudes com a sequenciacio
d’alt rendiment, en les quals s’utilitzen meétodes que paral-lelitzen el procés de
sequenciacio, produint mils o milions de sequéncies al mateix temps. Degut a que els
meétodes de deteccid molecular sovint no sén suficientment sensibles per sequenciar
una molécula, amb aquesta técnica s’utilitza un pas de clonacid in vitro per generar
multiples copies de cada molécula individual. Hi ha diverses estratégies per portar a
cap aquesta clonacio. En el cas d’llumina el que fa és una “PCR de pont”, és a dir, els
fragments s’amplifiquen a partir dels encebadors units a una superficie solida. Un cop
les seqliéncies clonals es localitzen fisicament en posicions separades de la superficie,
es du a terme la sequenciacié per determinar les sequéncies d’ADN de totes les
localitzacions en paral-lel. En el cas d’lllumina s’utilitza el métode de “terminadors
reversibles”, en el qual fan servir versions reversibles de terminadors marcats
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fluorescentment. En anar afegint cada cop un nucleotid es va detectant la
fluorescéncia emesa corresponent a aquella posicio.

2.7. ESTUDI DE LES MARQUES D’HISTONA: IMMUNOPRECIPITACIO DE CROMATINA

La Immunoprecipitacié de Cromatina (ChIP) és un métode bioquimic utilitzat per a
determinar la localitzacié en el genoma d'histones modificades i d'altres proteines in
vivo. Aquesta técnica consisteix en I's d'un anticos que reconeix la proteina d’interés
no sols en dissolucioé siné també en la cromatina (Figura M.8).

crosslinking sonicacio
-p- 594% - —_:333‘ 4‘ =p PUMfICACIO wp  Andlisi
© de I'ADN per PCR

immunoprecipitaci6  reverse crosslinking

Fig. M.8. Esquema representatiu de la immunoprecipitacié de cromatina pas a pas.

En la técnica ChIP primerament es fa un entrecreuament (crosslinking) amb
formaldehid entre I’ADN i les proteines unides in vivo. D'aquesta manera es fixen les
interaccions proteina - proteina i proteina — ADN. Seguidament, a partir d'extractes
que previament han estat sonicats per a fragmentar la cromatina es fa la
immunoprecipitacié dels complexos proteina - ADN amb anticossos especifics. A partir
de I’ADN immunoprecipitat s'amplifica per PCR a temps real les regions d’interes,
obtenint una mesura de la preséncia de les proteines o marques d'histones estudiades
sobre aquesta sequiéencia.

Part dels experiments s’han fet amb un protocol manual, explicat a continuacio, i la
resta amb el kit Chromatin Immunoprecipitation (Chip) Assay kit (Millipore, Billerica, MA,
USA), que segueix el mateix fonament que el protocol manual, pero resulta més
practic, rapid i reproduible.

CROSSLINKING

Es parteix de precipitats cel-lulars que resuspenem amb PBS.

A fi d’encreuar la mostra s’afegeix formaldehid a una concentraci6 final de 0.5%. Es
deixa incubant 15 minuts a temperatura ambient, agitant. Per aturar la reaccio
s’afegeix Glicina a una concentracio final de 0.125 M. Es centrifuga i es descarta el
sobrenedant.

El precipitat es renta amb PBS complementat amb el “coctel” d’inhibidors de
proteases Complete mini(Roche).
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SONICACIO

Preparem les mostres per que quedin a una concentracié de 3*104 cél-lules / pl per
immunoprecipitacio.

El precipitat es resuspén amb un tampé de lisi (1% SDS, 5 mM EDTA, 50 mM TRIS, i amb
un seguit d’inhibidors de proteases: 1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina i 1 ug/ml Pepstatina
A (tots ells de Sigma-Aldrich). Ajustem el volum de mostra a 0.5 ml i es posen en tubs
falcon de 15ml. Disgreguem la cromatina de les mostres amb el sonicador Bioruptor®
(Diagenode s.a. , Liege, Bélgica). Programem 60 segons mode ences, 60 segons mode
apagat durant 10 cops a maxima poténcia. En aquest pas és molt important anar-se
assegurant de que la temperatura de la mostra no puja, per tant anirem afegint gel de
manera periodica i es realitzara tot en una cambra a 4°C.

Abans de continuar comprovarem I’estat de la cromatina, retirant 2 pl de la mostra.
Aquests 2 pl els resuspendrem amb 18 pl d’aigua i els descreuarem (de I’anglés reverse
crosslinking) a 65°C durant 1 hora. Purificarem la mostra amb el Kit de Purificacié
Jetquick (Genomed) i analitzarem I’estat de la cromatina amb un gel d’agarosa
I’1.5%. Si veiem que la mida de la cromatina esta entre 300 i 500 pb continuarem el
protocol.

El producte sonicat el centrifuguem a maxima velocitat durant 10 minuts i a 4°C.
Recuperem el sobrenedant. Aquest s’haura de diluir 1/10 amb el tampd de dilucié (150
mM NacCl, 1% Trité X-100, 2 mM EDTA, 20 mM TRIS amb un seguit d’inhibidors de
protesases: 1 mM PMSF, 1 ug/ml Aprotinina i 1 ug/ml Pepstatina A) a fi de diluir I'alta
concentracio d’ SDS de la mostra.

S’ aliquota la mostra en 1ml per tub. En aquest punt guardarem la mostra a -80°C (la
cromatina total obtinguda sera I’INPUT).

IMMUNOPRECIPITACIO

Es renta la mostra (1ml) durant 2 hores rotant a 4°C amb 45 pul de la suspensié al 50% de
proteina A i G (GE Healthcare), 2 ug d’esperma de salmé i 10 yl de serum normal de
conill.

Passat aquest temps es centrifuga a 500 x g i es recupera el sobrenedant. El
sobrenedant s’incuba tota la nit rotant a 42C amb 5-10 pg de I’anticos d’interés (taula
M.4).

Pels rentats s’afegeixen 45 ul de la suspensio al 50% de proteina A i G (GE healthcare) i
s’incuba durant 1 hora a 42C. Passat aquest temps descartem el sobrenedant i anem
fent rentats amb quatre solucions diferents: TSE | (150 mM NacCl, 1% Trité X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM TRIS, 0.1% SDS), TSE Il (500 mM NacCl, 1% Trité X-100, 2 mM EDTA, 20 mM TRIS,
0.1% SDS), TSE Il (1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM TRIS, 0.1% NP40, 0.25 M LiCIl ) i TE
(10 mM TRIS, 1 mM EDTA) per duplicat.
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TAULA M.4. ANTICOSSOS UTILITZATS PER LA IMMUNOPRECIPITACIO

ANTICOS Casa Comercial Referéncia Volum
AcK14H3 Upstate 07.053 5l
ACK9H3 Upstate 07.352 5l
H3K4me3 Upstate 17.614 3l
H3K9me3 Diagenode pPAb066.050 9 ul
H3K27me3 Upstate 07.449 5l
H3 Abcam Ab1791 ou
IgG Jackson Immunology 011.000.120 5l

Eluim la cromatina unida al nostre anticos afegint 75 yl de tampd d’elucié (1% SDS,
0.1M NaHCO:s ). Aquest pas el fem dos cops quedant-nos al final amb 150 pl de la IP.

A continuacié afegim 0.2M de NacCl tant a la IP (150 pl) com al INPUT (50 ul) per
aliberar I’ADN (reverse crosslinking). L’IP representa la cromatina unida al nostre
anticos i I'INPUT la cromatina total.

Per eliminar les proteines afegim 8 pl EDTA 500 mM, 8 I TRIS2 M pH 6.2 , 7.5 NaClI 5 M |
lul de proteinasa K 20 ug/ul. Portem tant I'IlP com I'INPUT a 0.5 ml amb aigua
bidestilada i ho deixem incubar 1 hora a 55°C.

Un cop passat aquest temps fem una extraccié convencional amb fenol —cloroform:
Afegim 1 volum de Fenol cloroform isoamil. Centrifuguem a 16000 x g durant 15
minuts. Recuperem la fase aquosa i afegim 1 volum de fenol cloroform isoamil.
Centrifuguem a maxima velocitat durant 15 minuts. Recuperem la fase aquosa i
afegim 2 volums de etanol absolut i 20 ug de glicogen. Ho deixem en neu carbonica
20 minuts.

A continuacié centrifuguem a 16000 x g durant 15 minuts a 4°C i descartem el
sobrenedant. El precipitat el rentem amb etanol al 70%. Centrifuguem a 16000 x g
durant 15 minuts a 4°C i descartem el sobrenedant i assequem bé el precipitat.
Resuspenem els precipitats amb 50 pl amb aigua bidestilada en el cas de les IPs i amb
75 ul en el cas dels INPUTS. Les mostres es dilueixen %2 i es guarden a -20°C.

PCR QUANTITATIVA EN TEMPS REAL

La quantificacio de la cromatina immunoprecipitada sobre les regions d'interés segons
les modificacions d'histones seleccionades es fa per PCR a temps real. La técnica, el
disseny dels encebadors sén les mateixes que les descrites en l'apartat 2.1.2.3.
(seqiencia i condicions dels encebadors en I’annex | taula Al.9 i Al.10).

A I'hora de quantificar les diferents marques s’utilitza la H3 total per normalitzar. La
formula que s’aplicara en aquest cas sera:
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RATIO= Eficiéncia” - ([deitaCP2)
on
delta CP2 =ACPmostra - ACPH3
La variancia entre els duplicats es calcula:
Var(E/detta CP2) = \(((-RATIO*LNEficiencia)) 2" (SDdeltaCP212))
on
SD deltaCP2 = V(SDmoswa”2 - SD H3/2)
En el cas de la representacio de I’H3 total s’utilitza la seglient normalitzacio:
VALOR Absolut = Eficiencia” - (deltacP1)
on
delta CP1 = ACPmostra - ACPinput

La desviacié en aquest cas es calcula fent la desviacié estandard dels CPs de les
mostra (feta per duplicat) o dels estandards (fets per duplicat).
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RESULTATS



1. CARACTERITZACIO A NIVELL DE SEQUENCIA DELS ELEMENTS ALU
DESMETILATS

Tal i com s’ha comentat en I'apartat d’antecedents, en estudis previs del grup es va
analitzar una série de 17 tumors colorectals i les seves parelles de teixit normal per mitja
de la téecnica QUMA (Quantification of UnMethylated Alus) i una série de 50 parelles
mitjancant AUMA (Amplification of UnMethylated Alus) (Rodriguez et al.,, 2008b).
Aguestes técniques ens van permetre estimar el nombre d’elements Alu desmetilats en
teixit normal i tumoral (per QUMA) aixi com la identificacié d’un gran nombre de
sequiencies hipermetilades i hipometilades en tumors colorectals, majoritariament Alus
(per AUMA).

Com a resultat d’aquests estudis es van trobar 94 elements Alu desmetilats total o
parcialment en cél-lules normals i/o tumorals de colon. A més ens van revelar que les
cel-llules tumorals en colon contenen aproximadament el doble d’elements Alu
desmetilats que les cél-lules epitelials normals.

Per determinar si les Alus desmetilades constitueixen una subpoblacié particular i
diferenciada dins de ’ALUOMA es van comparar a nivell bioinformatic amb un grup
de 100 elements Alu del genoma triats a I‘atzar (que vam anomenar random i vam
considerar representatius del conjunt d’elements Alu del genoma, la majoria dels quals
estan metilats). A més, es van estudiar un conjunt de 100 Alus potencialment
amplificables per la téecnica AUMA (que vam anomenar virtuals) per descartar
qualsevol biaix técnic ja que mitjancant ’TAUMA només es poden estudiar aquells
elements Alu que contenen una diana Smal, per tant només una fraccié de totes les
Alus del genoma (Rodriguez et al., 2008b).

Per fer I’estudi es van analitzar una serie de variables, obtenint les dades del Genome
Browser versié NCBI 38/hg18.

En la taula R.1. veiem la comparacio entre els elements Alu random (representatius del
conjunt d’elements Alu del genoma) i els elements Alu virtuals (elements Alu
amplificables per la técnica AUMA). Observem que la técnica AUMA presenta alguns
biaixos técnics ja que les Alus virtuals tenen algunes diferéncies significatives respecte
I’ALUOMA (grup random): les Alus virtuals tendeixen tenir la cua poliA més curta, el
percentatge de GC, aixi com I'ilndex de CpG Observades/Esperades, és més alt i la
divergéncia tendeix a ser més baixa. Finalment també trobem menys Alus J del que
caldria esperar i una sobrerepresentacié d' Alus Y. Totes aquestes caracteristiques van
associades a la preséncia de la diana Smal que determina la possibilitat d'una
seguéncia Alu d'estar representada o no en 'AUMA.

Donat el biaix en la representativitat de 'AUMA, vam considerar que els elements Alu
virtuals eren el control més adient per comparar-los amb els 94 elements Alu parcial o
totalment desmetilats identificats mitiangant AUMA i aixi poder definir trets gendomics
caracteristics i especifics dels elements Alu desmetilats.
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TAULA R.1. COMPARACIO DELS ELEMENTS ALU RANDOM | VIRTUALS

- - - - "
Elements Alu _ Mida _ 'DeIeC|ons : 'Insercmns cua poli(A) (pb)
mitjana sd mitjana sd mitjana sd mitjana sd
random 276,54 78,87 1,08 2,02 0,58 1,38 19,18 9,90
virtuals 293,16 34,51 0,86 1,64 0,93 1,75 8,79 10,71
GC* CpG O/IE* Divergéncia *
Elements Alu " - -
mitjana sd mitjana sd mitjana sd
random 0,52 0,28 0,33 0,19 12,32 4,04
virtuals 0,54 0,00 0,53 0,16 9,02 3,13
Orientaci6 Familia * Distancia CpGi
Elements Alu
5'->3' 3'->5' J S Y <3 >3
random 49 51 18 67 15 10 90
virtuals 48 52 S 66 31 11 89
Context genomic
Elements Alu
UPSTREAM UPSTREAM INSIDE INSIDE DOWNSTREAM
-promo- -intron- -exon-
random 16 0 40 5) 39
virtuals 17 0 39 4 40

* p<0.05 segons el test estadistic de Wilcoxon per mida, delecions, insercions, cua poli(A),
contingut de GC, index CpG observades vers esperades i divergéncia, i p<0.05 segons el test
de Fisher per orientacio, familia, distancia a I’ illa CpG més propera i context genomic referent al
gen més proper.

En la figura R.1 trobem els resultats de la comparacio entre els elements Alu desmetilats
(en vermell) i virtuals (en verd) de diferents variables.

Els parametres que no canvien al comparar ambdods grups son: la mida en parells de
bases, les delecions, les insercions (Figura R.1.a) i I’orientacio de I’element Alu (Figura
R.1.e). El contingut de GC aixi com I'index de CpG Observades/Esperades (Figura
R.1.b i c) tampoc presenten canvis, sent el contingut de GCs majoritariament del 50-
55% en ambdo6s casos. També la divergéncia (Figura R.1.d) es manté igual entre
elements virtuals i desmetilats, estant per sota del 10%. En aquest sentit, certs estudis
han indicat que els elements Alu actius en el genoma presenten menys d’un 10% de
divergéncia (Medstrand et al., 2002).

Altres parametres comparats presenten diferéncies significatives entre els elements Alu
desmetilats i els virtuals:

La mida de la cua poli (A) (Figura R.1.a) veiem que és significativament més llarga que
la dels elements Alu virtuals. Per altra banda, si observem la distribucié segons la familia
a la que pertanyen (Figura R.1.f), veiem que les Alu desmetilades estan lleugerament
enriquides en Alu S, aquesta familia és la més freqient i d’edat intermédia. Pel que fa
la familia Alu Y (la familia més jove) veiem que hi ha un lleuger empobriment en les Alu
desmetilades. La familia J estd molt poc representada i per tant no es pot valorar.

Pel que fa a la distancia de I’element Alu una illa CpG veiem que les Alu desmetilades
normalment es troben més a prop d’una illa CpG (a menys de 3 kb) que els elements
Alu virtuals (Figura R.1.g).
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Finalment el context genomic, és a dir la localitzacié de I’element Alu en el genoma
respecte al gen més proper, també és motiu d’estudi (Figura R.1.h). Veiem que els
elements Alu desmetilats es localitzen en regions promotores (a menys de 1000 pb del
TSS del gen més proper) en major freqiéncia que els elements Alu virtuals.

a)
- - - - N
Elements Alu _ Mida _ .DeIeC|ons . .InserC|ons Cu.a_pO“ (A) (pb)
mitjana sd mitjana sd mitjana sd mitjana sd
virtuals 293,16 34,51 0,86 1,64 0,93 1,75 8,79 10,71
desmetilats 276,44 55,70 1,39 3,38 0,87 1,55 18,85 10,19
b) 100 €) 100
75 75
=] ] 3
Z 50 3
825 ®
0 : : ;
45-50 50-55 55-60 60-65 0-0,25 02505 054075 0,75-1
%GC CpG O/E
d) 100 €) 100
75 75
2 50 -+ =] 50
< <
© 25 X 25 I
0 T T T p——— 0 . ,
0-5 5-10  10-15 15-20 20-25 53 3>5
f) Divergencia (%) ) Orientacio
g *
100 ¥ 100 1
| —
575 — } 75
< %k = * I
S 50 < 50
8 M < —
25 25 —
0 0 ,
AluJ AIuS_ AluY < 3kb >3kb
h) Familia Distancia de CpGi
50 * *
40 1
= *
30
< [ i
(=) 20 * S
10 +— | | ,il -
0 : : : : ,
UPSTREAM UPSTREAM -promo-  INSIDE - intron- INSIDE -exon- DOWNSTREAM

Context Genomic

Fig. R.1. Trets genomics especifics dels elements Alu desmetilats. Comparacié de 94 elements Alu
desmetilats (en vermell) i 100 elements Alu virtuals (en verd). Amb un asterisc marquem p<0.05
segons el test estadistic de Wilcoxon per (a) mida, delecions, insecions i cua poliA, (b) contingut

de GC, (c) index CpG observades vers esperades, (d)divergencia,

i p<0.05 segons el test de

Fisher per (e) orientacio, (f)familia, (g) distancia a I’illa CpG més propera, (h)context genomic
respecte el gen més proper.
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Aixi doncs, en teixit de colon, tant normal com tumoral, veiem que els elements Alu
desmetilats defineixen un compartiment diferencial dins de I’TALUOMA que es
caracteritza per estar lleugerament enriquit en Alus S respecte Alus Y i J, per presentar
una baixa divergéncia respecte la seqliéncia consens, i per situar-se prop d’inicis de
transcripcio associats a illes CpG.

La particularitat d’aquests elements Alu respecte al milié d’Alus del genoma huma va
portar a un estudi més exhaustiu per investigar les seves possibles implicacions
biologiques.
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2. CARACTERITZACIO EPIGENETICA DELS ELEMENTS ALU

Per fer estudis en profunditat tant a nivell de metilaci6 com de cromatina, es van
seleccionar 20 elements Alu dels 94 parcial o totalment desmetilats en la mucosa de
colon normal i/o en cel-llules de carcinoma colorectal. En base al seu perfil de
metilacié les podem classificar com a Alus hipometilades en tumor, Alus hipermetilades
en tumor i Alus desmetilades en ambdues mostres (Taula R.2).

En la taula R.2 es detallen les caracteristiques més importants de les Alus analitzades.
L’estat de metilacié segons els resultats de ’AUMA es mostren codificat en color:
vermell significa hipermetilat en tumor, verd hipometilat en tumor i blau sense canvi de
metilacié al comparar tumor amb normal. La darrera columna mostra I'estat de
metilacié a partir de la técnica de bisulfit sodic i posterior sequenciacid, técnica
emprada per validar els resultats de I’AUMA, seguint el mateix codi de colors. Per
problemes técnics els 3 darrers elements Alu no es van poder analitzar (nd en la taula
R.2).

TAULA R.2. ELEMENTS ALU SELECCIONATS

Pistancial | jitzacié Estat Estat
ID Banda | mida? | vscc? cpG° | Familia Posicio? delgen | - el Gen® | metilacié | metilacio
p)S |4 del gen AUMA | validaci6
Ar3 c7 301 56 16 AluY | his167914086-167914386 | NSIDE intron 1 RARS
Lv165 304 56 10 | Alusx chr16:2010218-2010521 INSIDE intron 1 NDUFB10
Lv183 209 58 14 Alu Sg/x chr11:8931949-8932157 INSIDE intron 1 ST5
Au104 306 53 14 | AlusSx Chri6:4527219-4527524 INSIDE intron 1 HMOX2
Aj2 cl 321 55 18 Alu Sq chr1:210000573-210000893 -440 upstream Clorfl07
Av2 c2 293 52 1 AluY | chig117814020-117814312 30115 | downstream | None
Ar3 c5 309 49 4 Alu Sx chr11:130588789-130589097 1850 downstream | Cllorf44
Au60 287 52 9 Alusx | chri6:31193325-31193611 INSIDE intron 1 FUS
Atl c3 311 59 14 | Ausp chr19:5322610-5322920 INSIDE inside PTPRS
Ahlcl 297 49 14 Alu Sg chri8:7502820-7503116 -64997 upstream None
Ag3 c6 89 64 7 AluY chr8:2020262-2020350 INSIDE intron 6 MYOM2
Ac4 cl 251 54 6 Alu Sx chr16:28038121-28038371 INSIDE intron 1 GSG1L
Aol c4 288 50 8 AlUSX | chr19:53550139-53550426 INSIDE intron 3 TMEM143
Ah2 c10 294 48 8 Alu Sc chr7:3120272-3120565 36802 upstream None
Ao2cl 138 46 4 Alu Sg/x | chr11:130394314-130394451 50598 downstream None
Ag2 c5 301 55 15 AluY chr9:38693243-38693543 116282 upstream None
Ar3 cl 275 51 10 Alu Sx chr2:180202550-180202824 53578 upstream None
Ah2 c8 563 50 11 AluY chrl3:64681523 - 64682085 -1093233 | downstream None
Aol c0 345 45 2 Alu Sx chr9:81586350-81586688 50598 downstream None
LVv9 338 49 12 Alu Sx chr19:3521200-3521537 -2743 upstream HMG20B

a) mida de I’element en parells de bases (pb), b) contingut en tant per cent de GC, c) el
nombre de CpGs, d) localitzaci6 cromosomica, e) distancia a I'inici de transcripcié (TSS) o
context genomic dins un gen segons el Genome Browser versid NCBI 38/hg18 i el nom del gen,
segons UCSC (University of California, Santa Cruz) i ’Ensembl (EMBL-EBI and Sanger Institute).

Confirmant els resultats de I'apartat 1 podem observar que dins dels 20 elements Alu
desmetilats escollits hi ha un gran nombre I’Alus S proxims a I’inici de transcripcio (Taula
R.2).
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2.1. ESTUDI DE LA METILACIO DELS ELEMENTS ALU

2.1.1.ESTUDI DE LA METILACIO DELS ELEMENTS ALU DURANT LA TUMORIGENESI

Com ja s’ha comentat els elements Alu contenen el 33% del total de CpGs del
genoma i estan altament metilats en la majoria de teixits somatics (Schmid, 1991). No
obstant, una fracci6 d’Alus roman desmetilada en ceél-lules normals i aquesta
proporcié augmenta en cel-lules tumorals (Rodriguez et al., 2008b). Segons les nostres
hipotesis, les Alu desmetilades estarien situades en dominis de cromatina activa.
Aquesta circumstancia els hi conferiria capacitat per intervenir en la regulacié i en
I’estabilitat gendmica i afectar diferents processos importants per al desenvolupament,
I‘edat, la diversitat fenotipica i algunes malalties, entre elles el cancer.

2.1.1.1. Estudi de la metilacié dels elements ALU en tumors primatris i linies de cancer
de colon

Per tal de confirmar els canvis observats en els fingerprints obtinguts amb la técnica
d’AUMA es va analitzar I’estat de metilacio de 17 dels 20 elements Alus seleccionats, ja
que 3 van descartar-se per problemes técnics.

Es va sequenciar I’ADN de les mostres previament modificades amb bisulfit sodic de 10
parelles de tumors colorectals i les seves mucoses normals. Com ja s’ha comentat el
bisulfit sodic converteix les citosines no metilades en uracils mentre que les metilades
romanen com a tals (técnica explicada en el material i métodes apartat 2.3.1.),
permetent I'analisi de CpGs basant-se en el seu estat de metilacio i la caracteritzacio
de patrons especifics de metilacio.

En la taula R.3 només es mostren 3 de les 10 parelles normal-tumor analitzades, a fi de
simplificar els resultats i donat que totes les parelles mostraven el mateix
comportament. A més, la representacid mostra I’estat global de metilaci6 de
I’element Alu. En I’annex Il figura All.1 trobem representat I’estat de metilacié de cada
dinucleodtid CpG dels elements Alu en base als analisi de seqiienciacié després del
tractament amb bisulfit sodic.

Els resultats d’AUMA es validen en la majoria dels casos, tal i com s’observa en la
darrera columna de la taula R.2, i revelen un grau total o parcial de desmetilacié de
les Alus en les mostres tumorals en vers a les normals. A més s’observa que els canvis de
metilacié no només afecten a la CpG de la diana Sma | sind que també afecten a les
CpGs del voltant tal i com es pot observar en I'annex Il figura All.1. Es important
remarcar que la majoria d’Alus que s’hipometilen en tumor ho fan en tots els casos
analitzats, indicant la recurréncia d’aquesta alteracié en el cancer colorectal.

Segons I'estat de metilacié en el teixit normal i tumoral de colon, les Alus es podrien
classificar en diferents grups (Taula R.3). Per una banda, tres dels elements Alu
analitzats (Ar3c7, Lv165 i Lvi83) no mostren variacidé entre el teixit normal i el teixit
tumoral, estant en ambdés casos totalment desmetilats. Els altres elements Alu
seleccionats per I’estudi, majoritariament, estan hipometilats en la mostra tumoral al
comparar-la amb la seva parella normal. Dins d’aquestes Alus trobem una metilacié
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parcial en els teixits normals i una desmetilacié parcial en el teixit tumoral, és el cas de
Aj2cl, Ar3c5, Aul04 i Av2c2. Altres casos (Ahlcl, Ao2cl, Ar3cl, Ac4cl, Ah2cl0, Ag2c5,
Aolc4 i Aq3c6) els trobem totalment metilats en el teixit normal i parcialment o
totalment desmetilats en el tumor. Pel que fa a Au60, s’observa un patré de metilacio
variable entre les diferents mostres normal-tumor. En el cas de Atlc3 veiem que tant el
colon normal com tumoral mostren un alt grau de metilacié i el patré és variable
(segons la técnica AUMA estava hipermetilada en tumor).

TAULA R.3. ESTAT DE METILACIO DELS ELEMENTS ALU SELECCIONATS EN PARELLES DE
COLON NORMAL (N) / TUMOR (T)

Ar3c7 Lv165 Lv183 Au60 Aj2c1

NJ] O 0 0 0 0 0 0 0 0]25 43 20 36 32

T| O 0 0 0 0 0 0 0 0]40 10 30|18 16 16

Ahlcl Ao2cl

75 86 80

80 80

Acé4cl Ah2c10 Ag2c5 Aolc4 Aq3c6

89 93 93 97 97 91 100 8 87 100 100 96 100 100 100

O o0-25% metilat O 25-50% metiat @ 50-75% metilat @ 75-100% metilat

Un cop analitzat I’estat de metilacié dels elements Alu en parelles de teixit de colon
normal-tumoral, es van analitzar diferents linies cel-lulars d’adenocarcinoma de colon
huma (CCR): algunes d’elles a prop de la diploidia i amb inestabilitat de microsatel-lits
(HCT116 i LoVo), i un altre grup de linies aneuploides i amb inestabilitat cromosomica
(Sw480, HT29 i CaCo2).

En la taula R.4. representem I’estat global de metilacié de I’element Alu en cadascuna
de les linies de CCR d'acord amb les dades obtingudes per tractament amb bisulfit
sodic i la posterior sequenciacié. En I’annex |l figura All.2 trobem representat I’estat de
metilacié de cada dinucleotid CpG dels elements Alu.

Els resultats indiquen que no hi ha cap correlacié dins de les linies de CCR en funci6 de
I’estabilitat cromosomica o I’estat de diploidia/aneuploidia.

En general podriem dir que hi ha 3 grups diferenciats: els elements Alu totalment
desmetilats en totes les linies, els parcialment metilats i els altament metilats. Els
elements Ar3c7, Lv165 i AU104 mantenen un estat desmetilat en totes les linies de CCR
la qual cosa és interessant ja que dues d’aquestes Alus (Ar3c7 i LV165) també estan
totalment desmetilades en les parelles normal-tumor préviament analitzades.

En canvi Lv183, que estava totalment desmetilada en les parelles normal-tumor, veiem
que es troba totalment metilada en 3 de les 6 linies de CCR. Pel que fa als elements
Aj2cl, Av2c2 i Ar3ch, Aolc4, Ahlcl, Ah2cl0, Ac4cl, Agq3c6, Au60 i At3cl veiem que
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mostren un estat parcialment metilat. Finalment trobem un grup altament metilat en
totes les linies (Ag2c5h, Ar3cli Ao2cl).

Per altra banda, i tal com es troba ordenat en la taula R.4, la linia més metilada és
HCT116, seguida de CaCo2, HT29, Sw480, LoVo.

Aquest perfil de metilacié heterogeni en les diferents linies cel-lulars de CCR representa
una bona eina per altres tipus d’estudi, especialment a nivell funcional.

TAULA R.4. ESTAT DE METILACIO DELS ELEMENTS ALU EN LINIES CEL-LULARS DE
CARCINOMA DE COLON HUMA

Ar3c7 | Lvi65 | Aul04 Aolc4 | Ahlcl | Ah2c10
HCT116 0 0 6
CaCo2 5 0 2
HT29 9 0 23
Sw4380 0 0 8
LoVo 11 0 0

Ag2c5 Ar3cl

98 100

90

92

79

77

O 0-25% metilat O 25-50% metilat @ 50-75% metilat ® 75-100% metilat

Veiem doncs I'existencia d’elements Alu totalment desmetilats en teixit normal i
tumoral de colon aixi com en linies de carcinoma de colon, fet que contrasta amb
que la majoria d’Alus en el genoma estan metilades, almenys en teixit sa, convertint-les
en dianes d’interés pels nostres estudis.
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2.1.1.2. Efecte de drogues epigenétiques en la metilacié dels elements Alu

Per entendre millor el possible paper de la desmetilacid dels elements Alu en la
regulacié génica, es va tractar la linia HCT116 amb I'agent desmetilant 5-aza-
2’deoxicitidina (5-AzadC), amb [I'inhibidor de deacetilases d’histones (HDACS)
trichostatina A (TSA) i amb un combinat d’ambdds agents (Taula R.5) (tractament amb
drogues epigenéetiques explicat en detall en la secci6 de material i metodes 2.1).
Mitjiancant la técnica de tractament amb bisulfit sddic i posterior seqiienciacié es va
analitzar I’estat de metilacié de diverses Alus tant en la linia HCT116 parental com en la
linia cel-lular tractada.

En primer lloc, per comprovar que el tractament havia funcionat es va mirar I’expressio
dels gens CPLX2 i EN1. Com ja esta descrit en treballs previs (Rodriguez et al., 2008b)
(Mayor et al.,, 2009), CPLX2 i EN1 estan silenciats a nivell transcripcional i la seva illa
CpG esta hipermetilada en les cél-lules HCT116. Amb el tractament amb 5-AzadC i TSA
es produeix tant una reactivacioé de l'expressido del gen com una desmetilacio de lilla
CpG (Figura R.2).

T 7 CPLX2 0.5 - EN1

g 12- I T 0.4

E 1 g 1

o 091 3 03-

f% 0.6 - I 02 I

g 0.3 - ;%_ 01 -

W N : : . 00 : : :
C Aza TSA A+T C Aza TSA A+T

Fig. R.2. EN1 i CPLX2 utilitzats com a controls del correcte funcionament del tractament
amb 5-AzadC, TSA i una combinacié d’ambdds en la linia HCT116. El nivell d’expressio
dels gens esta normalitzat amb la mitja de 5 estandards. El color de les barres mostra el
seu estat de metilacié essent blanc 0-25% de metilacio, gris clar 25-50% de metilacio,
gris fosc 50-75% de metilacio i negre 75-100% metilat.

Es va escaollir la linia HCT116 ja que era la linia que contenia més elements Alu metilats
(Taula R.4) i d’aquesta manera el tractament amb I’agent desmetilant 5-AzadC podria
jugar un paper més rellevant. A part, també es va mirar una variant de la linia HCT1186,
HCT116-DKO la qual és deficient en les ADN metiltransferases DNMT1 i DNMT3b (Paz et
al., 2003).

En aquest estudi no es van analitzar tots els elements Alus dels apartats anteriors sind un
subgrup representatiu. En el cas d’aquells elements Alu que en HCT116 control ja es
troben desmetilats (Ar3c7, Lv165 i AU104), després del tractament continuen
desmetilats (Taula R.5). En la resta dels elements Alu analitzats, parcial o totalment
metilats sense tractar, no observem canvis en I’estat de metilacié en tractar amb TSA,
com es podria esperar ja que es tracta d’un inhibidor de deacetilases; en canvi, en
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tractar amb 5-AzadC (agent desmetilant) i el combinat amb ambdds agents veiem
una desmetilacié parcial o total depenent dels casos. En les cél-lules HCT116-DKO
veiem una desmetilacié en molts elements Alu, en la majoria de casos major que amb
el tractament amb 5-AzadC, pero també veiem que hi ha algunes Alus que s6n més
resistents a la desmetilacié. En I'annex |l figura All.3 trobem representat I'estat de
metilacié de cada dinucledtid CpG dels elements Alu, la linia DKO la trobem en
I’annex Il figura All.2.

TAULA R.5. ESTAT DE METILACIO DELS ELEMENTS ALU SELECCIONATS EN LA LINIA HCT116 i
HCT116 TRACTADA AMB 5-AzadC, TSA i AZA+TSA | LA LINIA VARIANT DKO

Ar3c7 | Lvle5 | Aul04 | Aj2cl Ll Ah2c10 Ag2c5  Ar3cl  Au60  Lvis3
HCT116 0 0 6 29 100 100 100
TSA 0 0 0 34 100
AZA 0 0 0 16
A+T 0 0 0 16
DKO 0 0 0 0 0 4 0 47 44 0 0

O 0-25% metilat O 25-50% metilat @ 50-75% metilat ® 75-100% metilat

El fet que no totes les Alus metilades en HCT116 puguin desmetilar-se totaiment al
tractar-se amb agents desmetilants o en les HCT116-DKO suggereix la preséncia d’un o
més factors diferencials que fa que alguns elements Alu siguin més o menys
susceptibles a desmetilar-se.

El mateix es va fer amb la linea Sw480 i el comportament va ser similar. Les Alus
desmetilades romanen desmetilades després dels tractaments mentre que les Alu
parcial o totalment metilades es desmetilen al tractar amb 5-AzadC i amb el
cotractament dels dos agents (dades no mostrades).

2.1.1.3. Estudi de la metilacio de les regions flanquejants als elements Alu

Per esbrinar quin paper juguen els elements Alu desmetilats tant en ceél-lules normals
com tumorals es van analitzar les regions flanquejants d’alguns elements Alu. Com ja
s’ha comentat els elements Alu no estan distribuits a I‘atzar en el genoma huma siné
que sovint es troben en regions riques en gens (Lander et al., 2001), tendint-se a
acumular en regions introniques i intergéniques.

Per aquest estudi es van seleccionar sis elements Alu amb diferent estat de metilacio
en les diferents linies de CCR i propers a un inici de transcripcid (Ar3c7, Lv165, Aul04,
Lv183, Aj2cl i Au60) i les seves corresponents regions flanquejants pels extrems 3’ i 5°.
Les linies analitzades van ser HCT116, HCT116-DKO, LoVo, Sw480, HT29 i CaCo2 (Figura
R.3). Els elements Alu Ar3c7, Lv165, Aul04 i Au60 es troben dins de gens, en I’introl,
mentre que les Alu Aj2cl i Lv183 es troben a menys de 500 pb de I’extrem 5’ del gen
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meés proper, és a dir, en la regié promotora. A fi de simplificar la figura mostrem I’estat
global de metilacié de cadascun dels elements Alu i les seves regions flanquejants.

Observant I’estat de metilacié de les regions flanquejants dels elements Alu Ar3c7,
Lv165 i Aul04 (desmetilats en totes les linies de CCR) veiem que hi ha un mateix patro
en que I’Alu d’estudi es troba a I’extrem 3’ d’una illa CpG situada a la zona promotora
d’un gen. En tots aquests casos I’element Alu i l'illa CpG es troben completament
desmetilats; en canvi, a mesura que ens allunyem d’aquesta, tant per I’extrem 3’ com
per I’extrem 5°, els elements repetitius comencen a metilar-se. En el cas de I’element
Lv165 no s’acaba de veure una metilacié total en I’extrem 3’, segurament degut al fet
gue molt a prop es troba la regié promotora d’un altre gen, RPS2.

En el cas de Lv183 veiem que I’element Alu esta situat al costat de I'ila CpG i, no
obstant, presenta metilacié en alguna linea de CCR tot i que s’havia trobat totaiment
desmetilada en les parelles de mucosa de colon normal i tumoral. Aquest fet podria
explicar-se pel cultiu in vitro que com s’ha descrit pot afectar a la metilacié de I’ADN
tendint a hipermetilar-se. L’extrem 5’ de la regié no s’ha pogut determinar degut a la
manca de CpGs de la regid i a la impossibilitat de dissenyar encebadors especifics ja
que tractem amb seqiiencies repetitives.

Pel que fa als elements total o parcialment metilats en linies de CCR (Aj2cl i Au60).
Aj2cl mostra el mateix comportament que els altres casos i en Au60 veiem que
I’element Alu que es troba entre I’illa CpG i I’Alu d’estudi, esta totalment desmetilada.
La resta d’elements repetitius analitzats, tant per I’extrem 3 com per I'extrem 5’
mostren un estat metilat, mantenint doncs el comportament anterior.

Aixi doncs, en totes les regions analitzades properes a un inici de transcripcio (excepte
la corresponent a I’Alu Lv183) hem trobat que I’Alu immediatament downstream de
I’ila CpG i dins d’un intré esta completament desmetilada en totes les linies de CCR, a
Iligual que l'lla CpG, mentre que la resta de la regid esta metilada, suggerint el
possible paper de I'Alu com a barrera protectora de la metilacié. A més a més, en
alguns casos també hi ha una Alu diferencialment metilada segons la linia cel-lular.
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Fig. R.3. Estat de metilacié de les regions flanquejants als elements Alu seleccionats (en vermell)
en diferents linies de CCR. Regid obtinguda del Genome Browser versié Mar. 2006 (NCBI36/hg18).
De cada regié es mostra el gen, les illes CpG i els elements repetitius. En blanc de 0-25% de
metilacio, gris clar 25-50% de metilacid, gris fosc 50-75% de metilacié i negre 75-100% de
metilacio.

2.1.2. ESTUDI DE LA METILACIO DELS ELEMENTS ALU DURANT LA DIFERENCIACIO CEL-LULAR

La diferenciaci6 cel-lular consisteix en la reprogramacié genica d’una cel-lula mare, i
suposa I’activacio i repressié de milers de gens en un procés sequencial, fins donar una
cel-llula plenament diferenciada. En aquesta regulacié juga un paper important
I’epigenética, tant a nivell de metilaci6 de I’ADN com a nivell de cromatina. La
majoria d’estudis en aquest camp s’han centrat en regions genomiques de seqiéencia
Unica (Berdasco and Esteller, 2011; Hewitt et al., 2011).

Per esbrinar si I’estat de metilacié dels elements Alu és especific de teixit i juga algun
paper en la diferenciacié cel-lular vam voler ampliar I’estudi a altres tipus cel-lulars
(Taula R.6). Per aixd es va analitzar I'estat de metilacié d’aquells elements Alu
desmetilats en teixit normal i tumoral de colon (Ar3c7, Lv165, Lv183 i Aul04), els
elements que es troben parcialment metilats depenent de les linies de CCR estudiades
(Aj2cli Aub0) i els elements altament metilats (Ag2c5 i Ao2cl).

Les linies que es van utilitzar van ser cél-lules mare embrionaries humanes (hESC2,
hESC4, hESC®6), cél-lules pluripotents induides originaries de queratinocits (KiPS4F1,
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KiPS4F8, [H]KiPS4F1), queratinocits (K3, K18, K137, MMTA) i fibroblasts (F, HFF), mostres de
sang (leucocits) i tres parelles de teixit de colon normal. En I’annex Il figura All.4 trobem
representat I’estat de metilacié de cada dinucleotid CpG dels elements Alu que es
mostren en la taula R.6.

Els elements Ar3c7, Lv165 i Lv183 mantenen el seu patré de desmetilacié en tots els
tipus cel-lulars, la qual cosa és molt interessant i ens fa pensar en la importancia
biologica d’aquests elements que també es trobaven totalment desmetilats en les
parelles normal-tumor.

Au60 presenta un estat de baixa o nul-la metilacié en les linies de queratinocits i
fibroblasts, mentre que s’observa un increment en I’estat de la metilacié en les cél-lules
pluripotents induides i aquest increment es fa més palés en les cél-lules mare
embrionaries sudgerint un possible rol en la diferenciacio.

TAULA R.6. ESTAT DE METILACIO DELS ELEMENTS ALU SELECCIONATS EN
DIFERENTS LINIES CEL-LULARS

Ar3c7 | Lvi65 | Lvi83 | Au60 | Aul04 [.\pLek BN V-0 TRl Vo 1o |
hES4 0 0 0
CEL-LULES MARE hES2 0 0 0
EMBRIONARIES
hES6 0 8 0
CEL-LULES [HIKiPS4F1] o 13 0
PLURIPOTENTS | KiPS4F8 0 13 0
INDUIDES KipsaF1 | o 0 0
K3 0 0 0
K18 0 3 0
QUERATINOCITS
K137 0 0 0
MMTA 0 3 0
F 0 38 0
FIBROBLASTS
HFF 0 23 0
LEUCOCITS 0 10 0
0 0 0
TEIXIT COLON NORMAL 0 0 0
0 0 0

o 0-25% metilat o 25-50% metilat o 50-75% metilat o 75-100% metilat

L’element AU104 mostra un alt grau de metilacié, molt major del que observavem en
la mucosa normal de colon (apartat 2.1.1.1); a més s’observa que les céel-lules mare i
les cél-lules pluripotents induides presenten més metilacié que els fibroblasts i leucocits,
suggerint de nou una possible implicacié a nivell de diferenciacié.
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L’Alu Aj2cl presenta un alt grau de metilacié en totes les linies estudiades tot i estar
parcialment metilat en les linies de CCR i en la mucosa de colon normal i tumoral.

| finalment, Ag2c5 i Ao2cl manté un alt grau de metilacié en totes les linies, tal i com
passava amb les linies de CCR i en les parelles normal-tumor.

Veiem doncs que hi ha certs elements Alu que mostren un patré de metilacié especific
de tipus cel-lular. Aixi doncs trobem alguns totalment desmetilats en totes les linies,
altres totalment metilats i altres que es desmetilen o es metilen en el procés de
diferenciacio.

2.1.3. CONSERVACIO EVOLUTIVA DE LA METILACIO DELS ELEMENTS ALU EN PRIMATS

L’estudi amb genomes de mamifers suggereix que aproximadament el 5% del genoma
huma s’ha conservat evolutivament en els Gltims 200 milions d’anys, la qual cosa inclou
la gran majoria dels gens i seqiéncies reguladores. No obstant, els gens i les
seqléncies reguladores actualment conegudes suposen nomeés el 2% del genoma, la
qual cosa suggereix que la major part de la seqléncia gendmica amb gran
importancia funcional és desconeguda. Un percentatge important dels gens humans
presenta un alt grau de conservacio evolutiva (Batzer and Deininger, 2002; Price et al.,
2004).

Com ja s’ha comentat en la introducci6 la primera aparicié de les sequéncies Alu es
va donar fa aproximadament 65 milions d’anys, coincidint amb I’origen i expansié dels
primats. El seu estudi és util per investigar la diversitat del patrimoni genétic de les
poblacions humanes i I‘evolucié dels primats. La majoria de les insercions d’elements
Alu sén recents i per tant, sovint polimorfiques, agafant diferents valors de freqiéncia
depenent de la poblacié. Es consideren esdeveniments mutacionals Unics ja que és
bastant improbable trobar la mateixa insercié Alu en el mateix lloc, per aquest motiu
sOn tant interessants per I’estudi de I’evolucié humana. Es tracta d’insercions estables
del genoma (Kazazian, 2004). Perd tot i haver molts estudis sobre la conservacio i
I’evolucié genétiques dels elements Alu, no n’hi han dades sobre la seva conservacio i
I’evolucié a nivell epigenétic.

En la taula R.7 es mostra I’estat de conservacié de varis dels elements Alu d’estudi en
diferents espécies de primats: Homo sapiens (huma), Pan troglodytes (ximpanzé),
Gorilla gorilla (goril-la), Pongo pygmeus (orangutan) i Macaca Mulata (macaco). Per
cada element Alu es presenta I'estat de metilacié en mostres de sang humana i la
familia a la que pertany. Els parametres mostrats en la taula R.7 son el hombre de hits,
és a dir, el nombre de copies que apareixen en el genoma de cada espécie, €l
cromosoma al que pertany la sequencia i I'orientacié del fragment i, finalment, el
percentatge d’identitat respecte a la seqiiéncia humana.

L’estudi es va fer in silico, utilitzant com a genoma de referéncia el genoma de I’Homo
sapiens (Homo sapiens (GRCh37/hg19 versid del Febrer 2009)) i alineant-lo amb Pan
troglodytes (Chimp (Oct. 2010 (CGSC 2.1.3/panTro3)), Gorilla gorilla (Gorilla (May 2011
(gorGor3.1/gorGor3)), Pongo pygmeus abeli (Orangutan (July 2007 (WUGSC
2.0.2/ponAbe2)), i Macaca Mulatta (Rhesus (Oct. 2010 (BGI CR_1.0/rheMac3)).
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Per cercar el tant per cent d’identitat, les sequéncies de les diferents especies de
primats es van alinear amb la seqliéncia humana de referéncia fent servir alineaments
locals (amb I’algoritme de Smith-Waterman) i globals (amb I’algoritme de Needleman-
Wunsch) donant el mateix resultat en ambdds casos.

Per trobar el nombre de hits o copies en el genoma es va agafar la sequéncia de
I’element Alu més 20pb en I’extrem 5' i 20 bases en I’extrem 3' i mitjancant un BLAT es
va buscar si hi havia més copies de la regié en el genoma de cada espéecie.

TAULA R.7. ESTAT DE CONSERVACIO DELS ELEMENTS ALU EN DIFERENTS ESPECIES DE
PRIMATS

Element Alu
Si%|g|g|3|c|8]8|3 3 g -
212|252 2 S[8]2 : 2 8 % % &
amiia) s =15 | 5la|gl=a|3|8|s|8|3|5|s]=]=>
s|2|=s|2|=z|=3|2|32|=s|=3|=2|=3|=3|2|=22|2
Espécie S S I =20 - A TG B = = - = - =T B IS (S
Huma i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ximpanz¢ (1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
% Goril-la 1 1 1 1 1 1 1 1 . i1 1 1 1 1 1 1
Oranguntan 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 3
Macaco 1.1111.11111111
= L:n Huma 2- 5+ 16- 11- 16+ 1- 8- 11- 18+ 19+ 16+ 7+ 16- 11+ 19+ 9- 8+
g io| Ximpanzé [2B- 5+ 16- 11- 16+ 1- 8- 11- 18- 19+ 16+ 7+ 16- 11+ 19+ 9- 8+
% ?§ Goril-la 2B- 5+ 16- 11- 16+ 1- 8- ll-.19+ 16+ 7+ 16- 11+ 19+ 9-
S E Oranguntan | 2B- 5+ 16- 11+ 16+ 1+ 8- 11- 18- 19+ 16+ 7+ 16- 11+ 19+ 9+
°% Macaco [12- .20- 8- 20+ 1+.14- 18- 19+ 20+ 3+ 20- 14+ 19+
Huma 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
U}B‘ Ximpanzé | 99 94 98 93 98 98 95 95 94 97 100 96
S8
% Goril-la 98 92 84 9% 99 96 96 95 - 99 96
-g Oranguntan | 94 88 91 96 94 95 92 92 91 89 98 94
Macaco 88 . 90 93 . 83 . 8 87 87 88 85 . 91 85

El nom dels elements Alu es mostra en escala de grisos representant I’estat de metilacié en sangs

humanes (negre 100-75% metilat, gris fosc 75-50% metilat, gris 50-25% i blanc 25-0%).

a Nombre de cops que trobem la seqiencia Alu més 20pb en I’extrem 5’ i 20pb més en I’extrem
3’en el genoma. Destaquem amb un marré mig quan trobem més d’una copia i en un marré
fosc la manca de I’element.

b Cromosoma on es troba localitzada la sequiéncia. ¢ Orientacié 5' a 3' en + i Orientacié 3° a 5’
en -. Es ressalta en vermell I’orientacio diferent respecte a la seqiiéncia en huma. Destaquem
amb un verd mig quan trobem un canvi de cromosoma i en un verd fosc la manca de
I’element.

d Tant per cent d'identitat de la sequencia en les diferents espécies de primats. Destaquem amb
taronges mitjos la pérdua d’identitat i en un taronja fosc la manca de I’element.
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Mirant els hits veiem que, majoritariament, es troba una Unica copia de la regio
gendmica que inclou I'element Alu d’estudi, excepte Lv183 en Ximpanzé i Lv165,
Av2c2, Ao2cl i Ag2c5 en Orangutan, els quals presenten 2 o 3 copies en el genoma.
Cal destacar que aquestes multiples copies es troben en regions no mapades, pel que
és podria tractar d'errors de l'assemblatge. En el cas de I'element Lv165 es troba una
segona copia dins el mateix cromosoma 16 d'orangutan.

Si ens fixem en el cromosoma on es troba situada cada Alu veiem que la localitzacio
es manté en totes les espécies respecte al genoma huma de referéncia. Es interessant
remarcar que el cromosoma 2 en huma es va originar de la fusi6 entre dos
cromosomes presents en la resta de primats (d’aqui la terminologia 2B en els primats).
Per altra banda, el macaco, que pertany a la familia dels Cercopithecidae a
diferencia del huma, ximpanzé, orangutan i goril-la, presenta una distribucid
cromosomica diferent a la resta de primats estudiats degut a reordenaments
cromosomics complexes i per tant no es mantenen les equivaléncies en la
nomenclatura dels cromosomes (Gibbs et al., 2007).

El canvi d’orientacié en alguns elements Alu segons I’espécie troba la seva explicacio
en el fet de sentzills reordenaments per inversio, és el cas de Lv183, Aj2cli Ag2c5.

Fixant-nos amb el tant per cent d’identitat (Figura R.4) veiem que el tant per cent és
major en ximpanzé i que a mesura que ens allunyem de I’escala evolutiva la identitat
es redueix, sent en macaco on trobem menys tant per cent d’identitat i més gaps,
entenent com a gap aquelles regions que no contenen un element Alu, és el cas de
Ahlcli Ag3c6 en goril-la, de Aq3c6 en orangutan i de Ar3c7, Av2c2, Ag2c5, Ag3c6 en
macaco (Taula R.7). El genoma del goril-la presenta alguns tants per cent d’identitat
meés baixos del que esperariem donada |’escala evolutiva, perd donada la baixa
qualitat del mapa genomic del goril-la aquesta dada s'ha de prendre amb precaucié.

100
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% identitat

40

20

O - " " -—

Ximpanzé Goril-la Orangutan Macaco

Espécie

Fig. R.4. Comparacio entre I’espéecie i I’estat de conservacid dels elements
Alu respecte a I'huma.
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Mirant per families (Figura R.5) no veiem una diferéncia significativa al comparar estat
de conservacio i familia, recordem que dels 17 elements Alu analitzats cap pertany a
la familia J. Cal destacar que dels 4 elements Alu Y (la familia més jove) analitzats cap
es troba en Macaco, els 13 elements restants pertanyen a la familia Alu S.

100 - B '
- I = T l
S .
80 H
® 60 .
=
T 40 i i
R ; :
20
0 . L L —
AluJ Alu S AluY
Familia
Wl Ximpanzé M Goril-la W Orangutan [CMacaco

Fig. R.5. Comparacio entre la familia i I’estat de conservacio dels elements Alu.

Pel que fa a I'estat de metilacié veiem certa tendéncia a que els elements Alu
desmetilats presenten un major grau de conservacio de seqiencia que els elements
més metilats (Figura R.6). Caldria un major nombre d’elements per veure una
tendéncia més clara.

Ximpanzé Goril-la
=-0.033x+96.98 y=-0.270x + 94.07
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Fig. R.6. Comparacié entre I'estat de metilacié i I’estat de conservacié dels
elements Alu en ximpanzé, goril-la, orangutan i macaco. Grafiquem la linia de

tendéncia aixi com la seva R i I’equaci6 del grafic.
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Per veure I'estat de conservacio de I’element Alu tant a nivell de seqiiéncia (sobretot
de les CpG) com epigenétic es van seleccionar alguns elements Alu i es va mirar el seu
estat de metilacié en 4 mostres de sang humana, 3 sangs de ximpanzé, 5 sangs de
goril-la i 5 mostres de sang d’orangutan. Les seqiiencies seleccionades van ser tres
elements Alu totalment desmetilats en sangs humanes (Ar3c7, Lv165 i Lv183), dos
elements Alu parcialment metilats en sangs humanes (Aul04 i Aj2cl) i un element Alu
totaiment metilat en sangs humanes (Ag3c6). En aquest cas representarem la
metilacié dels dinucleotids CpG de cada element Alu estudiat per poder veure el seu
grau de conservacio (Figura R.7).

Podem observar que I’estat de metilacié no varia, o si més no els canvis no son
significatius, és a dir, les Alus desmetilades en humans es mantenen desmetilades en
tots els primats mentre que les metilades en humans estan metilades en primats. Per
altra banda, no acabem de veure una clara tendéncia per poder associar un major
grau de d’identitat als elements Alu més desmetilats. Tot i tractar-se de pocs casos,
semblaria que aquells elements que estan desmetilats, i probablement actius, estan
meés conservats en les diferents espécies de primats indicant doncs la seva importancia
biologica i els elements metilats, i probablement inactius, mostren més variacié. No
obstant caldria confirmar aquesta tendéncia analitzant més elements Alu.
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Fig. R.7. Estat de metilacié del elements Alu seleccionats per I’estudi en mostres de sangs de
diferents espéecies de primats: huma, ximpanzé, goril-lai orangutan.

2.2. ESTUDI DE L’ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ASSOCIADA ALS ELEMENTS ALU

Tal i com s’ha descrit en la introduccid la metilacié i acetilacié d’histones, en particular
de [I'H3, actuen sobre la maquinaria transcripcional. Mentre les marques de
di/trimetilacio de la lisina 4 estan associades a una transcripcioé activa, la di/trimetilacio
de la lisina 9 i la trimetilacié de la lisina 27 estan associades a un estat de repressid
(Felsenfeld and Groudine, 2003). La metilacié de la lisina 4 s’associa a I’activacio
transcripcional i es troba en regions eucromatiques, sobre gens actius o activables
(Kouzarides, 2007). H3K4me3 sol trobar-se en regions promotores. Per altra banda
I’acetilacié de la lisina 9 i de la lisina 14 en la histona H3 sOn necessaries pel
reconeixement de I‘inici de transcripcié (Kouzarides, 2007; Martin et al., 2005).

Veient els diferents estats de metilacié dels elements Alu ens vam plantejar si aquests
es podien relacionar amb I’estat de la cromatina. Per fer 'estudi es va utilitzar la
técnica de ChIP (Immunoprecipitacié de Cromatina) (técnica explicada en detall en
la seccié de material i metodes apartat 2.7) amb diferents linies cel-lulars de CCR.

La immunoprecipitacio es va fer amb anticossos contra tres marques d’activacio,
I’acetilacié de la lisina 14 en la histona 3 (AcH3K14), I‘acetilacié de la lisina 9 en la
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histona 3 (AcH3K9) i la trimetilacid de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3). Com a
marques d’inactivacié es van estudiar la trimetilacié de la lisina 9 en la histona 3
(H3K9me3) i la trimetilacié de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3).

Es van utilitzar serum normal de conill ((gG) com a control negatiu de la
immunoprecipitacié per confiirmar que la hibridacié dels anticossos emprats era
especifica i com a control positiu es va utilitzar la histona 3 total (H3), ja que totes les
marques analitzades pertanyen a la histona H3. Per altra banda, com a controls de la
PCR, i per confirmar que la immunoprecipitacié va ser correcte, vam utilitzar GAPDH
(Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa) i 16CEN (regié centromeérica del cromosoma
16 huma)com a controls positiu i negatiu, respectivament, de marca activa (AcCH3K9 i
H3K4me3). També es van utilitzar GAPDH com a control negatiu de la marca inactiva
H3K9me3 i 16CEN com a control positiu. A més, es va utilitzar CPLX2 (Complexina 2) i
DRD1 (Receptor de la dopamina D1) com a controls positius de la marca inactiva
H3K27me3 i THOC3 (Complexe 3 de THO) com a control negatiu. Finalment es va
quantificar el nombre total d’Alus immunoprecipitades (QALU) (Rodriguez et al., 2008a).

A I’hora de representar els grafics de I'estat de cromatina s’ha utilitzat un mateix
sistema. Aixi les grafiques de marques actives i inactives sén ratios ja que estan
normalitzades amb I’'H3 total i les grafigues d’H3 representen els valors absoluts
(normalitzats per I'input) amb els quals hem normalitzat les diferents marques. Els grafics
de I'lgG no estan representats ja que els nivells estan per sota del limit de deteccio,
confirmant |‘especificitat dels anticossos.

Les férmules amb les quals s’han obtingut tant els ratios, valors absoluts aixi com les
desviacions estandards i les variancies estan explicades amb detall en el material i
metodes apartat 2.7.

2.2.1. ESTUDI DE LA CROMATINA ASSOCIADA ALS ELEMENTS ALU DURANT LA
TUMORIGENESI

2.2.1.1. Estudi de la cromatina associada als elements Alu en linies de cancer de
colon

Es van analitzar en la linia HCT116 les diferents marques d’histona associades a 12 de
les Alus seleccionades per I'estudi. La tria d’aquestes es va fer amb la intencié de
representar els principals perfils de metilacié: totalment metilades (representades en
negre), parcialment metilades (representades en gris) i totalment desmetilades
(representades en blanc) (Figura R.8).

Veiem que els elements Alu totalment desmetilats (Ar3c7, Lv165 i Aul04) o amb nivells
molt baixos de metilacié (Aj2cl) presenten molta marca de AcH3K9 i H3K4me3 i en
front dels elements Alu que es troben totalment metilats (Ao2cl1, Ag2c5, Lv183, Aq3c6 i
Au60) o amb nivells molt alts de metilaci6 (Ar3c5, Ac4cl i Ah2cl0). En canvi,
I’AcH3K14 es troba present en tots els elements Alu malgrat ser també una marca
d’activacid, la qual cosa indica que les marques actives H3K4me3 i AcH3K9 s’associen
especificament a les Alus amb un alt grau de desmetilacio.
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Fig. R.8. Analisi per ChIP dels elements Alu en la linia HCT116. Com a marques d’activacio es
troben representades AcH3K14, AcH3K9, H3K4me3. L’H3 total és el control. L’eix de les Y
representa el ratio de la marca d’histona analitzada respecte I’H3, a excepcié d’H3 que esta
normalitzat respecte I'input. Cada columna representa un element Alu i el color mostra el seu
estat de metilacio essent blanc 0-25%, gris clar 25-50% de metilacid, gris fosc 50-75% de metilacio
i negre 75-100%. Per altra banda en vermell es representen els controls del ChIP, essent GAPDH
control positiu de marques actives mentre quel6CEN és negatiu per marques actives. Per dltim,
la columna en verd representa ChIP-gALU, és a dir, el total d’elements Alu en la cromatina
immunoprecipitada.

Tot i que s’han analitzat també marques d’inactivacié (H3K27me3 i H3K9me3) no es
van trobar presents en cap de les Alus analitzades, ni les metilades ni les desmetilades
(dades no mostrades).

El global d’Alus (determinat mitjancant la PCR de ChIP-gAlu) presenta molta marca de
AcH3K14, de forma similar a les Alus individuals analitzades, tant desmetilades com
metilades, confirmant l'enriquiment d'aquesta marca observat en el grup d'Alus
seleccionades. En canvi el ChIP-qAlu de marques actives (AcH3K9 i H3K4me3) va
resultar en nivells molt baixos, el que s'interpreta com que els elements Alu desmetilats
representen una petita fraccié de totes les Alus.
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Continuant amb I’estudi es va comparar I’estat de la cromatina dels 6 elements Alu
(Lvle5, Aul04, Aj2cl, Lv183, Ao2cl i Au60) que variaven més en I'estat de metilacio
entre les diferents linies de CCR (HCT116, Sw480 i LoVo) (Figura R.9).

Igual que en I’estudi anterior, els elements Alu desmetilats presenten nivells més elevats
de les marques actives AcH3K9 i H3K4me3 que els elements metilats i les diferéncies
meés clares es donen en H3K4me3.
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Fig. R.9. Analisi per ChIP dels elements Alu en les linies HCT116, Sw480 i LoVo. Com a marques
d’activacio es troben representades AcH3K14, AcH3K9, H3K4me3. L’H3 total és el control. L’eix
de les Y representa el ratio de la marca respecte I’H3, a excepcié d’H3 que és el valor absolut.
Cada columna representa un element Alu i el color mostra el seu estat de metilacié essent
blanc desmetilat, gris clar 25-50% de metilacid, gris fosc 50-75% de metilacié i negre metilat. Per
altra banda en vermell es representen els controls del ChiIP, essent GAPDH control positiu de
marques actives mentre quel6CEN és el negatiu per marques actives. Per Ultim, la columna en
verd representa ChIP-qALU, és a dir, el total d’elements Alu en la cromatina immunoprecipitada.
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Finalment es van analitzar les marques d’histona a la linia HCT116-DKO (Figura R.10). A
nivell de metilacioé ja s’ha vist que el déficit en metiltransferases provoca una acusada
desmetilacio dels elements Alu analitzats (dades mostrades en I’'apart 2.1.1.2) perd no
sabiem com aix0 afectava I’estructura de la cromatina. Per aix0, es van analitzar les
marques d’histones de 12 de les Alu que mostraven diferent estat de metilacio.

Els elements Alu desmetilats en HCT116 es mantenen desmetilats en HCT116-DKO i per
tant presenten alts nivells de marques actives. En canvi les Alus que es troben
metilades en HCT116 i que es desmetilen total o parcialment en HCT116-DKO no
mostren canvi en les marques d’histona, el que suggereix que no canvia l'estat
d'activitat de la cromatina. L’Unic increment de marca activa que veiem és en el cas
de I’element Alu Lv183. Aquest element Alu, tal i com es mostra en I'apartat 2.1.1.3.,
on miravem I’estat de metilacié de les regions flanquejants, es troba immediatament a
la regié upstream d’una illa CpG molt a prop de I’inici de transcripcié del gen ST5 i del
gen Cllorfl7, a diferéncia dels altres elements Alu metilats en HCT116 i que es
desmetilen en HCT116-DKO, els quals es troben a grans distancies d’un inici de
transcripcid. Aixo suggereix de nou el paper regulador de les Alus situades prop de
I’extrem 5” d’un gen.
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Fig. R.10. Analisi per ChIP dels elements Alu en les linies HCT116 i HCT116-DKO. Com a marques
d’activacio es troben representades AcH3K14, AcH3K9, H3K4me3. L’H3 total és el control. L’eix
de les Y representa el ratio de la marca respecte I’H3, a excepcié d’H3 que és el valor absolut.
Cada columna representa un element Alu i el color mostra el seu estat de metilacié essent blanc
desmetilat, gris clar 25-50% de metilacio, gris fosc 50-75% de metilacié i negre metilat. Per altra
banda en vermell es representen els controls del ChIP, essent GAPDH control positiu de marques
actives mentre quel6CEN és el negatiu per marques actives. Per dltim, la columna en verd
representa ChIP-gALU, és a dir, el total d’elements Alu en la cromatina immunoprecipitada.
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2.2.1.2. Estudi de la cromatina associada a les regions flanquejants als elements Alu

Per determinar I’estructura de la cromatina de les regions flanquejants als elements Alu
estudiats es van seleccionar Alus properes a I’inici de transcripcié d’un gen ja que
podrien tenir un paper regulador de I’expressidé més faciiment demostrable (Figura R.11
i R.12).

Els elements Alu que romanen desmetilats (Ar3c7, Lv165 i Aul04) es troben a I’extrem 3’
d’una illa CpG situada a la zona promotora d’un gen (RARS, NDUFB10 | HMOX2
respectivament) (Figura R.11). En tots aquests casos I’element Alu, l‘ila CpG i la
sequéncia downstream de I’Alu estan desmetilats i presenten molta marca activa
AcH3K9 i H3K4me3 de forma especifica ja que la resta d’elements flanquejants que
estan altament metilats tenen nivells molt baixos o nuls d’aquestes marques. En canvi,
la marca activa AcH3K14 és ubiqua i esta associada a tota la regié independentment
de I’estat de metilacio.

Després vam analitzar aquells Alu que es trobaven parcial o totaiment metilats: Aj2cl,
Lv183 i Au60 (Figura R.12). En aquests elements veiem que lilla CpG apareix
desmetilada i presenta alts nivells de marca d’activacié aixi com els elements repetitius
flanquejants. En canvi, a mesura que ens allunyem, tant per I’extrem 3’ com 5’, els
elements repetitius apareixen metilats, incloses les Alus d’estudi, i presenten nivells
baixos de marca activa. Veiem doncs que en aquests casos també I'estat de
desmetilacié esta especificament associat a les marques actives AcH3K9 i H3K4me3
perd no a AcH3K14.

Observant les H3 totals de la figura R.11 i R.12 veiem que lila CpG normalment
presenta menys H3 que la resta de la regid. Aquest fet esta d’acord amb la literatura ja
que la cromatina sol estar més descompactada en regions promotores actives, a prop
de I’inici de trascripcid (on estan situades aquestes CpGi), i per tant acumula menys
histones, és a dir, menys nucleosomes, que altres regions.

En resum veiem un patré i una concordanca entre I’estat de metilacié de I'element Alu
(estudiat en detall en I'apartat 2.1.1.3) i les marques d’activaci6é. Aquest
comportament es fa notable observant les marques d’activacié H3K4me3 i AcH3K9,
gue estan especificament associades a les illes CpG i a les Alus desmetilades. De nou
veiem que el perfil epigenétic dels elements Alu podria jugar un paper en la regulacio
transcripcional. Els resultats suggereixen que I’estat de metilacié dels elements Alu
estudiats definiria dominis de cromatina (marcant la frontera entre actiu/inactiu). Aixi
doncs, segons la seva localitzacié dins el genoma podrien participar, juntament amb
altres elements, en el manteniment de I’estat de la cromatina oberta facilitant la unié
de la maquinaria transcripcional.
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Fig. R.11. Analisi per ChIP de les regions flanquejants als elements Alu desmetilats (Ar3c7, Aul04,
Lv165) de la linia HCT116. Com a marques d’activacid es troben representades AcH3K14,
AcH3K9 i H3K4me3. L’H3 total és el control. L’eix de les Y representa el ratio de la marca
respecte I'H3, a excepcié d’H3 que és el valor absolut. Els amplicons representats en les
columnes mostren el seu estat de metilacié sent blanc desmetilat, gris clar 25-50% de metilacio,
gris fosc 50-75% de metilacié i negre >75% metilat. Per altra banda en vermell es representen els
controls del ChiIP, essent GAPDH control positiu de marques actives mentre quel6CEN és el
negatiu de marques actives. Per Ultim, la columna en verd representa ChIP-gALU, és a dir, el
total d’elements Alu en la cromatina immunoprecipitada.
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Fig. R.12. Analisi per ChIP de les regions flanquejants als elements Alu parcialment metilats (Aj2cl,
Lv183, Au60) de la linia HCT116. Com a marques d’activacio es troben representades AcH3K14,

ACH3K9 i H3K4me3. L’H3 total

és el control. L’eix de les Y representa el ratio de la marca

respecte I’H3, a excepcié d’H3 que és el valor absolut. Els amplicons representats en les
columnes mostren el seu estat de metilacid sent blanc desmetilat, gris clar 25-50% de metilacio,
gris fosc 50-75% de metilacio i negre >75% metilat. Per altra banda en vermell es representen els
controls del ChiIP, essent GAPDH control positiu de marques actives mentre quel6CEN és el
negatiu de marques actives. Per Ultim, la columna en verd representa ChIP-gALU, és a dir, el
total d’elements Alu en la cromatina immunoprecipitada.
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2.2.2. ESTUDI DE LA CROMATINA ASSOCIADA ALS ELEMENTS ALU EN LA DIFERENCIACIO

Com ja s’ha comentat, la diferenciacié cel-lular suposa I’activacio i repressio de milers
de gens en un procés seqliencial; es basa en la reprogramacioé génica d’una cél-lula
mare cap a una ceél-lula diferenciada. L’epigenética juga un paper important en
aquest procés tant a nivell de metilacié, com ja s’ha vist en 'apartat 2.1.2 taula R.6,
com a nivell de cromatina.

Per I’estudi a nivell de cromatina vam comparar dues linies cel-lulars: les cél-lules mare
embrionaries humanes (hESC4) i els fibroblasts (HFF) (Figura R.13). Vam triar diferents
elements Alu depenent del seu estat de metilacié: un grup que es manté desmetilat
en ambdues linies (Ar3c7, Lv165 i Lv183), un altre que es desmetila parcial o totaiment
en fibroblast (Au60 i Aul04) i un darrer grup que es manté metilat en ambdues linies
(Aj2cl, Ao2cl i Ag2ch).
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Fig. R.13. Analisi per ChIP dels elements Alu en les linies hESC4 i HFF. Com a marques d’activacio
es troben representades AcH3K9 i H3K4me3. L’H3 total és el control. L’eix de les Y representa el
ratio de la marca respecte I’H3, a excepcié d’H3 que és el valor absolut. Cada columna
representa un element Alu i el color mostra el seu estat de metilacié essent blanc 0-25%, gris
clar 25-50% de metilacio, gris fosc 50-75% de metilacié i negre 75-100%. Per altra banda en
vermell es representen els controls del ChIP, essent GAPDH control positiu de marques actives
mentre quel6CEN és el control negatiu de marques actives.
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Veiem que els elements que es mantenen desmetilats en els dos tipus cel-lulars (Ar3c7,
Lv165 i Lv183) mostren marca en particular si ens fixem amb la marca activa H3K4me3.
En canvi, Ao2cl i Ag2c5 es mantenen metilats al llarg de la diferenciacié i no
presenten marques actives; recordem que aquests dos elements es troben lluny d’inicis
de transcripcio. Per altra banda elements com Aul04 i Au60, metilats en cel-lules mare
embrionaries i que es desmetilen en les linies diferenciades presenten marca activa en
ambdos linies cel-lulars.

Més endavant, i quan ens centrem en I’estudi d’un element Alu en particular (apartat
3), farem un analisi tant de metilacié de I’ADN com de I’estat de la cromatina de tota
la regié aixi com I’expressié dels gens propers tant en cél-lules mare embrionaries com
en fibroblasts a fi d’elucidar el paper dels elements Alu durant la diferenciacio.
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3. ELEMENTS ALU COM A POTENCIALS REGULADORS EPIGENETICS DE
L’EXPRESSIO GENICA

Veient la relacié entre I’estat de metilacié de I’ADN, I’estat de la cromatina i la regid
on es troben els elements Alu desmetilats vam trobar interessant aprofundir en I’estudi
de dos elements Alu que podrien jugar un paper important en la regulacio
transcripcional.

El primer d’ells sera I’element Aj2c1, obtingut a partir de la técnica AUMA al comparar
una seérie de 50 tumors colorectals i les seves parelles de teixit normal. Al llarg de
I’apartat 2 ja s’ha anat estudiant aquest element. L’element Aj2c1 es troba hipometilat
en tumor respecte al teixit normal. Es tracta d’un Alu Sq, situat a -440pb del gen
Clorfl07 (digestive-organ expansion factor homolog, DIEXF), un gen relacionat amb la
via de p53il’aparell digestiu (Chen et al., 2008).

El segon element d’estudi sera ZALU3. Aquest element es va obtenir més recentment, a
partir de la tecnica NSUMA (técnica explicada en I'apartat 2.3.3 de material i
meétodes), una variant de la técnica AUMA la qual permet igualment identificar
elements Alu desmetilats. Amb la técnica NSUMA es van analitzar diferents linies
cellulars de CCR, ceélllules mare embrionaries, cel-lules pluripotents induides,
queratindcits, fibroblasts i 3 parelles normal-tumor. El producte resultant es va analitzar
per ultraseqienciacié (fent servir la plataforma Hi-Seq d’llumina). Amb aquesta
técnica és va obtenir un ampli mapa d’elements Alu desmetilats que posteriorment es
van analitzar bioinformaticament, confirmant que els elements Alu constituien un
compartiment definiti amb propietats especifiques (Jorda M. et al. en preparacio).
L’element d’estudi es va trobar altament desmetilat en cél-lules mare embrionaries i el
vam considerar interessant degut a la seva possible vinculacié en la diferenciacio.
ZALU3 es tracta d’un Alu Sc, situat a -1064pb del gen GLDC (glycine dehydrogenase),
un gen relacionat amb el metabolisme de la glicina (Zhang et al., 2012).
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3.1. ALUAJ2C1

3.1.1. ESTUDI EPIGENETIC DE L‘ELEMENT AJ2C1

L’Alu Aj2cl es localitza a prop d’una illa CpG associada al gen Clorfl07 o Digestive
organ expansion factor homolog de les sigles en anglés DIEXF (Figura R.14). Aquest gen
ens va resultar interessant ja que en Zebrafish esta descrit que regula la via de p53
controlant el creixement dels organs digestius (Chen et al., 2005), fet que el fa molt
“atractiu” ja que estem treballant en cancer colorectal.
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Fig. R.14. Esquema de la regid d’estudi obtinguda del Genome Browser versi6 Mar. 2006
(NCBI36/hg18). En vermell I’element Alu d’estudi, Aj2cl (Alu sq).

Aguest element es va trobar hipometilat en tumors corresponents a les parelles Normal-
Tumor utilitzades en ’AUMA i es van validar els resultats en 12 parelles Normal-Tumor
mitjancant la técnica de bisulfit sodic i la posterior seqlienciacié (Figura. R.15). A més
en I'apartat 2 ja vam veure que presentava una bona correlacioé entre la metilacio de
I’ADN i ’estat de la cromatina (Figura R.12).
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Fig. R.15. Estat de metilacié de I’element Alu Aj2cl en 12 parelles Normal-Tumor. La fletxa
vermella indica la CpG corresponent a la diana Smal, utilitzada en la tecnica AUMA.
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Per altra banda aquest element Alu esta parcialment metilat, de manera que
s’observa una zona intermédia metilada-desmetilada o barrera de metilacié que varia
entre els diferents tipus cel-lulars (Figura R.16), suggerint un perfil de metilacié especific
del tipus cel-lular. En linies de CCR veiem un patré heterogeni, sent Sw480 la més
metilada i HCT116, incloent la seva variant DKO, la més desmetilada.
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Fig. R.16. Estat de metilaci6 de I'’element Alu Aj2cl en mostres normals (cel-lules mare
embrionaries, cél-lules pluripotents induides, fibroblasts, quetatinocits, pell, leucocits i teixit de
colon normal) i mostres tumorals (teixit de colon tumoral i linies de CCR).
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3.1.2. ESTUDI EPIGENETIC DE LA REGIO FLANQUEJANT A AJ2C1

Primerament ens vam centrar en I’estat de metilacié de la regié de I’element repetitiu
Aj2cl en diferents linies cel-lulars aixi com parelles Normal-Tumor (figura R.17). En la
figura R.17 veiem que “la barrera de metilacié” dins de I’Alu Aj2c1 varia segons el tipus
cel-lular. Aixi doncs, Aj2cl marcaria I'inici de desmetilacié de la regié que continua
direcci6 3’ en l’illa CpG i la primera Alu Sx. També veiem que I'element Aj2c1 mostra un
gradient regional en el perfii de metilacié, el que és consistent amb una regulacio
dinamica de |la barrera entre dominis actius/inactius en la cromatina.
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Fig. R.17. Estat de metilacio de la regio6 flanquejant a I’element Alu seleccionat Aj2cl(en vermell)
en ceéllues mare embrionaries (hESC4 i hESC2), ceél-lules pluripotents induides (KiPS4F8),
fibroblasts (F, HFF) queratinocits (K18 i K37), una parella normal-tumor (541N i 541T) i diferents linies
de CCR (SW480, HT29, LoVo, CaCo2, HCT116 i DKO). Regié obtinguda del Genome Browser
versié Mar. 2006 (NCBI36/hg18). Cada requadre indica una CpG. En vermell trobem I’Alu Aj2cl,
en verd I’illa CpG i en blau diferents elements repetitius. En blanc de 0-25% de metilacio, gris clar
25-50% de metilacio, gris fosc 50-75% de metilacid i negre 75-100% de metilacio.

També es van mirar diverses marques d’histona i mostrem, com en els altres casos, les
marques actives de AcH3K14, H3K4me3, AcH3K9 i I’'H3 total. Com que I’Alu Aj2cl esta
parcialment metilada en algunes mostres, es van dissenyar encebadors per analitzar
les marques d’histona associades especificament a cada meitat de I’Alu (Aj2cl 3’ i
Aj2cl 5’). La localitzaci6 dels encebadors de la regié és troben en I’annex Il Alll.1.

En la figura R.18 mostrem Unicament la marca H3K4me3 i H3 en les linies de hESC2, HFF,
Sw480, LoVo, HCT116 i DKO. Veiem que en totes les mostres analitzades, la correlacio
entre estat de metilacié i marques actives és elevada, observant més marca quan la
regié esta més desmetilada. Al comparar les diferents mostres, el que resulta més
interessant és que el perfii de marques actives segueix perfectament els dominis
desmetilats: quan més metilada esta I’Alu més petit és el domini de cromatina activa
(seria el cas de hESC2 i HFF) i a mida que la regi6 es va desmetilant es fa més ampla la
regié marcada per cromatina activa (HCT116 i DKO).
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Fig. R.18. Analisi per ChIP de les regions flanquejants a I‘element Alu parcialment metilat Aj2cl en les
linies hESC2, HFF, Sw480, LoVo, HCT116 i DKO. Es representen només la marca d’activaciéo H3K4me3 i
I’H3 total. L’eix de les Y representa el ratio de la marca respecte I’H3 i I’H3 és el valor absolut. Els
amplicons representats en les columnes mostren el seu estat de metilacié sent blanc desmetilat, gris
clar 25-50% de metilacio, gris fosc 50-75% de metilacid i negre >75% metilat. Per altra banda en
vermell es representen els controls, sent GAPDH control positiu de marca activa i 16CEN control
negatiu de marca activa.
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3.1.3. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE DIEXF A NIVELL D’ARNm

Centrant-nos ja en el gen proper a I’element Aj2cl vam observar que hi havia diferents
transcrits del mateix gen segons les dades obtingudes de I’Ensembl/Havana (Figura
R.19). Els transcrits 1 i 3 sén idéntics a nivell de sequéncia a excepcio de I’'UTR5’, que
comenca abans en el transcrit 1, i I’'UTR3’, que és major en el transcrit 3. Ambdos
transcrits contenen 12 exons i tenen una mida de 3094 pb en el cas del transcrit 1 i de
8422 pb en el cas del transcrit 3. El transcrit 2 només conté 3 exons i una mida de 2896

pb.
49.56 Kb Forviard strand me—
210.00 Mb 210.00 Mb 210,00 Mb 210.01 Mb 210. Dl ME 210.02 Mb 210.03 Mb 210.03 Mb 210.03 Mb 210
R oy, D r—
Transcrit 3 Clorf107-003 > = 8422pb
Known protein coding EnsemblHavana merge gene
. | iy gy =
Transcrit 2 Clorf107-002 > 2896pb
Known protein coding Havana gene
i Cloefl07-001 =
Transcrit 1 Known protein coding EnsemblHavana merge gene 3094Db
AL0223581 > ALO22728.1 >
210,00 Mb 210.00 Mb 210,00 Mb Z10.01 Mb 210.01 Mb 210,02 Mb 210.03 Mb 210.03 Mb 210.03 Mb 210
—=miFieverse strand 49.56 Kb 4

Fig. R.19. Transcrits alternatius del gen DIEXF. Segons I’Ensemble versi6 March 2006 (NCBI36/hg18)

L’analisi de I'expressio es va fer mitjancant RT-qPCR i es van dissenyar

diversos

encebadors a fi de cobrir els diferents transcrits, alguns d’ells especifics de cada
transcrit i altres comuns per poder fer un estudi amb detall de I’expressio (Taula R.8).

TAULA R.8. DISSENYS DELS ENCEBADORS PER L’ESTUDI D’EXPRESSIO DELS DIFERENTS

TRANSCRITS DEL GEN DIEXF

p TRANSCRITS
NOM ENCEBADORS LOCALITZACIO COBERTS
Clorl07 3-4 Ex63i4 1+3
Clorfl07 6-7 Ex66i7 1+3
Clorfl07 8-9 Ex68i9 1+2+3
Clorfl07 11-12 Ex6 11i12 1+3
Ex6 12 iregi6 UTR3’ comu als transcrits 1i 3 1+3
Regié UTR3’ especifica del transcrit 3 3
Regi6 UTR3’ especifica del transcrit 2 2
45.56 Kb
210.00Mb_ 210.00 Mb 0.01Mb____ 21002 Mh 10.03Mb __ 210.03 Mb|
j— T ——m ] i
ﬂ —
o | I--—___'_"\ﬂl
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Per determinar si I’estat de metilacié juga un paper en la regulacio transcripcional del
gen DIEXF es van mirar I’estat de metilacié de I’element Alu Aj2cl aixi com I’expressio
del gen DIEXF en diferents linies de CCR (HCT116, HT29, LoVo i Sw480), cél-lules mare
embrionaries humanes (hESC2, hESC4, hESCE6), cel-lules pluripotents induides
([H]IKiPS4F1, KiPS4F1 i KiPS4F8), una linia de queratinocits (K1) i una de fibroblasts (HFF)
(Figura R.20).
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Fig. R.20. Nivells d’expressi6 de DIEXF en diferents linies de CCR (HCT116, HT29, LoVo i Sw480),
cel-lules mare humanes (hES2, hES4, hES6), ceél-lules pluripotents induides ([H]KiPS4F1, KiPS4F1 i
KiPS4F8), queratinocits (K1), fibroblasts (HFF). L’eix de les Y representa I’expressid relativa. La
normalitzacio esta feta amb la mitjana dels estandards. L’estat de metilacié de I’element Aj2cl
es representa en escala de grisos, sent el blanc totalment desmetilat i el negre totalment metilat.
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Pel que fa a I’expressié del gen DIEXF veiem que les regions 3-4, 6-7, 11-12 i 12-UTR003
(comuns als transcrits 1 i 3) presenten una expressid similar en totes les linies essent
major en aquelles que es troben parcialment desmetilades. En la regié 8-9 (comuna als
tres transcrits) veiem un patr6 similar a excepcio de la linia HFF en el qual no hi ha gaire
correlacio entre metilacio de I’Alu i expressié genica.

Quan s’analitzen transcrits especifics: concretament la regié UTR002 (especifica del
transcrit 2) i UTR003 (especifica del transcrit 3) veiem una clara disminucio de I’expressio
en les linies totalment metilades (cél-lules mare i cél-lules pluripotents induides), a
excepcio de la linia HFF.

Per confirmar els resultats obtinguts per RT-gPCR, vam analitzar el nivell d’ARNm dels
diferents transcrits per Northern Blot (técnica explicada en detall en I’apartat material i
meétodes 2.2.4.). Es van dissenyar diverses sondes, una que hibridava amb els 3
transcrits, concretament en la regié dels exons 7-8-9 (sonda Clorfl07 7-9) i una altra
que hibridava amb I’'UTR3’ del transcrit 3 (sonda C1orf107 utr003) (Figura R.21).
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Fig. R.21. Localitzacio de les sondes dissenyades pel Northern Blot.

L’experiment es va fer amb linies cel-lulars de diferent llinatge (Figura R.22). Es van mirar
cél-lules mare humanes (hESC4), cél-lules pluripotents induides (KiPS4F1 i KiPS4F8),
embryoid bodies (EB), diferents linies de CCR (HCT116, DKO, Sw480), una linia de
queratinocits (K1) i una de fibroblasts (HFF).

En hibridar amb la sonda Clorfl07 7-9 (Figura R.22), comu als 3 transcrits, ens apareixen
3 bandes que es corresponen, segons el pes molecular, als 3 transcrits descrits. Aixi
doncs el transcrit 3 és el de major pes, amb 8422 pb i és la banda superior i els transcrits
1 i 2 corresponen al doblet de la imatge, i de menor pes, 3094 i 2896 pb
respectivament. Veiem una correlacioé entre estat de metilacio i d’expressid. S’observa
que les linies de CCR, parcialment desmetilades, presenten els tres transcrits, donant
una forta senyal en totes tres. En canvi, les cél-lules mare, les linies pluripotents induides,
els queratinocits i els fibroblasts, que tenen I’Alu Aj2cl altament metilada, veiem la
desaparicié gairebé absoluta de la banda corresponent al transcrit 3, similar al que
veiem en les RT-qPCRs. En HFF, no obstant, tot i haver-hi més expressié génica segons la
RT-gPCR veiem uns nivells baixos d’ARN en el Northern, corresponent-se amb I’estat de
metilacio.
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Després de deshibridar la membrana es va hibridar amb la sonda Clorf107 utrO03
observant una Unica banda (Figura R.22) corresponent al transcrit 3, i confirmem que
la seva expressié génica presenta una correlacié negativa amb I’estat de metilacié de

I’Alu.
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Fig. R.22. Estudi de DIEXF a nivell d’ARN per Northern Blot de diferents linies cel-lulars.
A) Sonda C1orfl07 7-9 que cobreix els 3 transcrits unint-se en la regié dels exons 7-8-9.
| la sonda C1lorfl107 utr0O03 que hibrida amb el transcrit 3. En vermell es marcar en el
transcrit al que correspon la banda. B) Tincié amb blau de metilé per visualitzar I’ARN
ribosomic (18S i 28S). Els quadrats superiors mostren I’estat de metilacioé global de I’Alu
Aj2cl de les mostres, essent negre 100% metilat i blanc 0% metilat.

Per aprofundir en I’estudi es va analitzar per Northern blot el perfil de transcrits
expressats en la linia Sw480 (Figura R.23) utilitzant diferents sondes al llarg de tots els
exons, tant especifics com comuns (Taula R.9).

TAULA R.9. SONDES PER L’ESTUDI D’EXPRESSIO DELS DIFERENTS TRANSCRITS DEL GEN
DIEXF PER NORTHERN BLOT

. TRANSCRITS
NOM SONDES LOCALITZACIO COBERTS
Clorl07 3-6 Ex63 a6 1+3
Clorf107 7-9 Ex67a9 1+2+3
Clorf107 10-12 Ex6 10112 1+3
Ex6 12 iregi6 UTR3’ comu als transcrits 1 3 1+3
Regi6 UTR3’ especifica del transcrit 3 3
Regi6 UTR3’ especifica del transcrit 3 3
Regi6 UTR3’ especifica del transcrit 2 2

45.56 Kb

210,00 Mb 210.01
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La sonda Clorfl07 7-9 déna 3 bandes corresponents als 3 transcrits descrits. Les sondes
Clorf107 3-6, Clorfl07 10-12, Clorfl07 12-UTR003, que segons el descrit en el Genome
Browser cobreixen els transcrits 1 i 3, donen 3 bandes. La sonda Clorf107 UTR003 bis es
va dissenyar per confirmar la hibridacioé especifica al transcrit 3 que observavem amb
la sonda Clorfl07 UTR003. Pel que fa a la sonda Clorf107 UTR002, esperariem que
hibridés amb el transcrit 2 perd no observem cap banda.
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Fig. R.23. Estudi de diferents sondes dissenyades al
llarg del gen DIEXF hibridades en la linia SW480.

Les dades obtingudes per Northern Blot ens van suggerir la possible existéncia d‘altres
transcrits no descrits.
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A fi de poder caracteritzar millor el gen DIEXF i els seus transcrits vam optar per emprar
la técnica RACE (de I’'anglés Rapid Amplification of cDNA Ends) (Zhumabayeva et al.,
2004) (técnica explicada en detall en I'apartat material i métodes 2.3.). La técnica
RACE és un metode que permet clonar la seqiiencia complerta d’un ADNc d’estudi a
partir d’una seqiiéncia parcial previament coneguda basant-se amb la técnica de
PCR. Aquesta técnica permet realitzar una amplificacié dels ADNc extrems tant en 5’
comen 3’.

Aixi doncs vam voler amplificar diferents fragments a fi d’identificar possibles nous
transcrits. Es van dissenyar encebadors especifics per I’ADNc d’estudi tant en 3’ (8F,
12F4, 12F3i 12F2) com en 5’ (9R, 7R i 3R) (Figura R.24).
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Fig. R.24. Posicio dels encebadors de la tecnica RACE. En vermell laregié 5’ i en verd la 3’

Es va fer 'amplificaci®6 amb encebadors especifics de la nostra seqiiéncia obtenint
fragments de diferents mides segons els transcrits descrits en el Genome Browser (Taula
R.10). A la mida esperada de la taula R.10 cal sumar-li els pb dels encebadors emprats
en cada cas, aixi com la seqliéncia “extra” que s’incorpora segons el protocol del kit.

TAULA R.10. MIDA ESPERADA DE LES AMPLIFICACIONS AMB ELS ENCEBADORS DEL RACE

MIDA ESPERADA
'Sg:fgws DIRECCIO 3 DIRECCIO 5’
12F2 12F3 12F4 8F 3R 7R 9R
Transcrit 1 - - 902 1579 406 1173 1688
Transcrit 3 631 2199 6254 6931 382 1149 1664
Transcrit 2 - - - 2395 - 158 673
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Les linies escollides per I’estudi van ser la linia de CCR Sw480, els fibroblasts (HFF) i les
cél-lules mare embrionaries (hESC4).

A I’hora d’estudiar I’extrem 3’ vam amplificar 4 fragments (Figura R.25). Per I’estudi
especific del transcrit 3 es van emprar els encebadors 12F2 i 12F3. Com era d’esperar i
d’acord amb la taula R.10, en amplificar amb 12F2 veiem una banda ténue
Unicament en Sw480 corresponent al transcrit 3 ( =700pb) i amb12F3 veiem una Unica
banda en Sw480 d’aproximadament 2200pb corresponent també al transcrit 3.
Ambdues bandes es van clonar i seqiienciar (explicat a continuacio en la figura R.26).
Aquests resultats confirmen que Sw480 expressa el transcrit 3 perd no HFF i hESC4 com
mostrava el Northern Blot.
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>00pb 12F4.5
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Fig. R.25. 3’-RACE de les linies Sw480, hESC4 i HFF. Resultat de la PCR dels
encebadors especifics del nostre ADNc d’interés en 3’ (12F2, 12F3 i 12F4). El
marcador de pes molecular és Bstelll i el DNA ruler de 100pb. Les fletxes blaves
ens indiquen els fragments amplificats.

L’amplificacié obtinguda amb 12F4 ens va donar cinc bandes tot i que caldria
esperar, segons el descrit (Taula R.10), Unicament dues bandes corresponents al
transcrit 3 (de 6254pb) i al transcrit 1 (de 902pb). Les cinc bandes del gel corresponen
als fragments 12.F4.1 ( =900pb), 12.F4.2 ( =750pb), 12.F4.3 ( =650pb), 12.F4.4 ( =450pb) i
12F.4.5 ( =410pb). 12F4.1 semblaria correspondre al transcrit 1 descrit perd la resta de
fragments no havien estat préviament descrits, fent pensar en nous possibles transcrits.
Pel que fa al fragment corresponent al transcrit 3 no s’ha amplificat, probablement
degut a la seva mida (6254pb), perdo amb les sondes 12F2 i 12F3 ja confirmem que
existeix aquest transcrit. Vam clonar i sequenciar 4 dels 5 fragments obtinguts,
descartant 12F.4.3 per manca de material.

153



El fragment 8F ens va donar bandes inespecifiques (dades no mostrades) i no es va
seguir el procés de clonacio.

Es van clonar els amplicons de linies Sw480 i hESC4 i de cada mostra es van seqienciar
de 4 a 8 clons. En la figura R.26 representem la seqiieéncia majoritaria obtinguda.

Aixi doncs, si mirem les sequiéncies dels clons de 12F2 i 12F3 veiem que corresponen al
transcrit 3 tal i com caldria esperar, ja que els encebadors serien especifics per dit
transcrit. Aquest transcrit no s’expressa en hESC4.

Amb 12F4 només vam analitzar Sw480 ja que les bandes que apareixien eren iguals en
totes les linies cel-lulars analitzades. Al clonar i seqliienciar les 4 bandes provinents del
fragment 12F4 veiem que els fragment 12F4.1 correspondria al transcrit 1. En canvi els
altres fragments correspondrien a nous transcrits, que vam anomenar per 12F4.2. el
transcrit 4, per 12F4.4 el transcrit 5 i pel 12F4.5 el transcrit 6.

12F4 —mMm™™
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12F2 »
i1 A 1 I 1 A [ |
Transcrit 1 ] I = = I I = = == =
franserits | Rl | I I i I | S | G |
Transcrit 2 I.---_.I.---._

Segons|’Ensembli el RefSeq:

Transcrit 1 57 .. .AAATAAAAAGGAAATTACACTTTT 37

Transcrit 3 57 . . .AAAAGGTGGTTTTGAAGGTAA 37
Swa80 Transcrit 3 57 . . ..AAAGGTGGTTTTGAAGGTAA 3~
12F2
hES4 No expressa
1963 Sw480 Transcrit 3 57....AAAGGTGGTTTTGAAGGTAA 37
hES4 No expressa
Sw480 Transcritl 57 ___AAATAAAAAGGAAATTACACT 37
12F4.1
hES4 -
Sw480 Transcrit4 57 __ _TTTTAGTTTTGTTCAAATATATGCTTAA 3~
12F4.2
12F4 hES4 -
Sw480 Transcrit5 57 ...TTAGTAAATTCTTCCAGATTTTTC 3~
12F4.4
[J]Sy p—
Sw480 Transcrit 6
12F4.5
1]y p—

Fig. R.26. UTR3’-RACE. La imatge del Genome Browser mostra la posicié dels encebadors. Es
mostra també la sequéncia de I’'UTR3’ segons I’lEnsembl i el RefSeq i per ultim les seqiiencies dels
clons amplificats per PCR corresponents a les bandes obtingudes amb els encebadors 12F2, 12F3
i 12F4. Amb 12F4 analitzem 4 de les 5 bandes obtingudes (12F4.1, 12F4.2, 12F4.4 i 12F4.5). Les
mostres analitzades van ser Sw480 i hESCA4.
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Aqguest nous transcrits tindrien el seu final en diferents llocs poli(A) descrits, tal i com
s’observa en la figura R.27, on el track de Poly(A) sites del Genome Browser (versio
GRCh37/hg19) ens mostra aquells llocs Poli(A) descrits i registrats en la base de dades
polyA _DB. Aquesta base de dades és una col-lecci6 de llocs de poliadenilacio
d’ARNm huma basat en evidencies EST/ADNc. Es defineix com a “lloc de
poliadenilacié” una sola base que indica I'inici de la cua poli(A) en el nou RNAmM
transcrit i es troba normalment 10-30 nucleodtids downstream de la senyal de
poliadenilacié (majoritariament AAUAAA).
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Fig. R.27. Cada linia verda correspon als diferents llocs poly(A) que estan descrits a en la
Poly(A)_DB del Genome Browser versi6 GRCh37/hg19.

Per tant, pel que fa a I’'UTR3’ veiem que el transcrit 3 s’expressa en la linia Sw480 (que

té I’Alu parcialment metilada) i no en hESC4 ni en HFF (linies amb I’Alu Aj2c1 totalment
metilada).

El transcrit 1 i els nous transcrits (4, 5 i 6) s’expressen en Sw480 i també en hESC4 i en HFF
segons els patrons de bandes de la figura R.25.

En la seguent figura veiem I’extrem UTR3’ (en lletres blaves) del gen DIEXF per
esquematitzar tota la informacié obtinguda de I’extrem UTR3’(figura R.28).
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Resultats

GTATACAATAAAAGGCATCAGGAACCTGATTTTCTATGAACTGCCGACATATCCACACTTTTACAGTGAAATCTGTAAT

ATGCTGAGAGCCACCAACAGAGGAGAAGAGGCCACGTGGACCTGCACTGTTCTCTACTCCAAATATGATGCCCAGAGGT

TAGCTGCCGTGGTTGGTGTGGAGCGGGCGégﬁéAGATGCTACAGTCCAACAAGAATGTCCACCTCTTCATTACTGGAGA
AAAATGAAATTTTGTTGGGCAGGAAGTGGTATTTGGCATGATACATAATGTTTGATTCTATGCCATTTGGACCCAATTC
TGATTACTTACAGAAGAAGGACTGATACAAAGAAAGTGCATGAGGCAATGTCAGTATTATCTGACATCTTTCTTTTCAG
GTCATGTGTCCCTGAAAAGTTAAATGTAAACCAGATTTTGGTAAATCCCATCTTTCAGAAGTGAAGAGGGGGCTAGAAG
GACTCTGAGAAGTTGGTAGAAGAAAACTCCCACTTGTGAATATTTTTGTGAGACATAAATTCTTTTATTAZFAITTACC

<~ TRANSCRIT 6
TCTAATTTATTACACTTAGTAAATTCTTCCAGATTTTTCMTTTGTTTGACACTTCCTTAAAGTAAGGAATACACATTG

<~ TRANSCRIT 5
CTTGCGAGAACTGGTTATGAGACATTGGAATACTTCTTGCTGCTACATGTCATCTTAATTTTGGATGGCATGGGTTTTG

TAAAACTTATTCTGCCCCAGCCAAACTTTTTTGAAACCTTAAATAGTCTACCTTAATTCAGCCTAGAAGAGTACATTGA

TTTACTGATCTTTTTTCATATTCATAATACTAAATGTTTTAGTTTTGTTCIIAATATATGCTTAAAATCACGTTATTTAA

<~ TRANSCRIT 4
AAAACACATCAGCTCTGTCTCAAGAAGTAATTTTGTTGAAACTCCATGTTAAAATATCCATCTTCAACAGTAGTGTCTT

CATAATAACTAGTCATTTTTTCAGTCATAAACAGATGCAAATAAAAAGGAAATTACACTT]iAAAAAlATTTTTATTTT
<~ TRANSCRIT 1

GAAACATTCTCAAACAGAAAAATTCCAAGTACAGAACCTGAACCATTTGAGAGTGAGT TGCCAACCCAGTGGGCCTATC
ACCTTTAAATACTTTAGTATATATTTCCTGTAAACAATTAAGGGTATTGTTTGTGATTAGGAATGCCCCACCAATAAGG
ATAATGTGAATATTTCAGAATCCAAAAAAATTCGAAACACGTCTGGTCCCAAGCATTTCAGATAAGAGATATTCAACTC

ATCCTAGTATGGACTCGTAGTTTCT - o v v e i e e e e TTTCCATCCCCCACCCCTTGCAGTAAAATGTGGCCCATGA

GACAGAAGCACTAACTACTGAGCAGGACTTCTAGGGGAGTTCTTTAAAACTCAGAEGAGCACCACTTTTACCTTCTGCT
CTTCCCTTTTTCCTGCCTGGAACGCAGAAG%@X%GGCTGAAGCTCCTGAGGCTATAAGCTCTGTACGTAGGAGAGTGGT
GAAGAAAGGAGCTTGGTTCTGCAAGGATGTTGTAGAGCTGCCATACCAGTCCTGCATGGTATTCCTGTGCACTACTGTT
ACGTGAACACACAAACACCTAATTTGTTTAAGCCATTAGGCCAGGCCTCTATTAGCCATTCCTGACTGATACAGAAGAC
AAAAATGGCATCACAGACTCCTGAACTCCAAAGACACTGCCTATTCTTTCGTCTGTTCTTGGCAAGCACCAACATTGAG
ACTGTACTTCAGGGTTGATGCTGGCCATTTGGTGGCGTGAGGAGTGGGCACTCACATGTCTCTGCTAGCAGTTCTGACG
TGTCCATTCCACACTGGATCCATAGAACGAGGGAACACAAGTGTCTTCTCATAAGATTTATAGAAACAGTGATCGTTGC

AGAAAAATAATTAGCAAGAGAACAGACTTCAGCTCTCTGAAGGCTGATGACCACCTGITTCTCATCTCTTCTAGTGTAT
»

GTCAAAGCTAAATTAGGTCAAATAGGAAATAA%%%%GAATCCCCAATTCGATAGAAACTTACAGGTCTTGTGATCTAAT
CTGCCACTTGATCCGTGAATTACCTATAGGTCATCCCTAAGAGGTGGCCTCCAGCTTCTGCTTGAATTCCTTCAAGGAT
GGGGTGCTCATTGTGGCTTTTCTAATCATCTCTGATTGTTAGAAACACTGTGAAACTTTTATCCATCAGTCCTGTTTCT
GAAGCTGTACGGTACAAATTTTTTTTTTCCCCACTTAAGGCTCAACTATTGGAATACATCTACCATGTCTCCTATGAAA
CTTGCTTCTCCAGGCCAATCATCCTTACTTCCTTAAACTTTTTTTTTTCCTGAAAAGTTATTCTTTTAATCTTATTAAA
AAAGCAACCCATGCCCATTCCACAAATACAAGTGAAATAGTGAAAAACAAAAATCAAACTACATCTATTTGGTGATCAT
TATTAATGTCTTATGTTTCCTCCCAGATTGTTTTCTGCATGAATAATAACCAACAATGTGTGTGTATGTATATATATGC

TTTTGCATTAAAAGGTGGTTTTGAAGGTAARgattttttggagtac
<~ TRANSCRIT 3

Fig. R.28. Sequieéncia UTR3’ del gen DIEXF. En blau es representa la seqiéencia UTR3’. Subratllat en
gris es representen els encebadors 12F2, 12F3 i 12F4. Resaltat en blau fosc veiem els llocs Poli(A)
descrits en la base de dades poly_DB. El final de cadascun dels transcrits identificats per RACE es
representa amb un triangle. Marcats en marr6 i rosa veiem els transcrits fins ara anotats (transcrit
3i 1 respectivament). La resta de transcrits identificats també es troben representats: en morat el
transcrit 4, verd el transcrit 5 i en taronja el transcrit 6.
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També es va fer RACE de I’extrem 5°, amplificant 3 fragments (Taula R.10 i Figura R.29).

En amplificar amb 3R observem en Sw480 una doble banda a 450-500pb que podria
correspondre als transcrits 3 (382pb) i 1 (460pb)descrits. La resta de linies analitzades
només mostren una banda d’uns 500pb que equivaldria al transcrit 1 (460pb).
Amplificant amb 7R, aixi com ocorre amb 3R, i malgrat que el gel no permet apreciar-
ho ja que no esta prou separat, podria existir una doble banda en Sw480 equivalent als
transcrits 3 (1149pb) i 1 (1173pb); en canvi, a HFF i hESC4 veiem una banda menys
gruixuda i lleugerament més elevada, indicant-nos que només hi hauria el transcrit 1
(1173pb). Ambdues bandes es van clonar (explicat a continuacié en la figura R.30).

L’amplificaci6 amb 9R va donar una Unica banda d’aproximadament 1700pb
corresponent als transcrits 3 i 1 descrits perd no detectem la banda a 673pb
corresponent al transcrit 2 (dades no mostrades). No obstant no es van clonar ni
sequenciar donant per suposat que no ens aportaria més informacié de la ja descrita.

3R 7R

o
)
<

=
A

HFF

hESC4
Sw480
HFF
hESC4

2323 pb
1929 pb
1371 pb
1264 pb
1000 pb
900 pb
800pb
700 pb
600 pb

500 pb

..hli -

PRl

400 pb

300 pb

[

Fig. R.29. 5’-RACE de les linies Sw480, hESC4 i HFF. Resultat de la PCR
dels encebadors especifics del nostre ADNc d’interés en 5” (3R i 7R). El
marcador de pes molecular és Bstelll i el DNA ruler de 100pb. Les fletxes
blaves ens indiquen els fragments amplificats.

Vam clonar i seqienciar les bandes 3R i 7R (Figura R.30). Igual que amb la regié UTR3’
també es van seqlenciar de 4 a 8 clons i representem aquelles seqiiéncies
majoritaries. Els resultats en UTR5’ no sén tant clars com en 3’. La complexitat de les
seqgliencies obtingudes en 5’ potser es deu a I’existéencia de 6 transcrits diferents, els
quals, possiblement, tenen alguna variacié en la sequéncia corresponent a l'inici de
transcripcié o TSS (de I'anglés Transcription Start Site).
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Mirant la banda 3R veiem que al sequenciar els clons de Sw480 apareixen dues
sequiéencies majoritaries, que al comparar-les amb les seqléncies descrites de
I’Ensembl o del RefSeq, tot i no ser del tot iguals, suggereixen que una correspondria al
transcrit 1 (i possiblement als transcrits 4, 5 i 6) i I’altre al 3. En canvi quan seqiienciem
hESC4 només trobem una seqiieéncia majoritaria que correspondria als transcrit 1, 4, 5 i
6 (Figura R.30).

Pel que fa a la banda 7R vam tenir problemes a I’hora de sequenciar els clons de
Sw480 fent que no tinguem resultats d’aquesta linia, perdo en hESC4 veiem que la
seqiéencia que s’obté es correspondria amb els transcrit 1, 4,51 6.

Extrem5’

Transcrit 1 I h

Transcrit 3 1 [——
Transcrit 2 bR 7'.!.----.'.---._

Segons|’Ensembl

57CAACTTCCTGGTGGAAAACCGCGACTCTTGCAAGTGGGCAAACTTGACGTTTTCGCT. . . .3~ Transcrit 1
57 CTCTTGCAAGTGGGCAAACTTGACGTTTTCGCT. .. .3~ Transcrit 3

Segons el RefSeq

57 AAAGCGCAGTCAGCGAGCCCACGTGCTTGTGTTGACTGGA CAACTTCCTGGTGGAAAACCGCGACTCTTGCAAGTGGGCAAACTTGACGTTTTCGCT. .37 Transcrit 1
5” CTCTTGCAAGTGGGCAAACTTGACGTTTTCGCT .. .3~ Transcrit 3

5 TGTGTTGACTGGACAACTTCCTGGTGGAAAACCGCGACTCTTGCAAGTGGGCAAACTT . .37 1 o o re Sw4go
o 3R
5”GACTCTTGCAAGTGGGCAAACTT .. .3”  Transcrit3  Sw480
, ,  Transcrit hES4
5”GCAGTCAGCGAGCCCACGTGCTTGTGTTGACTGGACAACTTCCTGGTGGAAAACCGCGACTCTTGCAAGTGEGCAAACTT ...37 '
2 SW480
‘ 7R
5”GGACAACTTCCTGG TGGAAAACCGCGACT CTTGCAAGTGGGCAAACTT. . .37 Iri"sgr:t 6 hES4

Fig. R.30. 5’-RACE. La imatge del Genome Browser mostra la posicié dels encebadors. Es mostra
també la seqiiencia del UTR5’ segons I’Ensembl i el RefSeq i per ultim les sequéencies dels clons
amplificats per PCR corresponents a les bandes obtingudes amb els encebadors 3R i 7R. Les
mostres analitzades van ser Sw480 i hESCA.

Aixi doncs, pel que fa al UTR5” veiem que la linia hESC4 només presentaria el transcrit 1,
4, 5i 6. El mateix passaria amb HFF si ens fixem en la figura R.29. En canvi Sw480
presenta també el transcrit 3.

Aixi com s’ha fet amb I’extrem 3°, es mostra un esquema de I’extrem 5’ del gen DIEXF
(Figura R.31).
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AAAGCGCAGTCAGCGAGCCCACGTGCTIGTGTTGACTGGACAACTTCCTGGTGGAAAACCGCGACTLTTGCAAGTGGGCAAACTTGACGTTTT
TRANSCRIT 3 =
CGCTATGGGCAAACGCGGGAGCCGGAGCCAGAGCCAGCTACTCAACACCCTAACTAAAAAGCAGAAGAAACATCTTCGAGATTTCGGCGAGGA
GCATCCCTTCTATGACAGGGTTTCCAGAAAGGAAGCAAAGCCACAGATTTGTCAACTGTCAGAGAGTTCAGATTCTTCAGATTCTGAAAGCGACT
CAGAGAGTGAACCACAACAAGTTTCTGGCTACCACAGACTACTTGCTACATTAAAGAATGTTTCTGAGGAAGAAGAGGAAGATGAGGAGGAGG

AAGAGGAAGAAGACAGTATTGTAGATGATGCAGAAATGAACGATGAAGATGGTGGTAGCGATGTCAGTGTGGAAGAAGAGATGGCTGCAGA

GTCTACTGAAAGTCCAGAGAATGTAGCTTTATCTGCTGACCCTGAGGGAAAAGAAGATGGGGAAGAGCCACCGGGCACATCACAAACATCCCC

CGAAGAGTTCACAGATGCAAAACACGAGTCACTGTTCAGCCTGGAAACCAATTTTCTGGAAGAGGAAAGTGGAGACAACTCTTCTTTGAAAGCC
TCTCAAGATCCATTTCTTCAACATGTGAACAAAGAACTGAAAGAAAAAGCAATTCAGGCTGTTGCCACAAATCCCAAAACTACCCACGAGCTTAA
ATGGCCTATTCTGGGCCAGCTTTTCTTTTCCTCTAAGTTTCAGAAGTTGGAAACATTTAAACCCCCAAAGGATATTGACTTAAAGTCACTTCATCTC
CAGAAGCCTCTGGAATCCACCTGGACTAAGACCAACAGCCAGTTCCTATCTGGTCCCCAAAAATCAAGCAGCCCATTCACCCCCCTCCAGAAAGA
ACTCTTCTTAATTATGAATTCTTACCGGGACCTGTTCTACCCGGAAAGGACTGCTCTGAAGAACGGGGAAGAGATCCGCCATGTGTATTGCCTGC
ATGTGATAAATCACATCCTCAAAGCCAATGCCCAGGTGCTTGGCAACAATAGCAGACGCCGAAGCCAGAAGTTTGGAGTGGGTGATGATGATG

ACTTCAGAGACCAAGGGTTAACAAGGCCCAAGGTACTGATAGTGGTGCCATTCCGGGAAGCTGCTTTGCGGGTGGTGCAGCTCTTCATCAGCCT

CCTCGAGGGTGACAGCAAGAAGAAAATCATTGTGAGCAACAAAAAGAGGTTTCAGGGAGAATATGGATCAGATCCCGAGGAGAGACCACCCA

ACTTGAAGAGGCCTGAGGATTATGAAGCCGTATTTGTGGGCAATATTGATGACCACTTCAGGATTGGAGTGGCAATACTTCAGAGAAGCATCCG

ACTCTATGCCCCGTTTTACTCCTCGGATATCCTCATTGCTT

Figura R.31. Sequiéncia UTR5’ del gen DIEXF. En blau representa la seqtieéncia UTR5’. Subratllat en
gris es representen els encebadors 7R i 3R. L’inici de cadascun dels transcrits es representa amb
un triangle. Els transcrits 1, 4, 5i 6 en rosa i el transcrit 3 en marro.

En resum, analitzant els resultats del RACE podem concloure que existeixen nous
transcrits del gen DIEXF que difereixen en I’extrem UTR3’. A més també veiem que la
linia Sw480 presenta els transcrits descrits 1 i 3 aixi com els nous (4, 5 i 6).

Pel que fa a la linia hESC4 veiem que presenta el transcrit 1 aixi com els nous transcrits
descrits perd no el transcrit 3. Sense confirmar per seqienciacié peréo amb un patré de
bandes similar podriem dir que HFF també presentaria tots els transcrits excepte el 3.

Per tant, en analitzar I’expressié a nivell d’ARN per tres técniques diferents (Taula R.11):
RT-PCR a temps real (RT-gPCR), Northern Blot (NB) i RACE veiem un alt grau de
correlacié amb totes les técniques confirmant I’expressid génica (en verd) o manca
d’aquesta (en vermell). En el transcrit 3 trobem una incongruencia en HFF i
queratindcits ja que per RT-PCR trobavem un increment en I’expressié que no s’ha vist
en cap de les dues técniques posteriors. Pel que fa al transcrit 2 no hem trobat cap
evidencia en les nostres mostres.

Fixant-nos en la correlacié de I’expressid del gen DIEXF i I’estat de metilacié d’Alu Aj2cl
semblaria que la metilacié regularia d’expressié del transcrit 3.
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TAULA R.11.

EXPRESSIO DELS TRANSCRITS DEL GEN DIEXF

estat metilacié Aj2cl

EXPRESSIO DIEXF

TRANSCRIT 3

Ceél-lules mare
embrionaries
cél-lules pluripotents
induides

fibroblasts

queratinocits

Sw480
LoVo
CCR
HCT116

DKO

Aj2c1 5' Aj2c1 3'

RT-qPCR

NB

estat metilacié Aj2c1

EXPRESSIO DIEXF

TRANSCRIT1,4,5i6

Cel-lules mare
embrionaries
cel-lules pluripotents
induides

fibroblasts

queratinocits

Sw480
LoVo
CCR
HCT116

DKO

Aj2c1 5' Aj2c1 3'

RT-gPCR

NB

RACE
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3.1.4. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE DIEXF A NIVELL DE PROTEINA

Per tal d'esbrinar si els canvis d'expressio a nivell d’ARN es traduien també en canvis en
els nivell de proteina es va analitzar per Western Blot I’expressié de la proteina DIEXF en
diferents linies cel-lulars. Primerament es va utilitzar I’anticos Anti-ClorfF107 (Sigma),
perd degut a la seva inespecificitat, es va utilitzar I'anticos Anti-DIEXF (Abcam). Els
detalls de la técnica es poden trobar en I’apartat 2.4. de la seccié material i métodes.

Segons I’Ensembl/Havana els transcrits 1 i 3 generen una proteina de 756 residus i el
transcrit 2 de 248 residus (Figura R.32). L’anticos Anti-DIEXF esta dirigit contra un peptid
sintétic de la regid N terminal que reconeix Unicament el producte de 756 residus
(89kDa), corresponent als transcrits 1 i 3 descrits.

2421 Kb Forward strand pe—
maa| I e »I xl,ﬂl«“l,nhIﬂ“ s I_ — _':l
001: Exons: 12 Transcript length: 3094 bp Translation length: 756 residues

B83Kb Fervard strand m=—
m-— 810 )
002: Exons: 3 Transcript length: 2896 bp Translation length: 248 residues

29.54 Kb Farward strand me—
II'H I,.m = I/I = IHI -.._"..—\_I_____ —— __“1
003: Exons: 12 Transcriptlength: 8422 bp Translation length: 756 residues

Fig. R.32. Imatge de I‘Ensembl de les tres isoformes de DIEXF.

Es va analitzar I'expressié de DIEXF en les diferents linies de CCR (HCT116-DKO, HCT1186,
HT29, LoVo i Sw480), la linia provinent de ceél-lules mare humanes (hESC4) i els fibroblasts
(HFF) (Figura R.33).

Podem veure que hi ha una correspondéncia entre I’expressidé de la proteina DIEXF i
I’estat de metilacié de I’element Alu Aj2cl. Aixi doncs, a les linies on I’element Alu esta
totalment metilat (hESC4 i HFF) no veiem expressid de la proteina, en canvi les linies
més desmetilades (HCT116-DKO, HCT116, HT29 i LoVo) expressen la proteina. En el cas
de la linia Sw480, que esta parcialment metilada, veiem una reduccié de I’expressiod
proteica. La mateixa correlacié existeix a nivell d’ARNm. En el Western Blot observem
tres bandes que varien d’intensitat depenent de la mostra estudiada, d’aquestes 3
nomeés una es troba present en totes les mostres desmetilades, en canvi la banda
superior nomeés apareix en HCT116 i Sw480 i la banda inferior en HCT116-DKO i LoVo.
Aguestes bandes podrien correspondre a diferents isoformes o modificacions
postraduccionals de la mateixa proteina, tot i que no podem descartar que siguin
inespecifiques.
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Fig. R.33. Western Blot de les linies de CCR (DKO, HCT116, HT29, LoVo i Sw480), de les cél-lules
mare humanes (hESC4) i la linia de fibroblast (HFF). La proteina d’interés es detecta amb I’anticos
policlonal Anti-DIEXF (Abcam). Com a control de carrega utilitzem I’anticos monoclonal Anti-
Tubulin i com a control positiu de I’anticos Anti-DIEXF utilitzem una proteina recombinant (DIEXF,
també dita Clorf107). Els quadrats inferiors mostren I’estat de metilacié global de I’Alu Aj2cl de
les mostres, essent negre 100% metilat i blanc 0% metilat.

En un darrer estudi per veure I’especificitat de I'anticds i com actua cada transcrit a
I’lhora de traduir-se a proteina és va silenciar el gen. Es van provar 4 siRNAs diferents
situats al llarg de la seqtieéncia del gen. Els oligos es van triar segons la posicio dins del
gen i seguint les recomanacions del programa Block-IT (Invitrogen). Es van dissenyar
dos siRNA situats en la regié ORF (Open Reading Frame) i dos en I’extrem 3’ en la regio
UTR3’ (Untranslated Region). El disseny dels siRNA es troba explicat en I'apartat 2.5. de
la seccié de material i métodes) (Taula R.12).

TAULA R.12. siRNAs DE SILENCIAMENT | LA SEVA POSICIO DINS DEL GEN

SiRNA Posicio Nucleotid d’inici

siRNA1 UTR3’ (especific del transcrit 3) 5057

SiRNA2 UTR3’ (especific del transcrit 3) 7118

SiRNA3 ORF (comu a les 3 isoformes) 840

siRNA4 ORF (comu a les 3 isoformes) 2299
SiRNAuniv siRNA comercial

Cadascun dels siRNAs es va provar en tres temps diferents (24, 48 i 72 hores) aixi com a
diferents concentracions (10 pM -20 pmols-, 20 pM -40 pmols- i 50 uM -100 pmols-), sent
la més eficient a 20 uM -50 pmols-. Com a controls es va utilitzar la linia cel-lular sense
transfectar, la linia cellular transfectada amb lipofectamina i la linia cel-lular
transfectada amb un siRNA control universal. Els detalls de la técnica es poden trobar
en 'apartat 2.5. de la seccié material i metodes.

Primerament es van utilitzar els siRNA3 i siRNA4 (ambdds corresponents a la regié ORF
comu a les tres isoformes) i es va analitzar I’expressid mitjancant RT-gPCR en la linia
HCT116. Cal recordar que I'amplicé 8-9 cobreix tots els transcrits, el 12-UTR003 tots els
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transcrits excepte el 2, i el UTR003 el transcrit 3. Com s’observa en la figura R.34 els dos
siRNAs silencien I’expressid de totes les isoformes de DIEXF i aquest silenciament
perdura al llarg del temps d’estudi. No obstant, el silenciament del transcrit 3 és menor
(Figura R.34).

HCT116
24h 48h 72h
150 150 150
125 125 R 125
100 i 100 100 _
Q|75 75 75
o]
50 50 50
25 R 25 ) ‘ - 25
0 - 0 | 0
150 150 150
125 125 _ 125
o _
o 100 _ _ 100 - 100 _
8 75 75 75
'_
:I) 50 50 50
~ .
- » - ] 25 ‘ ) 25
0 0 ‘ 0
150 150 150
125 125 125
8 100 100 . 100
E 75 75 75
5 50 ) i 50 . 50
25 ‘ ‘ 25 ‘ : ||| = ‘
0 0 0
C  C+lipof siRNA siRNA3 siRNA4 C  C+lipof siRNA siRNA3 siRNA4 C+lipof siRNA siRNA3 siRNA4
univ. ORF  ORF univ. ORF  ORF univ.  ORF  ORF

Fig. R.34. Silenciament de DIEXF en la linia HCT116 utilitzant siRNA3 i SIRNA4 a una concentracio
de 20 uM. Efecte del silienciament a 24, 48 72 hores. L’eix de les Y representa I’expressio relativa,
considerant la mostra HCT116 control com al 100% d’expressid. Es miren les regions de gen: 8-9,
12-UTR0O03 i UTROO3 per veure I’efecte per RT-gPCR.

Per Western Blot també confirmem que els diferents siRNAs disminueixen els nivells de
proteina a les 48 hores (tot i que no es mostren les dades, els resultats a 24 i 72 hores
son iguals) (Figura R.35). Pel que fa la doble banda veiem que el sienciament amb els
siRNAs fa que la banda inferior desapareixi practicament en la seva totalitat mentre
que la banda superior és manté, el que suggeriria que la segona banda és la
corresponent a la proteina d’interes.

HCT116 Fig. R.35. Western Blot de la linia HCT116
siienciada amb siRNA3 i siRNA4 a 48 hores.

> . . Y
o o < g La proteina d’interés es detecta amb
& S 3 < I’anticos policlonal Anti-DIEXF (Abcam). Com
- a control del sienciament utilitzem la linia
= control sense tractament, amb
DIEXF | B8 * &3] sooa

lipofectamina i amb el siRNA universal. Com
a control de carrega utilitzem [I’anticos
monoclonal Anti-Tubulin.
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Resultats

L’estudi es va repetir en la linia Sw480. En aquesta linia només es va provar el siRNA3
(situat en la regi®6 ORF comu a les 3 isoformes) confirmant de nou I'eficiéncia del
silenciament tant a nivell d’expressié del gen com a nivell de proteina a les 24, 48 72
hores (Figura R.36 i R.37).
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Fig. R.36. Silenciament de DIEXF en la linia Sw480 utilitzant siRNA3 a una concentracié de 20 pM.
Efecte del silenciament a 24, 48 i 72 hores. L’eix de les Y representa I’expressid relativa,
considerant la mostra HCT116 control com al 100% d’expressié. Es miren les regions de gen: 8-9,

12-UTRO03 i UTROO3 per veure I’efecte per RT-qPCR.
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Fig. R.37. Western Blot de la linia Sw480
slenciada amb siRNA3 a 48 hores. La
proteina d’interés es detecta amb |’anticos

policlonal Anti-DIEXF (Abcam). Com a
control del silenciament utilitzem la linia
control sense tractament, amb

lipofectamina i amb el siRNA universal. Com
a control de carrega utilitzem [’anticos
monoclonal Anti-Tubulin.

164



També es va estudiar I’expressid per veure I’efecte de siRNA1 i siRNA2. Recordem que
aquests oligos estaven situats en I’lUTR3’ de la isoforma de major mida, el transcrit 3. Per
tant, tot i silenciar un dels transcrits, els altres es continuen expressant, i per aixo
utilitzant encebadors que cobreixen tots els transcrits (8-9) aixi com el que cobreix el
transcrit 1 i 3 (12-UTR003) veiem una lleugera baixada pero encara detectem expressio
a nivell d’ARNm. Si observem els resultats de la RT-qPCR especifica pel transcrit 3
(UTR0O03) la baixada d’expressié €s major (Figura R.38).
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Fig. R.38. Silenciament de DIEXF en la linia HCT116 utilitzant siRNA1 i SIRNA2 a una concentracio
de 20 uM. Efecte del silenciament a 24, 48 i 72 hores. L’eix de les Y representa I’expressio relativa,
considerant la mostra HCT116 control com al 100% d’expressio. Es miren les regions de gen: 8-9 i
UTROO03 per veure I’efecte per RT-qPCR.

A nivell de proteina veiem la perdua de DIEXF al silenciar amb siRNA1, fet que torna a
posar de manifest que el transcrit 3 és el que es tradueix a proteina (Figura R.39).
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En resum, veiem que podem establir una associacio entre I'estat epigenétic de la
regio i I’expressié del gen DIEXF, sent I’element Alu Aj2cl el que denota canvis en
I’estat de metilacié i, per tant, relacionant-se amb la regulacié del gen. DIEXF té
diversos transcrits descrits i hem trobat, mitjancant la técnica RACE, nous transcrits, el 4,
5i6.

Segons els resultats obtinguts tot indica que el transcrit 3 seria I’Gnic transcrit codificant i
és precisament I’expressio d’aquest la que es correlaciona amb I’estat epigenétic de
I’element Alu d’estudi Aj2cl (Taula R.13).

TAULA R.13. RELACIO ENTRE L’ESTAT EPIGENETIC DE L’ELEMENT ALU AJ2C1 | L’EXPRESSIO
DE DIEXF
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a) Estat de metilacié de laregid. Laregid 5’ i 3’de I’element Aj2cl ila regiod flanquejant a Aj2cl
tant en I’extrem 5’ com 3’. Desmetilat indicat en blanc, metilat en negre i en escala de
grisos parcialment desmetilat.

b) Marca d’histona H3K4me3 de la regi6. La regid 5 i 3° de I'element Aj2cl i la regio
flanquejant a Aj2cl tant en I’extrem 5° com 3’. & indica que no hi ha marcai 1 indica
preseéncia de marca activa, ND indica que no s’ha analitzat

C) Expressid Clorfl07. L’expressid a nivell de ARN dels diferents transcrits i I’expressié a nivell de
proteina. En vermell no expressio i en verd expressio, ND indica que no s’ha analitzat.
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3.1.5. PAPER DE L’ELEMENT AJ2C1 EN CANCER

Per veure com es troba la nostra regié en diferents cancers es van consultar les dades
del TCGA (The Cancer Genome Atlas)(http://cancergenome.nih.gov/). TCGA ha
recollit i caracteritzat més de 20 tipus tumorals. Entre els analisis realitzats han mirat
I’estat especific de metilacié de dinucleotids CpG mitjancant les plataformes lllumina
Infinium Human Methylation 450K Bead Array platform en diverses parelles Normal-
Tumor.

En un primer estudi de la regi6 d'interés es va analitzar el track CpG Methylation by
Methyl 450K Bead Arrays from ENCODE/HAIB del Genome Browser (Figura R.40).
Aquesta opcid ens permet veure I’estat especific de metilacié dels dinucleotids CpG
interrogats per la plataforma llumina Infinium Human Methylation 450 Bead Array
platform en diverses linies cel.lulars.

En la figura R.40 veiem les diverses sondes situades al llarg de la regié d’estudi i en groc
es troben marcades aquelles en les que ens hem centrat: sonda cg3753785 (agafa la
CpG 2 del nostre amplic6 en I’extrem 5’ de I’Alu Aj2cl), la sonda cg05968010 (agafa la
CpG 16 del nostre amplico en I’extrem 3’ de I’Alu Aj2cl) i la sonda cg05505912 (agafa
la CpG 3 de l'illa CpG).
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Fig. R.40. Mapa del Genome Browser amb la localitzacié de les sondes d’estudi segons el track
CpG Methylation by Methyl 450K Bead Arrays from ENCODE/HAIB. Marcades en groc es troben
les sondes en les que hem aprofundit. A sota estat de metilacioé de la regié de les diferents linies
cel-lulars estudiades i analitzades per seqiienciacio de bisulfit.
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Si mirem diverses linies que surten en el track del Genome Browser (hESC, CaCo2 i
HCT116) (Figura R.40) veiem que I’estat de metilacio es correspon amb el que nosaltres
haviem vist. Aixi, en hESC veiem que I’element Alu Aj2cl esta metilat i I'illa CpG
desmetilada; en CaCo2 I’extrem 5’ de I’Alu esta metilat ('extrem 3’ no I’han pogut
analitzar) i I'illa CpG esta desmetilada; i en HCT116 I’extrem 5 d’Aj2cl esta metilat i el
3’ parcialment desmetilat i I’illa CpG desmetilada.

Aqguestes mateixes sondes es van consultar en les dades del TCGA, concretament en
10 cancers, i es van identificar perfils de comportament diferents segons el tipus de
teixit d’origen i tumor (Figura R.41).

En teixit normal de codlon veiem que I'extrem 5° de I’Alu esta metilat mentre que
I’extrem 3’ i I’illa CpG estan desmetilats. En canvi, en els adenocarcinomes de colon
I’extrem 5’ de I’Aj2cl es manté metilat en uns casos mentre que en altres s’hipometila i
la resta de la regidé roman desmetilada, com el en teixit normal. Aquests resultats es
corresponen als que haviem observat nosaltres en les 10 parelles N-T.

En mama, prostata i puimoé veiem que I’extrem 5’ I’Aj2cl esta metilat i el 3’ presenta
alguns casos metilats i altres desmetilats, I'illa CpG esta desmetilada. En canvi, els
carcinomes corresponents, hi ha una poblacié de tumors que I’Alu es manté I’extrem
5’ metilat mentre que en una altra poblacié dels tumors s’hipometilen totalment, i en
tots els casos i I’illa CpG roman desmetilada.

Uns altres tipus de cancer sén els carcinomes d’uter, glioblastomes i carcinomes de
ronyd. En el teixit normal I’Alu esta metilada i I’'illa CpG desmetilada, i en els tumors
veiem que I’extrem 5’ de I’Alu es manté metilat mentre que I’extrem 3’ s’hipometila en
una proporcié important de tumors, i I'illa CpG roman desmetilada.

El cas del glioma cerebral de baix grau, sembla mostrar un comportament
completament diferent ja que hi ha una hipermetilacié tant de I’Aj2cl com de lilla
CpG. Aquest perfil cal mirar-lo amb precaucié donat que només es tenen 2 teixits
normails.

Altres parelles N-T consultades mostren un patré heterogeni, és el cas del carcinoma
de tiroides aixi com varis adenocarcinomes (prostata, estomac, pulmo, pancrees i
recte).
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Fig. R.41. Estat de metilacié de les 3 regions en diferents tipus de cancer segons les dades del
TCGA. Cada grafic representa I’estat de metilacié de diverses mostres normal tumor segons la
sonda analitzada (marcat en groc). L’eix de les X respresenta les mostres normals (a I’esquerra
de la figura)i tumorals (a la dreta de la figura)i I’eix de les Y el beta value de I’estat de metilacio,
essent 1 totalment metilat i 0 totalment desmetilat.

En la figura R.42. presentem un breu esquema dels perfils de comportament segons el
tipus de cancer. Dins dels 4 grups de la classificacioé veiem dos tipus ben definits segons
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I’estat de metilacio. El grup 1, 2 i 3 formaria part del primer tipus, majoritari en els
diferents cancers estudiats: I’element Alu s’hipometila en tumors i I'illa CpG roman
desmetilada.

El grup 4, formaria part del segon tipus: hipermetilacié en tumor tant de I’element Alu
com de l’illa CpG.

Aj2cl CpGi

5

Mormal

Grup 1
Tumeor

Mormal
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Tumeor

Normal
Grup 4

il

Tumor

Fig. R.42. Esquema dels diferents grups N-T segons |’estat
de metilacié de les sondes consultades en el TCGA. Els
guadrats en negre representen regions amb CpG
metilades i els quadrats blancs regions amb CpG
desmetilades.

Per entendre millor la regulacié de I’expressié del gen DIEXF hem consultat diferents
bases de dades d’expressio, entre elles ’Oncomine (https://www.oncomine.org/).
Oncomine conté 65 bases de dades d’expressié geénica, cobrint prop de 48 milions de
gens en més de 4700 experiments de microarrays.

També hem mirat diverses sondes que cobreixen el nostre gen, tant d’Affymetrix (HG-
U133 Plus 2.0) com d’Agilent (Whole human genome 44k) (Figura R.43).
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Fig. R.43. Posicid de les sondes especifiques per DIEXF, tant en I'array d’Affymetrix HG-U133 Plus
2.0 com d’Algilent Whole human genome 44Kk.
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Veiem una sobreexpressid del gen DIEXF en aquells cancers que correspondrien al
grup 1, 2 i 3, sent major en el grup 1. Del grup 4 no hem trobat cap cas que ens
confirmi una infraexpressié de DIEXF.

Normalment aquesta sobreexpressid es mostra tant en la sonda especifica pels
transcrits 1, 3, 4, 51 6 com per les especifiques del transcrit 3. Tot i que en certs casos la
sobreexpressid és especifica del transcrit 3. En la figura R.44 mostrem els resultats de
cancer colorectal obtinguts de ’'Oncomine, amb mostres del TCGA utilitzant les sondes
d’Agilent.
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Fig. R.44. Estadistica de I’expressi6 d’ARNm de cancer colorectal obtinguts de ’Oncomine, amb
237 mostres del TCGA utilitzant les sondes d’Agilent Whole human 44K. Es mostren els resultats de
19 casos de colon, 3 de recte i 101 d’adenocarcinoma de colon. a) Resultats amb la sonda
A 23 P34946, que hibrida amb I'UTR3’ del transcrits 1, 4, 5, 6 i 3, b) Resultats amb la sonda
A_23_P46337, que hibrida amb I’'UTR3’ especific del transcrit 3.

La informacié global trobada en totes aquestes bases de dades tant a nivell
d’expressi6 com de metilacié en mostres normals i tumorals ens dona suport a la, la
relacié entre I’estat de metilacié de I’element Alu Aj2cl i I’'expressid del gen DIEXF.
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3.2. ALUZALU3

L'element ZALU3 es va seleccionar per estudiar-lo en detall en base al seu estat
desmetilat en les cél-lules mare embrionaries aixi com en les ceél-lules pluripotents
induides perd no en la majoria de les cél-lules diferenciades analitzades, suggerint la
seva possible vinculacié en la diferenciacié. ZALU3 es tracta d’un Alu Sc, situat a -
1064pb de I’inici de transcripcié del gen GLDC (glycine dehydrogenase), un gen
relacionat amb el metabolisme de la glicina (Zhang et al., 2012).

Paral-lelament, en el laboratori es va dur a terme un estudi d’expressid genica per
mitja d’arrays d’expressid (SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60k). Aquests
resultats ens varen mostrar que el gen GLDC proper a I’Alu d’estudi només
s’expressava en les cel-lules que tenien I’Alu desmetilada.

3.2.1. ESTUDI EPIGENETIC DE L‘ELEMENT ZALU3 | LA REGIO FLANQUEJANT

Primerament vam voler validar els resultats obtinguts per NSUMA i ampliar I’estudi a
tota la regi6 de I’element ZALU3. Es van analitzar cel-lules mare embrionaries (hESC4 i
hESC?2), cél-lules pluripotents induides (KiPS4F8), fibroblasts (F, HFF) queratinocits (K18 i
K37), i una parella normal-tumor de colon (377N i 377T) i diferents linies cel-lulars de
CCR (CaCo2, HCT116-DKO, HCT116, LoVo, Sw480, HT29). En I'annex Il figura All.5
trobem representat I’estat de metilacié de cada dinucleotid CpG dels elements Alu en
base als analisis de seqiienciacio després del tractament amb bisulfit sodic.

Pel que fa a les cél-lules mare embrionaries i pluripotents induides veiem que tota la
regio, incloent la ZALU3, esta desmetilada. En canvi en les ceél-lules diferenciades
normals veiem tota la regié desmetilada fins arribar a I’element Alu ZALU3, que es
troba metilat (Figura R.45).

En les parelles de colon normal-tumor, veiem que la ZALU3 esta molt metilada en
ambdés casos i en tumors I'estat de metilaci6 augmenta en la regié, metilant-se
també I’Alulb i part de la CpGi (només es mostra una parella, pero I’estudi s’ha fet en
10 parelles Normal-Tumor) (Annex Il figura All.5).

Finalment, en les linies cel-lulars tumorals veiem que quan I’Alu ZALU3 esta parciaiment
o totalment metilada, també ho esta la resta de la regi6 incloent l’illa CpG, mentre
gue quan I’Alu esta desmetilada també ho esta la regid.
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Fig. R.45. Estat de metilacid6 de la regidé flanquejant a I’element Alu ZALU3 seleccionat (en
vermell) cél-lules mare embrionaries (hESC4 i hESC2), cél-lules pluripotents induides (KiPS4F8),
fibroblasts (F, HFF), queratinocits (K18 i K37), una parella normal-tumor (377N i 377T)i en diferents
linies de CCR. Regi6 obtinguda del Genome Browser versid Feb. 2009 (GRCh37/hgl9). Cada
requadre indica una CpG. En vermell trobem I’Alu ZALU3, en verd l’illa CpG i en blau diferents
elements repetitius. En blanc de 0-25% de metilacio, gris clar 25-50% de metilacié, gris fosc 50-
75% de metilacio i negre 75-100% de metilacio.

A continuacio6 es van analitzar les marques d’histona en diferents linies de CCR (Sw480
HCT116, DKO i CaCo2) que mostraven un patré de metilacio divers (Figura R.46). Es van
mirar diverses marques d’histona i mostrem, com en els altres casos, les marques
actives de AcH3K9, H3K4me3, i I’'H3 total. La localitzacié dels encebadors de la regio es
troben en I’annex Ill Alll.2.

Analitzant les marques actives veiem que aquestes nomeés sén presents quan tota la
regio es troba desmetilada. HCT116 presenta nivells baixos de marca activa en aquells
fragments de la regi6é que es troben parcialment desmetilats. En DKO la preséncia de
marca activa augmenta respecte a HCT116, corresponent-se a la desmetilacié que
pateix la regid. En el cas de CaCo2, totalment desmetilat en tota la regi6, veiem una
forta preséncia de marca activa.
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Fig. R.46. Analisi per ChIP de les regions flanquejants a I‘element Alu ZALU3 en les linies Sw480,
HCT116, DKO i CaCo?2. Es representen les marques d’activacié AcH3K9, H3K4me3 i I’H3 total. L’eix
de les Y representa el ratio de la marca respecte I’H3, a excepcidé d’H3 que és el valor respecte
I'input. Els amplicons representats en les columnes mostren el seu estat de metilacié sent blanc
desmetilat, gris clar 25-50% de metilacio, gris fosc 50-75% de metilacié i negre >75% metilat. Per
altra banda en vermell es representen els controls, sent GAPDH control positiu de marques
actives i 16CEN control negatiu.

Finalment vam analitzar els fibroblasts i les cél-lules mare embrionaries (figura R.47).
Veiem que les hESC2, totalment desmetilades en la regid, presenten molta marca
activa aixi com una mica de marca inactiva mostrant la bivaléncia que solen
presentar les cel-lules mare embrionaries. En canvi, els HFF que estaven desmetilats en
gairebé tota la regié a excepcioé de ZALU3 i Alusx6, no presenten marques actives en
cap fragment de la regid i en canvi si presenten marques inactives. Aquest fet resulta
interessant i caldra veure com afecta I’estat de la cromatina a I’expressié del gen
proper a la regioé, GLDC.
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Fig. R.47. Analisi per ChIP de les regions flanquejants a |‘element Alu ZALU3 en les linies
HFF(fibroblasts) i hESC2 (cél-lules mare embrionaries). Es representen les marques d’activacio
H3K4me3, AcH3K9, la marca d’inactivacié H3K27me3 i I’H3 total. L’eix de les Y representa el ratio
de la marca respecte I’H3, a excepcio d’H3 que és el valor absolut. Els amplicons representats
en les columnes mostren el seu estat de metilacié sent blanc desmetilat, gris clar 25-50% de
metilacio, gris fosc 50-75% de metilacid i negre >75% metilat. Per altra banda en vermell es
representen els controls, sent GAPDH control positiu de marques actives i 16CEN control negatiu.
| en blau DRD1 com a control positiu de H3K27me3 i THOC3 control negatiu.

3.2.2. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE GLDC A NIVELL D’ARNmM

El gen GLDC conté 3767pb i 25 exons i, a diferéencia del DIEXF, només té un transcrit
segons UCSC, RefSeq i I’Ensembl/Havana amb la qual cosa es facilita el seu analisi
(Figura R.48).
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Fig. R.48. Gen GLDC. Genome Browser versié Feb. 2009 (GRCh37/hg19).

Com ja s’ha dit, mitjancant arrays d’expressié es va veure que GLDC s’expressa en
cel-lules on ZALU3 esta desmetilada. Vam voler validar els resultats per RT-qPCR de les
mostres utilitzades en I’estudi i ampliar-lo amb les mostres d’interés.

Es van analitzar diferents linies de CCR (Sw480, LoVo, HCT116, DKO, CaCo02), una
parella Normal-Tumor, fibroblasts (HFF), limfocits (GM12878), leucocits, hepatocits,
queratinocits (K1), ceél-lules pluripotents induides derivades de K1(KiPS4F1 i KiPS4F8) i
cél-lules mare embrionaries (hESC2, hESC4) (Figura R.49).
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Fig. R.49. Nivells d’expressi6 de GLDC en d’una parella Normal-Tumor (544N-544T), en
diferents linies de CCR (Sw480, LoVo, HCT116, DKO, CaCo2), leucocits, queratindcits (K1),
fibroblasts (HFF), limfocits (GM12878), hepatocits, cel-lules mare embrionaries (hESC2, hESC4)
i cél-lules pluripotents induides derivades de K1(KiPS4F1 i KiPS4F8). L’eix de les Y representa
I’expressid relativa. La normalitzacié esta feta amb la mitjana dels estandards. L’estat de
metilacié de ZALU3 es representa en escala de grisos, sent el blanc totalment desmetilat i el
negre totalment metilat.

Observant els resultats veiem que les linies que expressen el gen GLDC sén CaCo2,
hepatdcits, KiPS4F1, KiPS4F8, hESC2 i hESC4, i en menor grau DKO. Aixd confirma que
les linies cel-lulars que tenen tota la regié desmetilada incloent ZALU3 expressen el gen
i aquelles linies que, tot i tenir la regié desmetilada, tenen I’Alu ZALU3 metilada, no
expressen el gen, aquest seria el cas de HFF.

Quan fem el tractament amb drogues epigenétiques tant en HCT116 com en Sw480
no aconseguim en cap cas desmetilar completament la regié i no observem canvis en
I’expressid (dades no mostrades).

3.2.3. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE GLDC A NIVELL DE PROTEINA

La proteina que codifica el gen GLDC és de 1020 aa segons I’'Ensembl (Figura R.50).

—maiReverse strand 11319kb

Fig. R.50. Imatge de I'Ensembl del transcrit de GLDC.
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L’expressid de la proteina es va analitzar per Western Blot en diferents linies de CCR
(Sw480, HCT116, DKO, LoVo, HT29 i CaCo02), aixi com les cél-lules d’hepatocits, cel-lules
mare embrionaries (hESC2), un linia de limfocits (GM12878) i els fibroblasts (HFF) (Figura
R.51).

L’anticos que es va fer servir va ser I’Abcam, que reconeix la proteina GLDC entre els
aminoacids 492 i 693.

L’expressid a nivell de proteina es correspon amb I’obtinguda en I’ARN, aixi doncs les
uniques linies que expressen GLDC son els hepatocits, les hESC, CaCo2 i, en menor
grau, les DKO i, que son les que tenen tota la regié promotora de GLDC desmetilada
incloent ZALU3.
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Fig. R.51. Expressi6 de GLDC en les diferents linies cel-lulars per Western Blot. La proteina
d’interés es detecta amb I’anticos policlonal Anti-GLDC (Abcam). Com a control de
carrega utilitzem I’anticos monoclonal Anti-Tubulin. L’estat de metilacié de ZALU3 es
representa en escala de grisos, sent el blanc totalment desmetilat i el negre totaiment
metilat.

3.2.4. REGULACIO DE L‘ELEMENT ZALU3 EN LA DIFERENCIACIO

Veient la possible implicacié del nostre element Alu en la regulacié del gen GLDC en
la diferenciacio es va analitzar un estudi de diferenciacié a diferents temps de cel-lules
mare embrionaries cap a “embrioid bodies” (EBs) (mostres facilitades per la Dr. Maria
José Barrero del CMRB). Es parteix de cél-lules mare embrionaries, a dia 0, i es cultiven
amb el medi de diferenciacié mTeSR1 (BD Matrigel hESC-qualified matrix and STEMCELL
Technologies), recollint adia 2, 4, 8i 12.

Primerament es va mirar si el procés de diferenciacié va funcionar fent I'analisi
d’expressié d’un marcador de diferenciacid (GATA6 - Transcription factor GATA-binding
factor 6-) i un de pluripotencia (OCT4 - Octamer-binding transcription factor 4-) (Figura.
R.52). Veiem que a mida que augmenta el temps baixen els nivells d’OCT4 demostrant
la pérdua de pluripoténcia de les cél-lules mare embrionaries i en canvi augmenta
GATAG6 indicant la seva diferenciacio.
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Fig. R.52. OCT4 i GATAG utilitzats com a controls del correcte funcionament de
I’estudi de diferenciacio a diferents temps de cél-lules embrionaries cap a EBs. El
nivell d’expressid dels gens esta normalitzat amb la mitja de 5 estandards.

Un cop confirmat el correcte procés de diferenciacié es va mirar I’estat de metilacio
de la regi6é (Figura R.53). Veiem que, a mesura que es diferencien les ceél-lules mare
embrionaries, I'element ZALU3 es metila. Aquest procés té lloc ja a dia 2 de
diferenciacio.
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Fig. R.53. Estat de metilaci6 de la regi6 flanquejant a I’element Alu ZALU3 seleccionat (en
vermell) en diferents temps del procés de diferenciacié. Regié obtinguda del Genome Browser
versio Feb. 2009 (GRCh37/hg19). Cada requadre indica una CpG. En vermell trobem I’Alu ZALU3,
en verd I’illa CpG i en blau diferents elements repetitius. En blanc de 0-25% de metilacid, gris clar
25-50% de metilaciod, gris fosc 50-75% de metilacié i negre 75-100% de metilacio.
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Continuant amb I’estudi vam analitzar les marques d’histona per veure si aquest canvi
de metilaci6 en un estadi tan primerenc, també es manifestava a nivell de la
cromatina (Figura R.54). Ja a dia 2 veiem una pérdua de marca activa (tant de
AcH3K9 com H3K4me3) i una compactacio del domini de cromatina activa a mesura
que es diferencien. Pel que fa a la marca inactiva H3K27me3, observem com aquesta
augmenta i es propaga al llarg de la regié a mesura que les hESC es diferencien, sent
molt major a dia 12.
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Fig. R.54. Analisi per ChIP de les regions flanquejants a I‘element ZALU3 en els diferents temps de
diferenciacio. Es representen les marques d’activacido H3K4me3, AcH3K9, la marca la inactivacio
H3K27me3 i I’H3 total. L’eix de les Y representa el ratio de la marca respecte I’H3, a excepcid
d’H3 que és el valor absolut. Els amplicons representats en les columnes mostren el seu estat de
metilacié sent blanc desmetilat, gris clar 25-50% de metilacid, gris fosc 50-75% de metilacio i
negre >75% metilat. Per altra banda en vermell es representen els controls, sent GAPDH control
positiu de marques actives i 16CEN control negatiu. | en blau DRD1 com a control positiu de
H3K27me3 i THOC3 control negatiu.
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Si mirem com afecta aquest canvi en I’expressido del gen GLDC veiem que, ja a dia 2,
hi ha una pérdua tant a nivell d’ARN com de proteina (Figura R.55).
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Fig. R.55. Expressid de GLDC dels diferents temps de diferenciaci6. a) Expressié de I’ARNm.
L’eix de les Y representa |’expressio relativa. La normalitzacio esta feta amb la mitjana de 5
estandards. L’estat de metilacié de ZALU3 es representa en escala de grisos, essent el
blanc totalment desmetilat i el negre totaiment metilat. b) Western Blot de I'estudi de
diferenciacio a diferents temps. La proteina d’interés es detecta amb I’anticos policlonal
Anti-GLDC (Abcam). Com a control de carrega utilitzem I’anticos monoclonal Anti-Tubulin.

Finalment i veient que CaCo2 expressava molt GLDC vam fer un estudi induint la
diferenciacidé cel-lular en CaCo2. Morfologicament, CaCo2 mostra un cultiu molt
heterogeni i conté subpoblacions de cel-lules majoritariament indiferenciades pero
amb diversa capacitat de diferenciacié. Al deixar en cultiu en confluéncia les CaCo2
es diferencien i polaritzen exhibint moltes caracteristiques i funcions de les cél-lules
diferenciades de I’epiteli de la mucosa intestinal. En la figura R.56 veiem que, al
diferenciar CaCo2, I’expressio de GLDC es redueix tot i que no fins al punt d’eliminar
totalment I’expressio. L’element ZALU3 no s’arriba a metilar, segurament degut a que
la poblacié és molt heterogénia i caldria analitzar diferents clons per veure en quin
percentatge de cél-lules es manté desmetilat i en quin es metila.
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Fig. R.56. Expressi6 de GLDC a diferents temps despres
d'induir la diferenciacié en la linia CaCo2. L’eix de les Y
representa I’expressio relativa. La normalitzacié esta feta
amb la mitjana de 5 estandards. L’estat de metilacié de
ZALU3 es representa en escala de grisos, essent el blanc
totalment desmetilat i el negre totalment metilat.
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Tal i com resumim en la taula R.14 i, en conclusio, veiem que I’estat epigeneétic de la
regio regula I’expressidé del gen GLDC, sent I’element Alu ZALU3 el que denota canvis
associats més clars. Aquestes dades suggereixen que ZALU3 podria tenir un paper
determinant en la regulacié del gen GLDC durant la diferenciacio.

TAULA R.14. RELACIO ENTRE L’ESTAT EPIGENETIC DE L‘ELEMENT ALU ZALU3 | L’EXPRESSIO
DE GLDC
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a) Estat de metilacid de la regid. L’element ZALU3 i la regié flanquejant a ZALU3 tant en
I’extrem 5 com 3’. Desmetilat indicat en blanc, metilat en negre i en escala de grisos
parcialment desmetilat.

b) Marca d’histona H3K4me3 de la regid. L’element ZALU3 i la regio flanquejant a ZALU3 tant
en I’'extrem 5’ com 3’. @ indica que no hi ha marca, 1 indica presencia moderada de
marca activa o repressiva, ND indica que no s’ha analitzat i {1 indica preséncia de
molta marca activa o repressiva,

C) Expressid GLDC. L’expressid a nivell de ARN dels diferents transcrits i I’expressié a nivell de
proteina. En vermell no expressio i en verd expressio, ND indica que no s’ha analitzat.
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1. ELS ELEMENTS ALU DESMETILATS CONSTITUEIXEN UNA SUBPOBLACIO
ESPECIFICA DINS ALUOMA

Els elements Alu sén la familia de retrotransposons més abundant del genoma huma i
cobreixen el 33% del total de CpGs, la majoria de les quals es troben altament
metilades en teixits somatics. En aquest treball ens hem centrat en aquella fraccio
d’elements Alu desmetilats en cél-lules normals i/o tumorals per determinar la seva
importancia biologica i la possible implicacié en la regulacio transcripcional.

S’han desenvolupat nombroses técniques per I'analisi de la metilaci6 de I’ADN.
Aquestes tecniques es poden classificar en tres categories: les basades en enzims de
restriccio, les basades en anticossos especifics per ADN metilat i les basades en el
tractament amb bisulfit sodic (Laird, 2010). Totes elles es poden combinar amb
diferents metodologies enfocades a analisi especifics com la PCR o a analisi a escala
genomica com els microarrays o la sequenciacié de nova generacié. Com és evident
cada metodologia té els seus pros i contres. Les dades generades a patrtir d’enzims de
restriccié sensibles a metilacié troben la limitacié dels llocs de reconeixement dels
enzims emprats. Els métodes basats en anticossos s6n poc resolutius i poc sensibles en
l'estudi de sequeéencies repetitives, especialment si els que ens interessen soén els
elements no metilats. Finaiment, els metodes que utilitzen la conversié de I’ADN tractat
amb bisulfit sodic, tot i considerar-se el gold estandar per la seva alta resolucio i
sensibilitat, s6n poc eficients per estudis a escala genomica. Per tant, totes les
técniques presenten cert biaix i avantatges o inconvenients depenent del disseny de
l'estudi, a més de les limitacions associades a I’estudi de sequéncies repetitives.

Una de les principals linies de recerca del nostre laboratori en els darrers anys és la
d’identificar sequéncies repetitives desmetilades, per aixd es va optar per I’estudi de
I’estat de metilacié dels elements repetitius Alu amb metodologies basades en enzims
de restriccid, concretament es va desenvolupar la tecnica AUMA (Amplification of
Unmethylated Alus). Recordem que les seqiéencies generades per I’AUMA es basen en
el lloc CpG dins de la sequéncia consens de I’Alu, AACCCGGG (AA + diana Smal).
Aquesta sequencia consens es troba en uns 200.000 elements Alu del total d’Alus del
genoma huma (aproximadament un milié) (Rodriguez et al., 2008b). La técnica AUMA
ens va permetre la identificacié de 94 elements Alu parcial o totalment desmetilats en
mucosa de colon normal i/o en cél-lules de carcinoma colorectal (Rodriguez et al.,
2008b). Aquest abordatge és adient per l'analisi comparatiu d'un gran nombre de
mostres, pero els resultats no permeten conéixer directament el nivell absolut de
metilacié del elements representats.

Mitiancant bisulfit sodic i la posterior sequenciacié d’alguns dels elements Alu
identificats no només vam validar els resultats de ’AUMA siné que vam veure que
Iestat de metilacié de la CpG dins la diana Smal era representativa de I’estat global
de metilacié de I’element Alu estudiat. Aquests resultats concorden amb els que
Barrera i col-laboradors (Barrera and Peinado, 2012) van veure usant dades de
metilomes d’alta resolucid, on demostraven la correlacié entre I’estat de metilacioé de
la diana Hpall situada dins una illa CpG i I’estat global de metilacié de l’illa CpG.
Tanmateix, la metilacié diferencial entre mostres trobada per AUMA es va poder
confirmar mitjiancant la seqiienciacié amb bisulfit.
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Per determinar si els elements Alu desmetilats constituien una subpoblacié particular i
diferenciada dins de I’ALUOMA es van analitzar una série de trets a nivell de sequéncia
(nombre de CpGs, divergéncia, mida, etc) i de context gendomic (distancia a un gen,
localitzacié intragénica, etc.). A I’hora de fer I’estudi bioinformatic, en primer lloc es
van comparar 100 elements random representatius del genoma i 100 elements virtuals,
potencialment amplificables per la técnica AUMA (Taula R.1). Vam observar que la
técnica AUMA presentava alguns biaixos ja que els elements Alu potencialment
amplificables per la técnica presentaven una cua poli (A) més curta que la mitja de les
Alus del genoma, una baixa divergéencia, un alt nombre de GC i es trobaven enriquits
en membres de la familia Y i empobrits en membres de la familia J. En consequéncia,
per poder definir trets gendmics caracteristics i especifics dels elements Alu desmetilats
vam considerar que els elements Alu virtuals eren el millor grup control. Els parametres
analitzats van determinar que els elements Alu desmetilats es caracteritzen per
presentar una llargada major de la cua poli (A), estar enriquits en Alus S i empobrits en
Alus Y, presentar una baixa divergéncia respecte la seqliéncia consens, i localitzar-se
majoritariament prop d’inicis de transcripcid associats a illes CpG (Figura R.1).

Tal i com ja hem mencionat en altres apartats, els elements Alu no codifiquen per cap
proteina perd tenen un promotor ARN Pol Il que permet la seva transcripcio i utilitzant
la maquinaria de retrotransposicié dels elements LINE-1 poden mobilitzar-se. S’ha
descrit que la llargada de la cua poli (A) podria ser un factor important per permetre
la retrotransposicié de I’element Alu i, coincidint amb els nostres resultats, normalment
s’associa una major allargada de la cua poli (A) a elements Alu actius (Roy-Engel et
al., 2002b).

Com ja s’havia descrit en altres treballs (Rodriguez et al., 2008b; Szpakowski et al.,
2009), vam veure que hi havia una relacio6 inversa entre I’estat de metilacié i I’edat de
I’element Alu. Aixi doncs, al comparar Alus virtuals i random vam veure que la familia
Alu Y (la més jove) tenia més prevalenca de la diana Smal mentre que la familia J (la
meés antiga) presentava menys sequencies amb la diana Smal. No obstant, al mirar els
elements Alu desmetilats vam veure un empobriment de la familia Y. La majoria de les
insercions dels elements Alu sGn antigues i inactives perd algunes families (com la Alu
Yaila AluYb) romanen encara actives (Jurka et al., 2004; Xing et al., 2007). Aixi doncs,
el fet de trobar menor percentatge d’elements Alu Y desmetilats s’explicaria per la
forta pressié epigenética que pateixen aquests elements per reprimir la seva activitat.
Pel que fa a les Alus de la familia J, vam observar un percentatge d’elements
desmetilats molt baix i semblant a I‘observat en els elements Alu virtuals. Els elements
Alu J es caracteritzen per acumular un gran nombre de mutacions a I’atzar, la qual
cosa ve determinada pel seu origen ancestral. Aquesta acumulacié de mutacions
podria haver afectat a la diana Smal, fent que la pérdua d’aquesta impedeixi
identificar-les per la téecnica AUMA. Finalment, cal destacar un lleuger enriquiment
d’Alus S, les més frequents i d’edat intermedia, entre les Alus desmetilades que hem
identificat.

Al mirar la divergéncia, vam veure que amb la técnica AUMA capturavem un major
nombre d’elements Alu amb baixa divergéncia i aquesta es mantenia en els elements
desmetilats. Aixi doncs sembla que les Alus desmetilades estan forca conservades a
nivell de sequéncia, suggerint-nos el seu paper actiu dins del genoma (Medstrand et
al., 2002). En aquest sentit, el fet que citosines metilades siguin més facilment mutables
a timines que les citosines desmetilades (Polak and Arndt, 2008) explicaria que els
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elements Alu desmetilats no pateixin tantes mutacions i que estiguin més conservats a
nivell de sequéncia que els elements metilats.

Finaiment vam veure que els elements Alu desmetilats es localitzaven en regions
promotores associades a illes CpG amb major freqiieéncia que els elements Alu virtuals,
suggerint el seu paper regulador de I’expressié génica. En concordanca amb aquests
resultats, en humans s’ha estimat que més de 1.000 gens podrien estar regulats per
elements Alu associats a illes CpG (Oei et al.,, 2004). Un gran nombre d’articles
apunten que les regions promotores son gairebé les Uniques regions del genoma
desmetilades (Goll and Bestor, 2005; Jones and Baylin, 2002), incloent per tant els
elements Alu situats en aquest context. Ara bé, en els nostres estudis hem observat que
no tots els elements Alu propers a un inici de transcripcidé es troben desmetilats,
indicant que l'estat de metilacié de I'element Alu no només depén de la posicid. En
aquest sentit, s’ha vist que els elements Alu podrien actuar com a dianes o llocs d’unid
a factors de transcripcié modulant la transcripcié génica (Polak and Domany, 2006) o
bé com a ailladors genomics (Molto et al., 2009), és a dir, actuant com a barrera entre
dominis de cromatina activa i inactiva. Més endavant ja entrarem en detall sobre el
paper dels elements Alu en la regulacié transcripcional.

Xie i col-laboradors (Xie et al., 2009) van obtenir resultats similars als nostres quan van
estudiar el metiloma dels elements Alu en cervell. En el seu cas, la metodologia
emprada es basava en la seqiienciacié massiva de ADN tractat amb bisulfit sodic.
Després de la digesti6 amb Alul (un enzim insensible a metilacié) ligaven uns
adaptadors, tractaven ’ADN amb bisulfit sodic i amplificaven els fragments amb un
encebador especific d’elements Alu; d’aquesta manera, a diferéncia de nosaltres,
amplificaven elements Alu del genoma independentment del seu estat de metilacio.
Com en el nostre cas, I’analisi tenia biaixos, concretament cap a les Alu més joves
degut a I’'s d’un encebador capac¢ d’amplificar elements Alu rics en dinucleotids
CpG. Un altre punt de concordanca amb els nostres resultats va ser el fet d’observar
que el nivell de metilaci6 es reduia en les regions properes a inicis de transcripcio i que
augmentava proporcionalment a mida que es distanciaven del TSS. No obstant, donat
l'alt cost de lI'abordatge realitzat per Xie i col-laboradors, es van limitar a una sola
mostra i amb una cobertura molt limitada . Nosaltres, considerant que els elements Alu
desmetilats s6n els que podrien jugar un paper funcionalment rellevant, vam dirigir
especificament I’estudi cap als elements desmetilats, el que va suposar el disseny
d’una estratégia menys costosa i amb més cobertura.

Cal dir que en el nostre laboratori, s’ha desenvolupat recentment una altra
metodologia basada en enzims de restriccid, la técnica NSUMA (de I'anglés Next
Generation Sequencing of Unmethylated Alus) que és una millora de la técnica AUMA.
El NSUMA aprofita la plataforma de seqlienciacid6 massiva llumina de manera que
permet estudiar més de 100.000 elements Alu a diferéncia dels gairebé 5.000
analitzables per la técnica AUMA. Amb la técnica NSUMA s’han analitzat tres pacients
de cancer de colon, incloent ADN de sang, les linies colorectals HCT116 i HCT116-DKO,
aixi com una linia cel-lular embrionaria mare. Resultats preliminars confirmen el ja vist
en aquest treball, que les Alus desmetilades estan empobrides en Alus Y i enriquides en
Alus S, que presenten una baixa divergéncia i una proporcié important es localitza
prop d’inicis de transcripcié. A més, aquests elements Alu tenen un alt contingut de
CpGsiun alt percentatge de GC.
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2. ELS ELEMENTS ALU DESMETILATS PRESENTEN UN MAJOR GRAU DE
CONSERVACIO EVOLUTIVA

Com ja s’ha comentat el 5% del genoma huma s’ha conservat evolutivament en els
ultims 200 milions d’anys, incloent la gran majoria dels gens i seqliéncies reguladores,
no obstant la major part de la seqliéncia genomica amb gran importancia funcional
és desconeguda.

En I'apartat 2.1.3 dels resultats analitzavem 17 elements Alu que haviem trobat
desmetilats total o parcialment en mostres de colon tumoral i/o normal. Donat que
Iaparicié6 de les seqiéncies Alu es situa fa aproximadament 65 milions d’anys,
coincidint amb I’origen i expansié dels primats, vam voler estudiar diferents espécies
de primats a fi d’establir una correlacié entre la conservacio a nivell de sequéencia i
I’estat de metilacié de les mostres de sang analitzades. Aixi doncs, amb aquests
elements Alu vam fer un estudi in silico utilitzant com a genoma de referencia el
genoma huma i alineantlo amb el genoma de ximpanzé, goril-la, orangutan i
macaco (Taula R.7).

A mesura que ens allunyavem en l’escala evolutiva vam veure que l'estat de
conservacié genetica de les Alus s’anava reduint, sent en macaco on més
divergencia trobavem respecte ’huma. Recordem que aquestes espécies pertanyen
a la familia del Catarrhinis, sent el Homo Sapiens (huma), el Pan troglodytes
(ximpanzé), el Gorilla gorilla (goril-la) i Pongo pygmeus (orangutan) de la subfamilia
Hominidae i el Macaca Mulatta (Rhesus) de la subfamilia Cercopithecidae, les quals
van divergir fa 25-30 milions d’anys. La subfamilia Hominidae esta formada per primats
bipedes i grans simis, i diversos estudis genétics han vist la gran similitud entre aquestes
especies, sent I'orangutan el que es troba més separat filogenéticament. Per altra
banda, la subfamilia Cercopithecidae esta formada pels micos del “vell mén”
(macacos i babuins) i, tal i com véiem en els nostres resultats, la més allunyada
flogenéticament a I*huma.

Cal mencionar també que el genoma de Goril-la, recentment sequenciat (Gorilla
(May 2011 (gorGor3.1/gorGor3)), encara esta en fase d'assemblatge, per la qual cosa
el genoma referencia emprat s'ha de considerar de baixa qualitat, explicant que els
resultats obtinguts en goril-la no mostrin I’homologia que esperavem i siguin
provisionals.

A nivell de familia, dels 17 elements Alu estudiats tenim 4 elements de la familia Alu Y
(la més jove), 13 elements de la familia Alu S (la més freqiient i d’edat intermédia) i
cap element de la familia J (la familia més antiga). Veient els resultats no vam poder
establir cap correlacié entre I’estat de conservacié dels elements Alu i la familia a la
qual pertanyen. No obstant, cal destacar el fet de no trobar cap dels 4 elements Y, la
familia més jove, en macaco.

Al mirar I’estat de metilacié de les sangs en les diferents espécies vam veure que els
elements Alu desmetilats presentaven un major grau de conservacio en la seqiencia
que els elements més metilats. Diferents estudis “filoepigenomics” han permeés dilucidar
els canvis epigenétics que s’han anat succeint durant I’evolucié (Martin et al., 2011).
Aquestes diferéncies epigenétiques regulen |'activitat de regions no codificants,
intervenint en la funcié gendmica a través de la regulacio transcripcional. Es doncs
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interessant veure que aquells elements que estan completament desmetilats en sangs
humanes, | probablement actius, estan més conservats en les diferents espécies de
primats, indicant doncs la seva importancia biologica. Per altra banda, els elements
més metilats mostren més variacio, en part degut a que les citosines metilades
tendeixen a mutar a timines molt més rapid que les citosines desmetilades. Aquesta
observacioé ens fa pensar en el fet, ja conegut, que els elements Alu no sén Unicament
junk DNA siné que tenen un rol important en la regulacié de I’expressié génica i la
regulacioé funcional jugant un paper més que probable en I’evolucié dels primats i la
divergéncia d’altres mamifers.

L' estudi comparatiu, mitiancant bisulfit soddic, de 6 elements Alu entre les diferents
especies de primats ens va permetre observar que l'estat de metilacié estava
relacionat amb I’estat de conservacid, no només geneética, confirmant el que ja
haviem vist in silico, sindé també epigenética. Vam veure que I’estat de metilacio de les
diferents CpGs dels elements Alu no variava entre les diferents espécies estudiades,
mantenint-se metilades o desmetilades en totes elles, perd observant una major
tendencia a mutar-se a CpA o a TpG en les CpG metilades que en les CpG
desmetilades.

Actualment, en el laboratori, estem pendents d’analitzar bioinformaticament un
experiment fet amb la técnica NSUMA, on es van analitzar 3 mostres de sang humanes,
3 mostres de sang de ximpanzé, 3 de goril-la i 3 d’orangutan. Aquests resultats ens
permetran analitzar un gran nombre d’elements Alu desmetilats i comparar-los amb la
seguéncia humana de referéncia. D’aquesta manera veurem més clarament |’estat
de conservacié d’aquests elements Alu desmetilats en les diferents especies de
primats.
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3.  ESTAT EPIGENETIC DELS ELEMENTS ALU | EL SEU PAPER COM A BARRERA DE
METILACIO

Al llarg d’aquesta tesi hem anat analitzant 17 elements Alu identificats per la técnica
AUMA, tant a nivell de metilaci6 com de marques d’histona, en diferents mostres i linies
cel-lulars, aportant-nos informacio sobre el seu estat epigenétic en cancer, més en
concret en cancer de colon i en la diferenciacio cel-lular.

En termes globals vam veure que els elements Alu estudiats mostraven majoritariament
un perfil diferencial entre cel-lules normals i tumorals, tendint a estar més desmetilats en
les cél-lules tumorals. Per altra banda, a |‘analitzar diferents tipus cel-lulars vam veure
qgue alguns elements Alu canviaven el seu estat de metilacié segons el teixit on es
trobaven indicant una possible implicacio en la diferenciacio o I’organoespecificitat.
Altres elements Alu es mantenien desmetilats en tots els teixits/linies cél-lulars
estudiades. Com ja hem mencionat en alguna altra ocasio, I’estat desmetilat dels
elements repetitius esta altament penalitzat ja que constitueix una probable font
d'inestabilitat gendmica. En consequeéencia, la preservacié d'aquest elements en estat
epigeneticament actiu suggereix una funcionalitat dins del genoma, convertint-los
doncs en dianes d’interés. Finalment també vam observar un gran nombre d’elements
Alu que mantenien un elevat grau de metilacié en tots els tipus cel-lulars analitzats
(incloent la linia DKO deficient en metilacié del ADN), el que és consistent amb la
pressié per mantenir la seva inactivacié dins el genoma.

Pel que fa a les marques d’histona analitzades vam veure una concordanga entre
I’estat de metilacio i les marques d’activacio, en concret d’AcH3K9 i H3K4me3. Els
elements Alu desmetilats presentaven AcH3K9 i H3K4me3 i els que es trobaven
altament metilats, no. Més concretament, aquestes marques actives s’associen a
elements Alu desmetilats propers a inicis de transcripcid. En aquest sentit, esta
ampliament descrit que les marques de di/trimetilacidé de la lisina 4 incrementen la
transcripcié i es troben en regions eucromatiques, sobre gens actius o activables
(Schneider et al., 2004). Per altra banda, I'acetilacié es veu implicada en multiples
processos biologics i, en general, s’associa a regions del genoma transcripcionalment
actives. L’acetilacid de la lisina 9 aixi com de la lisina 14 s6n necessaries pel
reconeixement de I'inici de transcripcidé (Bannister and Kouzarides, 2011), pero
nosaltres, pel que fa a la marca activa AcH3K14, vam veure que es trobava present en
tot els elements Alu sense presentar grans diferéncies entre el seu estat de metilacio,
aixi doncs segons els nostres resultats, AcH3K14 s’associaria a elements Alu
independentment del seu estat de metilacié i de la seva localitzacié gendmica.

Finalment, es va analitzar I’estat de la cromatina de "ALUOMA mitjancant I’Gs de
primers consens per elements Alu (ChIP-gAlu), representatiu dels elements Alu totals del
genoma. Donat que ChIP-gAlu es una representacio global dels elements Alu, els quals
es troben majoritariament metilats els nivells de H3K4me3 (que esta present només en
els elements Alu desmetilats) van ser molt baixos. Per contra, I’AcH3K14, associada tant
a elements Alu metilats com desmetilats, va donar alts nivells.

L’analisi dels elements Alu ens va portar a estudiar la regié flanquejant tant a nivell de
metilacié com d’estat de la cromatina. L’estudi es va fer en diverses linies, presentant
sempre la mateixa correlacié entre marques actives i estat de metilacié de la regio. En
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la figura D.1 es mostren els diversos elements Alu analitzats (Ar3c7, Lv165, Au60, Aj2cl i
Aul04) en la linia de CCR HCT116. Aquest grafic ens mostra la gran correlacio entre la
desmetilacio de la regi6 i les marques d’histona activa (H3K4me3, AcH3K9).

Els resultats indicaven que els elements Alu estarien actuant com a barrera protectora
de la metilacié i semblaria que I'amplada del domini de cromatina activa aniria
marcada per I’estat de metilacié de I’element Alu. Coincidint amb aquesta hipotesi,
s’ha vist que els elements AluY / S, tendeixen a trobar-se en el marge entre les regions
genomiques hipermetilades i hipometilades (Rollins et al., 2006).

L’expressié d’un gen és un fenomen complex i encara no entés en la seva totalitat. La
seva expressio esta relacionada amb les sequéncies veines i la seva posicié dins del
nucli. Aquests efectes de posicié permeten explicar com s’organitzen els gens en els
cromosomes, en forma d’unitats independents, generant dominis d’expressio.
Aguestes unitats sovint contenen elements reguladors que poden estar localitzats a
grans distancies del cos principal del gen. No obstant, es sap ben poc d’aquests
elements reguladors distants, i encara que cada cop n‘hi han més exemples en la
literatura, desconeixem en bona part I'extensid i els mecanismes que governen la
regulacié gendomica de llarg abast (Smallwood and Ren, 2013). Aquests elements
reguladors sén sequéncies adjacents a un locus, amb la capacitat de restringir o
garantir I’expressié d’un gen determinat en un temps i un lloc concret (Krivega and
Dean, 2012). S’ha vist que dins d’aquests elements reguladors, que actuen com a
insulators, trobem regions scaffold/matrix-attachments, elements repetitius com SINES o
LINES, llocs diana de CTCF i enhancers (Krivega and Dean, 2012; Molto et al., 2009). Aixi
doncs diferents seqiéencies gendmiques convergeixen en una mateixa funcio, la de
regular i participar en la correcta organitzacio, estructura i funcionament del genoma
dels vertebrats (Bushey et al., 2008). Dins d’aquestes sequUéncies genomiques
encarregades de regular dominis adjacents trobem els elements Alu. Com hem anat
veient, els elements Alu desmetilats i conservats al llarg de I’evolucié sembla que
juguen un paper important dins els processos biologics, regulant I’expressid genica,
actuant com a potenciadors, activadors de I’expressid génica, o promotors (Kreahling
and Graveley, 2004; Schulz et al., 2006; Slotkin and Matrtienssen, 2007). S’ha vist que els
elements Alu podrien actuar com a dianes o llocs d’unidé a factors de transcripcio,
formant un mecanisme alternatiu de regulacioé en els processos biologics (Polak and
Domany, 2006). Aixi doncs, segons la seva localitzacié dins el genoma, podrien
facilitar, juntament amb altres elements, I’estat de cromatina oberta i permetre la unié
de factors de transcripcio i la consequent transcripcié genica de determinats gens.
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Fig. D.1. Mapa de la regi6é dels diferents elements Alu analitzats obtingut a partir del Genome
Browser versi6 Mar. 2006 (NCBI36/hg18). Estudi fet amb la linia de CCR HCT116. En la grafica
estan representades les marques d’activacioé: en blau H3K4me3, en vermell AcH3K9 i en verd
AcH3k14. En negre representem I’estat de metilacié corresponent a cadascun dels elements de
la regid.
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4. HIPOMETILACIO DELS ELEMENTS ALU EN CANCER

La majoria d’elements Alu estan metilats i transcripcionalment silenciats en cel-lules
somatiques i es desmetilen amb freqiéncia en cancer. Aquesta desmetilacio, pero, no
només afecta les seqiéncies Alu sinG que durant la tumorigénesi té lloc una
hipometilacié global del genoma (Ehrlich, 2002; Weisenberger et al., 2005). En aquest
sentit, Hansen i col-laboradors (Hansen et al., 2011) van determinar mitjiancant Whole
Genome Bisulphite Sequencing que més de la meitat del genoma en cancer
colorectal es desmetila, incloent seqlieéncies Uniques i repetitives.

Les implicacions de la hipometilacié dels elements Alu en la tumorigénesi no han estat
ampliament estudiades, encara que hi ha certes evidéncies. Hi ha un gruix significatiu
de treballs que relacionen la hipometilacié d’elements transposables amb Ila
inestabilitat genomica (Daskalos et al., 2009; Kazazian, 2004). Per altra banda, també
s’ha vist que els elements Alu podrien actuar com a llocs d’unié a factors de
transcripcié (Polak and Domany, 2006) o bé com a ailladors gendomics (insulators)
(Molto et al., 2009) promovent o impedint, segons I’estat de metilacié, la uni6é de la
maquinaria transcripcional.

Sén cada cop més els estudis que relacionen la hipometilacié dels elements Alu amb
cancer. Un d’ells, portat a terme en el nostre laboratori en cancer colorectal utilitzant
la técnica AUMA (Rodriguez et al., 2008b), ha donat lloc al desenvolupament d’aquest
treball. Per altra banda, Xiang i col-laboradors (Xiang et al.,, 2010) van analitzar 48
mostres de carcinomes gastrics i les seves parelles normals, aixi com 55 mostres de
gastritis i diverses linies cel-lulars utilitzant la técnica COBRA-DHPLC a fi de detectar
I’estat de metilacié de les Alus. Xiang i col-laboradors van observar que, mitjancant
aquesta tecnica, quantificaven un gran nombre d’elements Alu hipometilats en
carcinomes gastrics. Un altre estudi portat a terme per Daskalos i col-laboradors
(Daskalos et al., 2009) en cancer de pulmdé mitjancant la piroseqienciacié, va
determinar els nivells de metilacié de sequéncies Alu i LINE-1 de 48 carcinomes i els
seus teixits adjacents. En ell observaven la reduccidé significativa dels nivells de
metilacié d’ambdds elements i van associar aquesta hipometilacido a la inestabilitat
genomica.

Encara no s’ha elucidat ni s’ha trobat una resposta des del punt de vista mecanistic de
si la hipometilacid dels elements repetitius €s causa o conseqiiéncia de la inestabilitat
gendmica. No obstant, es pot suggerir que la hipometilacié dels elements
transposables i la inestabilitat gendmica podria ser consequéncia de la reprogramacio
genetica i I’epigenética en tumors, per exemple, la sobreexpressi6 de LINE-1 en
sistemes models han demostrat que indueixen inestabilitat genomica i delecions
(Gilbert et al., 2007; Kazazian, 2004). Per altra banda Suzuki i col-laboradors (Suzuki et
al., 2006) van estudiar la relacié de les alteracions genétiques i epigenétiques en
cancer gastrointestinal observant que la hipometilaci6 s’acumulava de manera
progressiva amb I’edat, cosa que d’altres alteracions genéetiques no fan. Aquest fet
posa de manifest que la hipometilacié precedeix a I’aparicié d’alteracions genétiques
en tumors. Aixi doncs, I'acumulacié progressiva d’alteracions en la metilacié de
cel-lules que esdevindran tumorals sera la base d’algunes alteracions genetiques que
s’aniran acumulant durant la progressié tumoral.
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Tal i com comentaven Rodriguez i col-laboradors (Rodriguez et al., 2008b), les causes
de la inestabilitat genética no estan clares i poden tenir multiples origens. Tot i aix0, la
correlacié entre grau de desmetilacié i alteracions cromosdmiques en cancers
colorectals trobades en els seus estudis indiquen que la hipometilacié podria tenir un
pes important en la generacié d’alteracions genétiques en tumors. No obstant, s’ha
d’assumir que la hipometilaci®6 és un dels mecanismes que participa en la
desestabilitzacié del genoma tumoral pero no I’Unic.

4.1. RESISTENCIA A LA DESMETILACIO DE CERTS ELEMENTS ALU

Els agents quimics utilitzats en la majoria d’estudis experimentals d’epigenética en
cancer a fi de modular I'expressid dels gens han estat la 5-aza-2’deoxicitidina (5-
AzadC), un inhibidor de la metilacié de I’ADN, i el TSA, un inhibidor de la desacetilaci6
d'histones. S’ha vist que tant I’5-AzadC com el TSA poden dirigir-se preferentment cap
a una metiltransferasa concreta o cap a una compactacié de la cromatina i
presenten efectes farmacologics no especifics sobre I'expressi6 genica, per aixo la
inhibici6 de metiltransferases mitjancant un abordatge genétic sembla ser una
metodologia experimental més rigorosa (Gius et al., 2004).

El mecanisme de desmetilacid d’aquestes drogues epigenetiques aixi com de les
HCT116-DKO(DNMT1-/-, DNMT3b-/-) és passiu, aixi doncs en cada ronda de replicacio
la metilacié es redueix en abséncia de I’activitat de metilacié de manteniment, a més
s’ha vist que els patrons de desmetilacié induits per aquestes drogues sén altament
especifics, no aleatoris, i reproduibles. No obstant aixo, en el nostre estudi, i al analitzar
cel-lules tractades amb I'agent desmetilant 5-AzadC o modificades genéticament, en
el cas de HCT116-DKO, vam veure que no totes les Alu metilades en HCT116 podien
desmetilar-se totalment, suggerint la preséncia d’algun factor o necessitat biologica
que fa que alguns elements Alu siguin més o menys susceptibles a desmetilar-se.

Els patrons de metilacio en cél-lules de mamifers estan regulats a través d'una
complexa interaccié d'almenys tres ADN metiltransferases (DNMTs) codificades
independentment: DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Préviament s’ha demostrat que DNMTL i
DNMT3b cooperen per mantenir la metilacié de I’ADN i el silenciament de gens (Rhee
et al, 2002) i l'alteraci6 genetica d'ambdds inhibeix significativament ['activitat
metiltransferasa i redueix la metilacié de I’ADN gendomic un 95%. Malgrat aixo, i tot i el
canvi en l'expressid genica, certs estudis demostren que la inhibicié de les DNMTs no
provoguen un canvi de metilacié global, sent certes regions resistents a desmetilar-se
(Gius et al.,, 2004), coincidint amb el que observem en alguns dels elements Alu
estudiats. Aquesta resistencia a la desmetilacié podria explicar-se per I’existéncia de
certs loci resistents i que, al replicar-se, es “remetilen”. Aquesta remetilacio preferencial
especifica de loci suggereix la participaciéo de factors moduladors de I’eficiencia de
metilacié cel-lular després de la replicacié (Hagemann et al., 2011).

Per altra banda, al analitzar les marques d’histona d’HCT116 i HCT116-DKO, vam veure
que els elements Alu desmetilats en ambdues linies presentaven marques actives, a
diferéncia dels elements metilats, tal i com caldria esperar. No obstant, en el cas de la
linia HCT116-DKO, vam veure que, tot i desmetilar-se la majoria d’elements Alu, les
marques d’histona activa només incrementaven en aquells elements situats a prop
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d’inicis de transcripcio, suggerint el paper regulador de les Alus situades prop de
I’extrem 5’ d’un gen i indicant que la inhibicié de les DNMTs no és suficient per regular
epigenéticament aquests elements.

4.2. PAPER DE L‘ELEMENT AJ2C1 EN LA REGULACIO DE DIEXF | LA SEVA
IMPLICACIO EN CANCER

En I’apartat 3.1 dels resultats estudiavem I’element Aj2cl, que es va obtenir a partir de
la tecnica AUMA, trobant-se hipometilat en tumors de cancer colorectal respecte la
mucosa hormal, la qual cosa suggeria la seva possible implicacié en la tumorigénesi. A
més, aquest element presentava una barrera interna metilacié/desmetilacié que
variava entre els diferents tipus cel-lulars estudiats, la qual cosa indicava una certa
organoespecificitat del patré6 de metilacié. La tria d’aquest element Alu Aj2cl per
I’estudi de la seva possible implicaci6 en cancer va venir no només pel seu
comportament i perfil epigenétic siné també pel gen que tenia situat a -440pb,
Clorfl07 o DIEXF (digestive-organ expansion factor), ja que s’ha descrit la seva
associacié amb la via de p53 i possible participaci6 en el desenvolupament de
I’aparell digestiu.

4.2.1. DIEXF | EL SEU PAPER EN CANCER

En Zebrafish s’havia vist que DEF (homoleg de C1orf107/DIEXF en huma) codificava per
un factor pan-endoderm especific. Chen i col-laboradors (Chen et al., 2005) van veure
que la pérdua d’expressi6 de DEF provocava hipoplasia en organs digestius i un
augment de I’expressio de A113p53. A113p53 és una isoforma de p53 produida per un
promotor alternatiu en I'intré 4 del gen p53 en humans (Murray-Zmijewski et al., 2006).
L’augment d’expressio de A113pS53 , especifica d’organs digestius anomals, indueix
I’expressi6 de gens associats a p53 activant I'aturada del cicle cel-lular perd no
I’apoptosi, i donant lloc a un fenotip hipoplastic dels érgans digestius.

Mentre que la induccié de I’expressid de p53 i/0 les seves isoformes resulta crucial per
suprimir el creixement cel-lular anomal, la isoforma A113p53 esta estretament regulada
pel factor DEF, especific d’organ/teixit, especialment durant I’organogeénesi, prevenint
la inhibicié adversa del creixement en organs i teixits (Chen et al., 2009).

Segons la versi6 Genome Browser, UCSC Genome Browser Mar. 2006 (NCBI36/hg18), i
consultant ’Ensembl/Havana, el gen DIEXF té diversos transcrits descrits en humans, el
1, 2 i 3. La manca de correlacié entre els nostres estudis d’expressié per RT-gPCR i
Northern Blot ens van portar a pensar en la possibilitat de I’existéncia de nous transcrits,
i a identificar, mitjancant la técnica RACE, tres nous transcrits, el 4, 5 i 6. Per altra
banda, del transcrit 2 no vam trobar cap evidéncia de la seva existéncia en les nostres
mostres ni amb la técnica de Northern Blot ni amb la técnica RACE.

Excepte el transcrit 2, que com hem dit, no vam detectar en les nostres mostres, la
resta de transcrits comparteixen els mateixos exons codificants i es diferencien
basicament en les regions UTRs dels extrems 3’ i 5’.
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L'extrem 3' de la majoria dels pre-ARNm de gens codificants de proteines i IncRNAs (de
I’anglés Long non-coding RNA) és tallat i poliadenilat, procés necessari per I’exportacid
nuclear, I'estabilitat dels ARNm madurs i I'eficiencia de traducci6é. Descobriments
recents han posat de manifest que una gran proporcié de gens conté més d'un lloc de
poliadenilacid, indicant que la poliadenilacié alternativa (APA) és un fenomen molt
generalitzat. L’APA doéna lloc a ARNm amb finals 3’ alternatius, contribuint a la
complexitat del transcriptoma mitjancant la generacié d'isoformes que difereixen ja
sigui en la seva seqiencia codificant o en els seus UTR3’ (Elkon et al., 2013). La longitud
de I'UTR3’ mostra una variacié considerable en els ARN missatgers dels mamifers,
oscil-lant de 60 fins a 4000 nucledtids. Aquest fet posa de manifest que el genoma
huma ha evolucionat per incrementar els mecanismes de control postranscripcional
en l'expressid dels gens. S'han identificat més de 2000 sequéncies curtes de nucleotids
en I’extrem UTR3’ on s’uneixen diferents elements reguladors de I’ARNm, participant en
el transport, degradacio6 o estabilitzacio6 i traduccié de I’ARNm.

En el gen DIEXF varem observar I'existencia de 5 llocs de poliadenilacié que
corresponien a les isoformes ja descrites (transcrit 1 i 3) i a les noves isoformes
identificades per RACE (transcrit 4, 5 i 6), i que donaven lloc a UTR3’ diferents, sent el
del transcrit 3 el més llarg, concretament uns 5500 pb més respecte els altres transcrits.
Els UTR3’ serveixen com a principals connectors de factors que controlen l'estabilitat, la
localitzacié i l'eficiéencia de traduccié (com per exemple microARNs (miARN) i
proteines d'unié a ARN) (Elkon et al., 2013). Tot i que la majoria d’articles en aquest
camp solen parlar d’un escurgcament de I’UTR3’ associat a una major expressio a nivell
de proteina donat que isoformes més curtes sovint presenten més estabilitat i perden
les dianes a microARN (mediadors de la repressio) (Lin et al., 2012; Mayr and Bartel,
2009), segons els nostres resultats, sembla ser que el transcrit 3 del gen DIEXF, que té el
UTR3’ més llarg, seria I’Gnic transcrit codificant, tal i com demostren els resultats
obtinguts en comparar els nivells d*ARNm de cada transcrit i els nivells de proteina. A
més, també es va silenciar I’expressié de DIEXF mitjancant siRNAs i vam veure que els
siRNAs especifics del UTR3’ llarg del transcrit 3 eren suficients per reduir els nivells de
proteina. Cal recordar que la cua poli (A) facilita el transport de I’ARN missatger al
citoplasma i el fa més resistent a la degradacid de les exonucleases cel-lulars
endogenes. Donada la importancia de la llargada de la cua poli (A) potser la resta
de transcrits generats tenen una cua poli (A) massa curta i pateixen una degradacio
enzimatica o sbn emmagatzemats en un estat inactiu (Elkon et al., 2013).

Els diferents transcrits de DIEXF no només difereixen en I’extrem 3’ siné també en el 57,
presentant diferents TSS (de I’anglés transcription start site), donant lloc a diferents
UTR5’. Segons el que hi ha publicat, el TSS del transcrit 1 comenca 24 pb més upstream
que el TSS del transcrit 3. A I‘analitzar per RACE I’extrem UTR5’ véiem una gran variacio
de sequéncies segurament causada per la presencia de multiples TSS corresponents
als diferents transcrits identificats. Es interessant destacar que el TSS majoritari que
apareixia en les Sw480 no es detectava en les hESC, suggerint que es tractava del TSS
del transcrit 3, present en Sw480 perd no en hESC.

Cada vegada és major el nombre de treballs que indiquen que un mateix gen pot
tenir diferents TSS. Kawaiji i col.laboradors (Kawaiji et al., 2006) van veure que l’inici de
transcripcié pot tenir lloc en multiples posicions dins el core promoter, de manera que
molts promotors no tindrien un Unic TSS sinG una série d’inicis de transcripcio situats uns
molt propers als altres (a certs pb), aquest concepte dista de la definicid dels
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anomenats “promotors alternatius” en els que els core promoters solen estar separats
per una certa distancia genomica (a certes kb). Mitiancant I’analisi CAGE (de I’anglés
Cap Analysis of Gene Expression) en 22 teixits van identificar 4 tipus diferents de
promotors multiples segons la distribucié dels TSS: un Unic pic dominant, una amplia
distribucié general, una distribucié bimodal o multimodal i una distribucié amplia amb
un pic majoritari (Figura D.2).

Mitja de longitut: 134pb
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Tots els teixits

Unic pic dominant

1 Tots els teixits o B .
Distribucié amplia
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L multimodal

1 Tots els teixits
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Fig. D.2. Tipus de promotors multiples establerts segons la distribucié de TSS. Les
agrupacions es classifiquen en quatre classes basades en el recompte CAGE de
tots els teixits. Els recomptes es mostren per histogrames, on l'eix x indica les
coordenades gendmiques o localitzacié cromosomica, i I'eix y indica els recomptes
totals dels tags CAGE. Figura adaptada de I'article de Kawaji i col-laboradors
(Kawaiji et al., 2006)).

Aquest fenomen doéna lloc a un increment de la complexitat del transcriptoma i
permet una especificitat de teixit en I’Gs dels diferents TSS. En la figura D.3. es mostren
diversos casos de I’Gs dels TSS depenent del teixit: en alguns casos s’ utilitzaria el mateix
TSS independentment del teixit (Figura D.3.a) i en altres casos hi hauria un Us del TSS
especific de teixit (Figura D.3.b. i c). Segons aquesta hipotesi seria possible que una
cel-lula, segons el context en el que es trobés, modifiques el seu lloc d’inici de
transcripcio, la qual cosa podria explicar el que observem en el gen DIEXF. Aixi doncs
segons els resultats obtinguts amb el 5’-RACE, i d’acord amb aquest model, semblaria
que DIEXF es comportaria com la figura D.3.c, on SW480 seria el teixit A ja que
presentaria tant el 1SS corresponent al transcrit 1 com el TSS del transcrit 3 (especific de
teixit i 24 pb dowstream de I’altre) i, en canvi, hESC seria el teixit B, presentant un TSS, el
del trancrit 1, comu en ambdues mostres.
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Fig. D.3. Possibles TSS segons el teixit. (a ) El TSS s’utilitza d’igual manera en el teixit A i
B, (b) El teixit A tendeix a utilitzar regions més upstream que el teixit B i ( c) Algunes
subregions mostren diferent Us dels TSS segons el teixit. Figura adaptada de I'article

de Kawaiji i col-laboradors (Kawaji et al., 2006).

L’as de mudltiples TSS podria estar regulat epigenéticament, ja sigui per la metilacié de
I’ADN, per modificacions d’histones o per remodelacié de la cromatina (Kawaji et al.,
2006). Com ja hem comentat, I’Alu Aj2cl situada prop del TSS del gen DIEXF presenta
un patré de metilacié diferent segons el tipus cel-lular, la qual cosa podria regular I’Us
dels diferents TSS. Aixi doncs, I’element Aj2cl desplacaria el TSS segons el seu estat de
metilacié permetent o no la transcripcié segons el tipus cel-lular o el context biologic

en el que es trobés la cél-lula.
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4.2.2. AJ2C1 ACTUA COM A BARRERA DE METILACIO, REGULANT LA CONFORMACIO DE
LA CROMATINA | AFECTANT L’EXPRESSIO DE DIEXF

L’element Aj2cl es va escollir per aprofundir en el paper dels elements Alu durant la
tumorigeénesi ja que es va trobar hipometilat en tumors de cancer colorectal amb una
elevada recurrencia. Com ja hem comentat, Aj2cl és un Alu Sq, situat en I’extrem 5’
del gen DIEXF, concretament a uns -450 pb dels mdltiples TSS identificats. Ates la
proximitat a aquest gen important en I’organogénesi de I'aparell digestiu, ens vam
proposar investigar el paper de I’Alu en la regulacié de I’expressié de DIEXF.

L'element Aj2cl pertany a la familia Alu S i esta insertada dins d’una sequéncia Mirb.
Aj2cl esta col-locat en posici6 invertida. S’ha observat que, normalment, la posicié de
I’element dins el genoma no afecta al seu rol dins d’aquest. No obstant, els elements
Alu invertits s’ha vist que mostren patrons d’insercié diferents als elements directes,
suggerint diferents mecanismes d’integracid. També s’ha observat que els elements
Alu invertits poden representar una font d’inestabilitat cromosomica (Cook et al., 2011).
En "apartat de resultats mostravem diversos estudis epigenétics i d’expressié per tal
d’esbrinar el paper de I’element Aj2cl en la regulacio del gen DIEXF. En primer lloc es
va analitzar I’estat de metilacié de I’Alu no només en colon normal i tumoral sind
també en altres tipus cel-lulars, el que va permetre veure que el patré de metilacié era
especific de tipus cel-lular. A més, també es van analitzar marques d’histona i pel que
fa a les marques actives veiem que a mesura que I’element Alu es desmetila aquestes
es feien presents. Al analitzar la regié vam veure com Aj2cl marcava una barrera de
metilacié que variava segons el tipus cel-lular, determinant I’obertura de la cromatina
(Figura R.18). Aixi doncs, observavem que quan més metilada estava I’Alu Aj2cl, més
petit era el domini de cromatina activa (seria el cas de hESC2 i HFF) i a mesura que la
regioé s’anava desmetilant augmenta el domini de cromatina activa (HCT116 i DKO).

Al correlacionar I’estat epigenétic de I’Alu i ’expressié de DIEXF, tot apunta a que la
regulacié del gen, concretament del transcrit codificant 3, ve determinada per la
metilacié de I’Alu. Véiem doncs que tots els transcrits no codificants s’expressaven en
totes les mostres analitzades, independentment de I’estat de metilacié de I’Alu, mentre
gue nomeés hi havia expressié del transcrit 3 codificant, i per tant de la proteina, quan
I’element Alu Aj2cl estava totalment desmetilat o bé quan la regié 3’ de I’Alu es
trobava altament desmetilada (Taula R.13). En Sw480 i LoVo, tot i tenir part de I’Alu
desmetilada, aquesta no presentava marques actives, perd el gen s’expressava.
Aquest escenari suggereix que la desmetilaci6 del element Alu seria el pas que
desencadenaria un desplacament del TSS, permetent la unié6 de factors de
transcripcio i la consequent transcripcié génica. Com hem vist, els resultats de RACE,
ens van permetre veure I’existéncia de multiples TSS de DIEXF i que el transcrit 3 en
concret presentava un TSS especific i diferent de la resta. Segons aquests resultats
semblaria que I’estat de metilacié de I’element Aj2cl controlaria I’inici de transcripcio
del transcrit 3.

Com ja hem comentat, la complexitat dels mecanismes de regulacié génica no es
coneixen completament i malgrat que els nostres resultats no acaben d’aclarir el
mecanisme d’accié de I'’element Aj2cl i per tant calen molts més estudis, podriem
postular que Aj2cl actuaria com a font de llocs d’unié a factors de transcripcioé o altres
complexes proteics que determinessin I’Gs 0 no del TSS del transcrit 3, facilitant a més
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Iestat de la cromatina oberta. En la seqiéencia d’Aj2cl s’han predit multiples llocs
d’uni6 a factors de transcripcid, entre ells trobem Spl (involucrat en
desenvolupament) i SRF (implicat en cicle cel-lular, apoptosi, diferenciacié i
creixement). En aquesta tesi no hem tractat aquest punt pero seria interessant trobar
gue s’uneix o no a Aj2cl segons el seu estat de metilacié aixi com fer diversos estudis
per determinar el mecanisme que regula I’Gs dels multiples inicis de transcripcio.

Per altra banda, i segons els resultats observats, I’expressié6 de DIEXF aniria associada,
de manera especifica a un context tumorigénic. Com ja hem comentat el gen DIEXF
esta associat a la via de p53 i a I’aparell digestiu. En I’apartat de resultats confirmavem
el rol de Aj2cl, aixi com de DIEXF, en la tumorigénesi al consultar, en diverses parelles
normal-tumor, I'estat de metilacié de I’element Alu en les dades del TCGA (The
Cancer Genome Atlas) i I’expressi6 del gen DIEXF en la bases de dades de
I’Oncomine.

Segons I'estat de metilacié es van poder classificar en 4 perfils de comportament
(Figura R.42). Dins dels 4 grups de la classificacié veiem dos tipus ben definits segons
I’estat de metilacié. El grup 1, 2 i 3 formaria part del primer tipus, majoritari en els
diferents cancers estudiats i on I’element Alu s’hipometila en tumors i I’ illa CpG roman
desmetilada, en aquests grups veiem una sobreexpressidé del gen DIEXF. Dins d’aquests
grups trobem d’adenocarcinoma de colon (grupl), el carcinoma de mama, prostata i
pulmo (grup 2), el carcinomes d’uter, ronyo i glioblastomes (grup 3).

El grup 4 (on trobem els glioma cerebral de baix grau) formaria part del segon tipus:
hipermetilacié en tumor tant de I’element Alu com de l’illa CpG. Del grup 4, no obstant
no hem trobat cap cas que ens confirmi una infraexpressié de DIEXF .

Normalment aquesta sobreexpressié es veia tant en la sonda especifica pels transcrits
1, 3, 4, 5 i6 com per les especifiques del transcrit 3. Tot i que en certs casos la
sobreexpressid era especifica del transcrit 3. Altres tipus de tumors de diferents teixits
mostren un patré heterogeni fent que no encaixessin en cap dels grups establerts, és el
cas del carcinoma de tiroides aixi com els adenocarcionomes de prostata, estébmac,
pulmé, pancrees i recte.

La informacio trobada en totes aquestes bases de dades tant a nivell d’expressi6 com

de metilacié en mostres normals i tumorals ens ajuda a confirmar, de nou, la relacié
entre I’estat de metilacié de I’element Alu Aj2clil’expressié del gen DIEXF.
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5.  ELS ELEMENTS ALU DURANT LA DIFERENCIACIO

La diferenciacio cel-lular implica I'activacio i repressié de milers de gens d’una cel-lula
mare a fi de donar una céllula diferenciada. Les cél-lules mare embrionaries
pluripotents posseeixen la capacitat de diferenciar-se en mdultiples llinatges cel-lulars en
el cos. En aquesta reprogramacio juga un paper important I’epigenética, tant a nivell
de metilacié de I’ADN com a nivell de cromatina. En les cél-lules mare, I'epigenoma és
molt mal-leable, receptiu i versatil, a diferéncia de les cél-lules somatiques (Meshorer
and Misteli, 2006; Mohn and Schubeler, 2009). Trobem molts estudis en aquest camp,
pero la majoria d’ells s’han centrat en seqiéncies Uniques.

En mamifers s’ha vist que un subconjunt dels promotors que contenen illes CpG
pateixen metilacions de novo depenent del llinatge cel-lular, causades per factors
especifics de sequéncia i modificacions epigenétiques. No obstant aixd, encara no
s’han aclarit els mecanismes de la metilaci6 dinamica de I’ADN. Lienert |
col-laboradors van observar que els promotors proximals mostraven autonomia propia
per definir els seu estat de metilaci6 en céllules pluripotents i capacitat de
reprogramar aquests estats de metilacié durant la diferenciacié cel-lular (Lienert et al.,
2011).

En I'apartat de resultats vam determinar I’estat de metilacié d’un grup d’elements Alu
en cél-lules mare, cél-lules pluripotents induides i cél-lules diferenciades (queratinocits,
fibroblasts, leucocits i cél-lules de colon) (Taula R.6). Trobavem certs elements que
mantenien el seu patré6 desmetilat en tots els tipus cel-lulars aixi com una forta
preséncia de marques d’histona actives al analitzar tant cél-lules mare embrionaries
com fibroblasts (Figura R.13). Aquest fet, com ja s’ha comentat anteriorment, ens fa
pensar en la seva importancia biologica. D’altres estaven metilats en cél-lules mare
embrionaries i es mantenien metilats en les cél-lules diferenciades analitzades, i al
analitzar la cromatina vam observar que no presentaven margues actives. Com ja
hem anat veient la metilacié de I’ADN és una marca repressora i el fet que aquests
elements es mantinguin silenciats en els diferents contextos biologics indicaria la forta
pressid epigenética a la que estan sotmesos.

Per altra banda, vam observar certs elements metilats en ceél-lules mare embrionaries i
cel-lules pluripotents induides perd que es desmetilaven parcialment o totalment en
algunes ceél-lules diferenciades. Resulta interessant que aquests elements Alu, tot i estar
metilats en ceél-lules mare embrionaries presentaven marques d’histona actives que es
mantenien en els fibroblasts, on es desmetilaven. Com s’ha vist al llarg del treball, les
marques actives Ack9H3 i H3K4dme3 estan associades especificament a Alus
desmetilades, pero el fet de trobar Alus amb marca activa en ceél-lules mare
embrionaries tot i estar metilades indicaria una “preparacié” de la cromatina, fent-la
meés accessible i donant-li versatilitat a I’hora de diferenciar-se, similar al que ocorre
amb els dominis bivalents (Bernstein et al.,, 2006). Aquest fenomen només I’hem
observat en uns pocs elements Alu i caldria realitzar altres analisis, com per exemple
ChIP-Seq, a fi de determinar si es tracta d’un mecanisme més generalitzat en cel-lules
mare embrionaries. En aquest cas, la bivaléncia vindria donada per la metilacié dels
elements Alu i les marques AcCK9H3 i/o H3K4me3, de manera, que durant la
diferenciacio, en aquelles cel-lules on I’Alu tingués un paper funcional es desmetilaria i
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es mantindrien les marques actives mentre que en les céel-lules on I’Alu hagués d’estar
reprimida, es perdrien les marques actives i es mantindria la metilacié.

Un altre element Alu que vam identificar diferencialment metilat va ser I’element
ZALU3, desmetilat en cel-lules mare embrionaries i pluripotents induides i metilat en la
majoria de les cél-lules diferenciades estudiades. ZALU3 presentava marca d’histona
activa (H3K4me3) i inactiva (H3K27me3) en ceél-lules mare embrionaries mostrant la
bivaléncia caracteristica d’aquestes ceél-lules mare descrita en multiples treballs
(Bernstein et al., 2006; Mohn and Schubeler, 2009). Al diferenciar-se i metilar-se, veéiem
com homés es mantenia la marca inactiva H3K27me3.

5.1. PAPER DE L‘ELEMENT ZALU3 EN LA REGULACIO DE GLDC | LA SEVA
IMPLICACIO EN EL PROCES DE DIFERENCIACIO

L’element ZALU3 es va obtenir més recentment, a partir de la técnica NSUMA. En
lapartat 3.2 dels resultats estudiavem I’element ZALU3 i el gen proxim GLDC. Vam
considerar ZALU3 interessant ja que es trobava altament desmetilat en cél-lules mare
embrionaries i metilat en la majoria de ceél-lules diferenciades analitzades en el NSUMA.
ZALU3 es tracta d’un Alu Sc, situat a -1.064 pb del TSS del gen GLDC (glycine
dehydrogenase), un gen relacionat amb el metabolisme de la glicina (Kanno et al.,
2007; Zhang et al., 2012).

5.1.1. GLDC | EL SEU PAPER EN EL METABOLISME DE LA GLICINA

Abans d’entrar en detall en la regulacié de I’expressié de GLDC és important entendre
el paper de GLDC dins del metabolisme de la glicina (Figura D.4).

La glicina és un aminoacid nutricionalment “no essencial” i la seva principal funcié és
com a precursor de proteines i proporcionar la subunitat C2N a les purines. També
participa en la biosintesi del col-lagen, del grup hemo de I’hemoglobina i d’altres
porfirines i és un neurotransmissor inhibitori del sistema nerviés central (Petrat et al.,
2012) (Petrat et al.; Wang et al., 2013).

La glicina es pot sintetitzar a través de diferents vies tot i que la principal és a partir de
la serina seguint una important reaccié reversible catalitzada per la serina
hidroximetiltransferasa (SHMT). Pel que fa a la degradacio, existeixen tres vies, essent la
meés important la catalitzada pel sistema d‘escissié de la glicina o GCS (de I’anglés
Glicine Cleavage System) que degrada la glicina a CO2, amoniac, NADH i un grup
metilé, acceptat pel tetrahidrofolat (Wang et al.,, 2013). GCS catalitza una reaccid
reversible, perd és important mencionar que degut a les concentracions intracel-lulars
de substrats i productesi a la seva cinética enzimatica, s’afavoreix la degradacio6 de la
glicina. A més a més, la reacci6é de sintesi de glicina mitiancant GCS és un procés
altament reductor, de manera que en condicions fisioldgiques aerobiques no es déna
(Kikuchi et al., 2008).

GCS és un complex enzimatic mitocondrial format per 4 proteines (P, H, Ti L). GLDC o
glycine dehydrogenase (decarboxylating) codifica la proteina P (pyridoxal phosphate-
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dependent glycine decarboxylase) d’aquest complex enzimatic, la qual posseeix una
activitat glicina descarboxilasa dependent de fosfat piridoxal i s’expressa en cervell,
ronyo, fetge i placenta. La preséncia o l'abséncia de la proteina P és clau per
determinar els teixits actius o inactius en la degradacio de la glicina, perd no es coneix
la importancia fisiologica dels diferents nivells d’activitat GCS en els diferents teixits.
S’ha vist que el complex GCS s’expressa durant I’embriogénesi (Tibbetts and Appling,
2010). Es creu que la regulacio de I'expressid dels gens que codifiquen pels diferents
components de GCS pot ser crucial per al metabolisme de la glicina. En aquest sentit,
els nostres resultats indiquen que I'expressio de GLDC estaria regulada per ’estat de
metilacié de ZALUS.
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THF ; THF
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Fig. D.4. Metabolisme de la Glicina. En vermell marquem el GCS (Glycine
Cleavage System) del que forma part la proteina P, codificada per GLDC.
Figura adaptada de (Petrat et al., 2012).

5.1.2. ALTERACIONS EN GLDC

S’ha vist que la deficiencia en GLDC és causa d’hiperglicémia no cetosica (NKH, de
I’anglés Nonketotic Hyperglycemia), també coneguda com encefalopatia per glicina.
Aguesta malaltia autosomica recessiva es caracteritza per una gran acumulacio de
glicina en els fluids corporals i per simptomes neurologics severs (Kanno et al., 2007).
Altres malalties associades a una mutacié en GLDC son: retard mental, diabetis i
anomalies congeénites.

El 80% de les alteracions que pateix GLDC s6n mutacions o delecions en I’extrem 5’ del
gen (Wongsurawat et al., 2012). La regié 5’ de GLDC és rica en R-loops i en elements
Alu. S’han detectat alguns casos de NKH associats a delecions en GLDC causades per
recombinacions dutes a terme per elements Alu. Un total de 120 copies d’elements Alu
es troben en el gen GLDC, el qual té una llargada de 113 kb. Aixd implica una elevada
densitat d’elements Alu en aquesta regid. Aquest no és el primer cas de malalties
associades a recombinacions/delecions dutes a terme per Alus (Kanno et al., 2007). No
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obstant, ZALU3 no es troba dins del gen, sind6 a més de 1.000 pb de [linici de
transcripcio i el paper que jugaria seria a nivell de regulacié transcripcional tal i com
discutirem més endavant.

5.1.3. GLDC | EL SEU PAPER EN CANCER

En un treball recent es proposa GLDC com un enzim oncogenic (Zhang et al., 2012).
En I’estudi portat a terme per Zhang i col-laboradors (Zhang et al., 2012) en cancer de
pulmé van observar un subgrup de cél-lules canceroses que sobreexpressaven GLDC.
Aquest subgrup es va identificar com a TIC (de I'anglés Tumor Iniciating Cells), es
tracta de ceél-lules que expressen marcadors de cel-lules mare i sén les responsables
del manteniment i la progressidé tumoral (Benayoun et al., 2012). En aquest estudi van
generar un knock-out de GLDC en cél-lules de cancer de pulmé (A549) i també van
emprar les cél-lules d’adenocarcinoma de colon CaCo2; al suprimir GLDC veien una
reduccié de la proliferacid cel-lular aixi com una reduccié en el potencial tumoral
d’aquestes cél-lules. Aixi doncs la sobreexpressié de GLDC s’associaria a cél-lules mare
canceroses, al menys en cancer de pulmé.

El concepte de les cel-lules mare canceroses o CSCs (de I’anglés Cancer Stem Cells)
ha adquirit molta importancia en la recerca oncologica dels Ultims anys. Les CSC es
defineixen com una petita subpoblacié de ceél-lules tumorals que tenen la capacitat
d’iniciar un tumor i de conduir la proliferacié neoplastica. Les cél-lules CSC tenen
capacitat de produir un nombre il-limitat de copies de si mateixes mitjancant
I’autorenovacié i potencial per donar lloc a qualsevol cél-lula dins d’un tumor
mitjancant el procés de diferenciacio. Aixi doncs les CSC presenten propietats similars
a les de les cél-lules mare, com la capacitat d’autorenovar-se i diferenciar-se (Suva et
al., 2013).

Coincidint amb els resultats de Zhang i col-laboradors, en els nostres estudis vam
observar que les cél-lules d’adenocarcinoma de colon huma, CaCo2 expressaven
GLDC. Morfologicament, els cultius d’aquesta linea sén molt heterogenis i contenen
subpoblacions de cél-lules amb diversa capacitat de diferenciacié. Aixi doncs, en
condicions estandards de cultiu, la poblaci6 CaCo2 conté un gran nombre de
cel-lules morfoldgicament indiferenciades, en canvi sota condicions d’estres, com la
deprivacié de glucosa o serum, aquestes ceél-lules es diferencien i polaritzen, exhibint
moltes caracteristiques i funcions de les ceél-lules diferenciades de I’epiteli de la
mucosa intestinal. Aquestes cél-lules han estat emprades en mudltiples treballs per
realitzar estudis in vitro relacionats amb la funcié i la diferenciacié de les cél-lules
intestinals (Yang et al., 2013). En el nostre laboratori i sota les condicions adequades de
cultiu in vitro es van diferenciar i polaritzar aquestes cél-lules i vam poder observar com
es reduia I’expressié de GLDC (Figura R.56).

Per altra banda Mohit Jain i col-laboradors (Jain et al., 2012) van observar que el patro
de consum de glicina aixi com els enzims relacionats amb la seva biosintesi estan
estretament relacionats amb la velocitat de divisi6 de les cél-lules canceroses. Les
cel-lules canceroses que es divideixen rapidament consumeixen altissimes quantitats
de glicina, mentre que les que presenten velocitats molt baixes exporten aquest
aminoacid a I'exterior de la cel-lula. Al desproveir de glicina a les cél-lules canceroses,
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eliminant 'aminoacid del medi de cultiu o bloquejant els enzims implicats en el seu
metabolisme), les cél-lules amb una rapida divisié reduien el seu ritme de proliferacio,
mentre que aquelles que proliferaven poc a poc no modificaven el seu patré de
divisio. Aquests estudis també s’han confirmat in vivo, on una major expressié d’aquests
enzims implicats en el metabolisme de la glicina s’associen a un pitjor pronostic en
cancer de mama (Jain et al.,, 2012). Aixi doncs sembla que la glicina té un paper
destacat en la tumorigénesi i depenent del tipus de cancer s’alteren determinats gens
afectant a les vies de sintesi i degradacio de la glicina.

5.1.4. ZALU3 REGULA L’EXPRESSIO DE GLDC | ACTUA COM A AILLADOR GENOMIC

Tal i com hem comentat, I’element ZALU3 es va escollir per aprofundir en el paper dels
elements Alu durant la diferenciacid. Es tracta d’un Alu Sc (familia més freqltent i
d’edat intermédia), situat en I’extrem 5’ del gen, a -1.064pb del TSS del gen GLDC
(glycine dehydrogenase).

En I'apartat de resultats mostravem els diversos estudis epigenétics i d’expressid per tal
d’elucidar el paper de I’element ZALU3 en la regulacid del gen GLDC. El patrd
d'expressié venia aparentment determinat per la metilacié de ZALU3. GLDC només
s’expressa quan |’element ZALU3 es troba totalment desmetilat, és el cas de les
cel-lules mare embrionaries, les ceél-lules pluripotents induides, els hepatocits i la linia de
CCR CaCo2 (Taula R.14).

Al analitzar diferents temps de diferenciacié de les cél-lules mare cap a embrioid
bodies (EBs), veiem que la metilacié de ZALU3 ocorria ja a dia 2, moment en el qual
GLDC deixava d’expressar-se. Pel que fa a la cromatina, les céllules mare
embrionaries, les quals expressaven GLDC i tenien ZALU3 desmetilat, presentaven no
només marques d’histona actives sind també la marca inactiva H3K27me3, mostrant
una bivaléncia caracteristica de les cél-lules mare. Aquesta bivaléncia no només es
ddéna en I’Alu siné en tota la regié promotora. Com ja hem comentat, diversos estudis
a escala genomica de la metilacié de I’ADN i les modificacions d’histones revelen
estats dinamics d’aquestes marques epigenetiques en els promotors i les illes CpG
(Bernstein et al., 2006; Mohn and Schubeler, 2009). Al llarg del temps de diferenciacio
observavem com la marca activa H3K4dme3 comencava a baixar a dia 2, sobretot en
I’element ZALU3 i véiem com el domini de cromatina activa s’anava fent més estret al
llarg de la diferenciacio. Pel que fa a la marca inactiva H3K27me3, veiem que es
mantenia al llarg de la diferenciacié i que a dia 12 aquesta s’estenia al llarg de la
regid (Figura R.54). Per tant, tot indica que la metilacié de I’Alu seria el primer o un dels
primers esdeveniments de la disminucio de I’expressié del gen GLDC.

Pel que fa a les cél-lules diferenciades no vam observar bivaléncia. Aixi doncs, quan
GLDC no s’expressava i I’Alu estava metilada véiem preséncia de marca H3K27me3,
com en el cas d’HFF. En canvi quan GLDC s’expressava i I’Alu estava desmetilada
observavem marca activa, com en el cas de la linia d’hepatocits (en aquest cas
basant-nos les dades del ENCODE ja que no es va fer un analisi per ChIP d’aquestes
linies).

De la mateixa manera, en les ceél-lules tumorals vam observar molta preséncia de
marca activa quan GLDC s’expressava i I’Alu estava desmetilada (CaCo2). No
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obstant, en aquells casos on GLDC no s’expressava, com en HCT116 i Sw480, la regio
estava altament metilada i no presentava marques actives o nivells molt baixos, ni
tampoc H3K27me3. En el cas de DKO, on observavem una lleu expressi6 de GLDC,
veiem que la presencia de marca activa augmentava respecte a HCT116, pero sense
assolir els nivells presents en CaCo2, corresponent-se a la desmetilacié que patia la
regié. Com ja hem comentat, DKO es tracta d’una linia deficient en DNMTs (DNMT1 -/-,
DNMT3b -/-), fet que provoca una desmetilacié global del seu genoma, suggerint que
la desmetilacié seria la que facilitaria I'obertura de la cromatina, fent-la més
accessible.

Aixi doncs, I'estat epigenétic de la regid regularia I’expressi6 del gen GLDC, sent
I’element Alu ZALU3 el que marcaria una barrera en I’estat de metilacio, jugant un
paper com a aillador genomic, i reclutant possiblement factors de transcripcié i/o
altres proteines que participarien en la regulacié del gen. Com en el cas de Aj2cl, en
la regié de ZALU3 s’han predit multiples llocs d’unié a factors de transcripcio, entre ells
trobem Sp1 (involucrat en desenvolupament) i SRF (implicat en cicle cel-lular, apoptosi,
diferenciacio i creixement).

En aquest cas sembla que la metilacié de ZALU3 jugaria un paper dins la diferenciacio
regulant I’expressié de GLDC en ceél-lules mare embrionaries i en organs com el cervell,
el ronyo, el fetge i la placenta, on jugaria un paper en la sintesi i degradacio de
glicina.
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6. IMPLICACIO DELS ELEMENTS ALU EN LA REGULACIO GENICA

Molts estudis a escala genomica han ignorat elements Alu a causa de les dificultats
técniques en l'analisi d'aquests elements repetitius. No obstant, I’abundancia
d'elements Alu en genoma huma demostra que han tingut un gran impacte en la
mutagéenesi causada per la seva insercio i en I’evolucié del genoma dels primats. La
seva distribucié en tot el genoma ha agreujat I'impacte, substituint seqiencies
primaries per esdeveniments de recombinacié homologa no-al-leélics en tot el genoma.
Diversos estudis de seqiienciacié han mostrat que aquestes formes d'inestabilitat no
només han donat lloc a importants canvis evolutius en els genomes, sind segueixen
causant diversitat dins la mateixa espécie i contribueixen en certes malalties. La
ubiquitat d'elements Alu en el genoma, i la seva presencia en zones riques en gens,
també els ha portat a participar, tal i com hem vist, sobre I'expressié | regulacié génica.

Com ja s’ha dit, els elements Alu sén transcrits per I’ARN polimerasa lll, perd no
codifiquen cap proteina funcional siné que utilitzen la transcriptasa inversa dels
elements LINE-1, per fer copies d'ADNc i retrotransposar-se de nou en el genoma de
'hoste (Dewannieux et al, 2003). Encara que les insercions Alu poden ser
mutageniques (Deininger and Batzer, 2002), la gran majoria d’Alus integrats no tenen
cap influéncia aparent sobre el genoma. No hi ha cap funcié obvia pels elements Alu,
pero la seva preséncia en el genoma s’ha implicat en diversos processos biologics
incloent la recombinacié ectopica, la creacié de nous exons, i la donacié de nous
elements reguladors (Deininger and Batzer, 2002; Kreahling and Graveley, 2004) .

Cada vegada que un element Alu s'inserta en un gen, o prop d'ell, té el potencial
d'influir en l'expressié d'aquest per diversos mecanismes, no obstant, és molt probable
que la majoria d'aquestes influéncies estiguin sota una seleccié negativa i per tant
reprimides. Pero tal i com hem vist, en algunes ocasions la insercidé d’un element Alu i la
seva evolucié conjunta amb un gen especific el portara a ser regulador d'aquest gen
(Deininger, 2011; Polak and Arndt, 2008).

Com ja hem comentat els elements Alu sén rics en residus CpG, ampliament subjectes
a la metilacié i per tant responsables d'aproximadament el 25% de la totalitat de la
metilacié al genoma. Per altra banda el fet que les citosines metilades siguin més
facilment mutables que les citosines desmetilades (Polak and Arndt, 2008) explica que
els elements Alu desmetilats no pateixin tantes mutacions i que estiguin més conservats
a nivell de seqiéncia que els elements metilats (Xing et al., 2004). A més hem vist que
la metilacié d’alguns elements Alu varia entre diferents teixits i disminueix en molts
tumors. Es probable doncs que la desmetilacié d'un element Alu augmenti I'expressid
del locus on es troba. D’acord amb el que hem anat observant, i el que d’altres estudis
també han postulat, els elements Alu podrien ser una font de noves illes CpG, formant
una barrera de metilacié que influiria en la regulacié dels gens propers (com ocorre
amb ZALU3, proper al gen GLDC), o bé, segons el seu estat epigenetic, canviaria la
conformacié de la cromatina i desplacaria I'inici de transcripcié del gen proper
permetent o0 no la seva expressid (com és el cas de Aj2cl, proper al gen DIEXF) (Figura
D.5).

Els elements Alu també destaquen per albergar un gran nombre de llocs d’unié a
factors de transcripcié, i alguns d'aquests llocs d'unié sén especifics de certes
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subfamilies Alu. Per tant, tenen una enorme capacitat per influir en I'expressié dels gens
propers (Deininger, 2011; Polak and Domany, 2006).

MODELA MODELB
— I
Cellulesmare | N L - | 2
s ! — mam i
Célules diferenciades | [T ] L T ee—
— I
Ceél-lulestumorals | ] 2 I L
Alu CpGi GEN Alu CpGi GEN

Fig. D.5. Model resum del paper dels elements Alu en la regulacié transcripcional segons els
nostres resultats. El verd indica els nivells de marques d’histona actives i la barra inferior mostra
I’estat de metilacio, essent negre metilat i blanc desmetilat. Aj2c1 (DIEXF) estaria representat pel
model A i ZALU3 (GLDC) pel model B.

A part dels mecanismes de regulacioé transcripcional en els que ens hem centrat al
llarg d’aquesta tesi, s’ha vist que els elements Alu també intervenen en processos post-
transcripcionals. Dins d’aquests processos els elements Alu situats dins de gens
participen proporcionant llocs de poliadenilacio, llocs d'splicing alternatiu i llocs per
I'edicio de I'ARN (Stower, 2013).

Els elements Alu, com ja hem comentat, tenen dues cues d’adenines en la seva
seqglieéncia consens que poden mutar facilment i donar lloc a la cua de poliadenilacio
consens AATAAA. L’splicing alternatiu generat per elements Alu es coneix com
‘exonitzacid' dels elements Alu (Stower, 2013). Aquest fenomen esta molt estes, i sens
dubte afecta a centenars, si no milers, dels gens humans. En general, I'Gs de
seqliencies Alu per generar un splicing alternatiu sembla ser la causa només d’una
disminucié d'expressi6. No obstant, els splicings alternatius que sobreviuen
evolutivament es tornen dominants afectant a la funcié del gen on s’ha produit
I’esdeveniment. Una amplia gamma de malalties s6n causades per aquest
mecanisme, com per exemple el sindrome d'Alport, el sindrome de Leigh, la
degeneracié coriorretinal, mucopolisacaridosi VIl, I’'angioedema hereditari causat per
la mutacié del gen C1-INH, I’a-talassémia, causada per la mutacioé del gen a-globina,
sindrome Ehlers-Danlos causat per la mutacié del gen PLOD i, com hem vist
anteriorment, la hiperglicemia no cetosica causada per la mutacié del gen GLDC.
També hi ha casos de distrofia muscular de Duchenne, causats per la mutacio del gen
DMD (Stower, 2013).

Finalment també s’ha vist que, del prop d'un milié de repeticions Alu en el genoma, el
0,5% resideix en les regions UTR3’ dels gens (Smalheiser and Torvik, 2006). De nou els
elements Alu tindrien una implicacié en la regulacié génica ja que podrien actuar
com a possibles llocs d’uni®6 de microRNAs. Els microRNAs sén miRNAs altament
conservats i relacionats amb la regulacié de I’expressid genica unint-se a les regions
UTR3’ dels gens, inhibint aixi la seva traduccié a ARNm (Smalheiser and Torvik, 2006).
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CONCLUSIONS



L'analisi sistematic de la metilaci6 en les sequencies repetitives Alu ha
permés identificar un subgrup d'elements amb perfils epigenéetics distintius i
propis d'estats funcionals actius.

Els elements Alu desmetilats en teixit normal presenten un alt grau de
conservacio epigenetica.

Els elements Alu presenten perfils epigenetics especifics d'estats fisiologics
(segons el tipus de cel-lular)o patologics (com el cancer).

S'han identificat i caracteritzat dues regions promotores corresponents als
gens DIEXF i GLDC que presenten elements Alu (Aj2cl i ZALUS,
respectivament) amb un patré epigenetic dinamic durant el cancer i el
desenvolupament.

Els elements Alu Aj2cl i ZALU3 presenten canvis epigenetics que delimiten
la regid reguladora dels gens adjacents, traduint-se en pefrfils
transcripcionals i proteics associats a I'estat epigenetic de I'Alu.

213



BIBLIOGRAFIA



Aguilera, O., Fernandez, A. F., Munoz, A., and Fraga, M. F. (2010). Epigenetics and environment: a
complex relationship. J Appl Physiol 109, 243-251.

Ahmed, F. E. (2004). Effect of diet, life style, and other environmental/chemopreventive factors
on colorectal cancer development, and assessment of the risks. J Environ Sci Health C Environ
Carcinog Ecotoxicol Rev 22, 91-147.

Ahnen, D. J. (1991). Genetics of colon cancer. West J Med 154, 700-705.

Allis, C. D., Berger, S. L., Cote, J., Dent, S., Jenuwien, T., Kouzarides, T., Pillus, L., Reinberg, D., Shi, Y.,
Shiekhattar, R., et al. (2007). New nomenclature for chromatin-modifying enzymes. Cell 131, 633-
636.

Andrews, N. C., and Faller, D. V. (1991). A rapid micropreparation technique for extraction of
DNA-binding proteins from limiting numbers of mammalian cells. Nucleic Acids Res 19, 2499.

Aprile, G., Mazzer, M., Moroso, S., and Puglisi, F. (2009). Pharmacology and therapeutic efficacy
of capecitabine: focus on breast and colorectal cancer. Anticancer Drugs 20, 217-229.

Atkinson, S., and Armstrong, L. (2008). Epigenetics in embryonic stem cells: regulation of
pluripotency and differentiation. Cell Tissue Res 331, 23-29.

Azuara, V., Perry, P., Sauer, S., Spivakov, M., Jorgensen, H. F., John, R. M., Gouti, M., Casanova,
M., Warnes, G., Merkenschlager, M., and Fisher, A. G. (2006). Chromatin sighatures of pluripotent
cell lines. Nat Cell Biol 8, 532-538.

Bannister, A. J., and Kouzarides, T. (2011). Regulation of chromatin by histone modifications. Cell
Res 21, 381-395.

Barak, M., Levanon, E. Y., Eisenberg, E., Paz, N., Rechavi, G., Church, G. M., and Mehr, R. (2009).
Evidence for large diversity in the human transcriptome created by Alu RNA editing. Nucleic
Acids Res 37, 6905-6915.

Barrera, V., and Peinado, M. A. (2012). Evaluation of single CpG sites as proxies of CpG island
methylation states at the genome scale. Nucleic Acids Res 40, 11490-11498.

Barrero, M. J., Boue, S., and Izpisua Belmonte, J. C. (2010). Epigenetic mechanisms that regulate
cell identity. Cell Stem Cell 7, 565-570.

Bassett, A., Cooper, S., Wu, C., and Travers, A. (2009). The folding and unfolding of eukaryotic
chromatin. Curr Opin Genet Dev 19, 159-165.

Batzer, M. A., and Deininger, P. L. (2002). Alu repeats and human genomic diversity. Nat Rev
Genet 3, 370-379.

Bayani, J., and Squire, J. A. (2004). Traditional banding of chromosomes for cytogenetic analysis.
Curr Protoc Cell Biol Chapter 22, Unit 22 23.

Baylin, S. B., and Herman, J. G. (2000). DNA hypermethylation in tumorigenesis: epigenetics joins
genetics. Trends Genet 16, 168-174.

Baylin, S. B., and Schuebel, K. E. (2007). Genomic biology: the epigenomic era opens. Nature 448,
548-549.

Becker, P. B., and Horz, W. (2002). ATP-dependent nucleosome remodeling. Annu Rev Biochem
71, 247-273.

Belancio, V. P., Roy-Engel, A. M., Pochampally, R. R., and Deininger, P. (2010). Somatic expression
of LINE-1 elements in human tissues. Nucleic Acids Res 38, 3909-3922.

Benayoun, L., Gingis-Velitski, S., Voloshin, T., Segal, E., Segev, R., Munster, M., Bril, R., Satchi-
Fainaro, R., Scherer, S. J., and Shaked, Y. (2012). Tumor-initiating cells of various tumor types
exhibit differential angiogenic properties and react differently to antiangiogenic drugs. Stem
Cells 30, 1831-1841.

217



Bennett, E. A., Keller, H., Mills, R. E., Schmidt, S., Moran, J. V., Weichenrieder, O., and Devine, S. E.
(2008). Active Alu retrotransposons in the human genome. Genome Res 18, 1875-1883.

Berdasco, M., and Esteller, M. (2010). Aberrant epigenetic landscape in cancer. how cellular
identity goes awry. Dev Cell 19, 698-711.

Berdasco, M., and Esteller, M. (2011). DNA methylation in stem cell renewal and multipotency.
Stem Cell Res Ther 2, 42.

Berger, S. L. (2007). The complex language of chromatin regulation during transcription. Nature
447, 407-412.

Bernstein, B. E., Mikkelsen, T. S., Xie, X., Kamal, M., Huebert, D. J., Cuff, J., Fry, B., Meissner, A,
Wernig, M., Plath, K., et al. (2006). A bivalent chromatin structure marks key developmental genes
in embryonic stem cells. Cell 125, 315-326.

Bernstein, B. E., Stamatoyannopoulos, J. A., Costello, J. F., Ren, B., Milosavljevic, A., Meissner, A.,
Kellis, M., Marra, M. A., Beaudet, A. L., Ecker, J. R, et al. (2010). The NIH Roadmap Epigenomics
Mapping Consortium. Nat Biotechnol 28, 1045-1048.

Bertram, J. S. (2000). The molecular biology of cancer. Mol Aspects Med 21, 167-223.

Bhutani, N., Burns, D. M., and Blau, H. M. (2011). DNA demethylation dynamics. Cell 146, 866-872.
Bibikova, M., Chudin, E., Wu, B., Zhou, L., Garcia, E. W., Liu, Y., Shin, S., Plaia, T. W., Auerbach, J. M.,
Arking, D. E., et al. (2006). Human embryonic stem cells have a unique epigenetic signature.
Genome Res 16, 1075-1083.

Bird, A. (2002). DNA methylation patterns and epigenetic memory. Genes Dev 16, 6-21.

Bird, A. (2007). Perceptions of epigenetics. Nature 447, 396-398.

Bonasio, R., Tu, S., and Reinberg, D. (2010). Molecular signals of epigenetic states. Science 330,
612-616.

Borras, J. M., Sanchez-Hernandez, A., Navarro, M., Martinez, M., Mendez, E., Ponton, J. L., Espinas,
J. A, and Germa, J. R. (2001). Compliance, satisfaction, and quality of life of patients with
colorectal cancer receiving home chemotherapy or outpatient treatment: a randomised
controlled trial. Bmj 322, 826.

Brosius, J. (1999). RNAs from all categories generate retrosequences that may be exapted as
novel genes or regulatory elements. Gene 238, 115-134.

Bushey, A. M., Dorman, E. R., and Corces, V. G. (2008). Chromatin insulators: regulatory
mechanisms and epigenetic inheritance. Mol Cell 32, 1-9.

Butcher, L. M., and Beck, S. (2008). Future impact of integrated high-throughput methylome
analyses on human health and disease. J Genet Genomics 35, 391-401.

Carter, A. B,, Salem, A. H., Hedges, D. J., Keegan, C. N., Kimball, B., Walker, J. A., Watkins, W. S.,
Jorde, L. B., and Batzer, M. A. (2004). Genome-wide analysis of the human Alu Yb-lineage. Hum
Genomics 1, 167-178.

Clark, S. J. (2007). Action at a distance: epigenetic silencing of large chromosomal regions in
carcinogenesis. Hum Mol Genet 16 Spec No 1, R88-95.

Clark, S. J., Statham, A., Stirzaker, C., Molloy, P. L., and Frommer, M. (2006). DNA methylation:
bisulphite modification and analysis. Nat Protoc 1, 2353-2364.

Compton, C. C., and Greene, F. L. (2004). The staging of colorectal cancer: 2004 and beyond.
CA Cancer J Clin 54, 295-308.

Cook, G. W., Konkel, M. K., Major, J. D., 3rd, Walker, J. A., Han, K., and Batzer, M. A. (2011). Alu
pair exclusions in the human genome. Mob DNA 2, 10.

218



Cordaux, R., and Batzer, M. A. (2009). The impact of retrotransposons on human genome
evolution. Nat Rev Genet 10, 691-703.

Costello, J. F., Fruhwald, M. C., Smiraglia, D. J., Rush, L. J., Robertson, G. P., Gao, X., Wright, F. A,,
Feramisco, J. D., Peltomaki, P., Lang, J. C., et al. (2000). Aberrant CpG-island methylation has
non-random and tumour-type-specific patterns. Nat Genet 24, 132-138.

Cui, H., Onyango, P., Brandenburg, S., Wu, Y., Hsieh, C. L., and Feinberg, A. P. (2002). Loss of
imprinting in colorectal cancer linked to hypomethylation of H19 and IGF2. Cancer Res 62, 6442-
6446.

Chen, C., Gentles, A. J., Jurka, J., and Karlin, S. (2002). Genes, pseudogenes, and Alu sequence
organization across human chromosomes 21 and 22. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 2930-2935.

Chen, J., Ng, S. M., Chang, C., Zhang, Z., Bourdon, J. C., Lane, D. P., and Peng, J. (2009). p53
isoform deltall3p53 is a p53 target gene that antagonizes p53 apoptotic activity via BcIxL
activation in zebrafish. Genes Dev 23, 278-290.

Chen, J., Ruan, H,, Ng, S. M., Gao, C., Soo, H. M., Wu, W., Zhang, Z., Wen, Z., Lane, D. P., and
Peng, J. (2005). Loss of function of def selectively up-regulates Deltall3p53 expression to arrest
expansion growth of digestive organs in zebrafish. Genes Dev 19, 2900-2911.

Chen, L. L., DeCerbo, J. N., and Carmichael, G. G. (2008). Alu element-mediated gene silencing.
Embo J 27, 1694-1705.

Cho, N. Y., Kim, B. H., Choi, M., Yoo, E. J., Moon, K. C., Cho, Y. M., Kim, D., and Kang, G. H. (2007).
Hypermethylation of CpG island loci and hypomethylation of LINE-1 and Alu repeats in prostate
adenocarcinoma and their relationship to clinicopathological features. J Pathol 211, 269-277.

Choi, I. S., Estecio, M. R., Nagano, Y., Kim do, H., White, J. A,, Yao, J. C,, Issa, J. P., and Rashid, A.
(2007). Hypomethylation of LINE-1 and Alu in well-differentiated neuroendocrine tumors
(pancreatic endocrine tumors and carcinoid tumors). Mod Pathol 20, 802-810.

Danaei, G., Vander Hoorn, S., Lopez, A. D., Murray, C. J., and Ezzati, M. (2005). Causes of cancer
in the world: comparative risk assessment of nine behavioural and environmental risk factors.
Lancet 366, 1784-1793.

Daskalos, A., Nikolaidis, G., Xinarianos, G., Savvari, P., Cassidy, A., Zakopoulou, R., Kotsinas, A.,
Gorgoulis, V., Field, J. K., and Liloglou, T. (2009). Hypomethylation of retrotransposable elements
correlates with genomic instability in non-small cell lung cancer. Int J Cancer 124, 81-87.

Debrix, I., Avenin, D., Andre, T., Abbas, F., Gligorov, J., Milleron, B., Lotz, J. P., and Becker, A.
(2008). [Anticancer chemotherapy in the elderly: a review of the literature]. Bull Cancer 95 FMC
Onco, F37-43.

Deininger, P. (2011). Alu elements: know the SINEs. Genome Biol 12, 236.
Deininger, P. L., and Batzer, M. A. (2002). Mammalian retroelements. Genome Res 12, 1455-1465.

Denda, A., Rao, P. M., Rajalakshmi, S., and Sarma, D. S. (1985). 5-azacytidine potentiates initiation
induced by carcinogens in rat liver. Carcinogenesis 6, 145-146.

Dewannieux, M., Esnault, C., and Heidmann, T. (2003). LINE-mediated retrotransposition of
marked Alu sequences. Nat Genet 35, 41-48.

Doi, A, Park, I. H., Wen, B., Murakami, P., Aryee, M. J., Irizarry, R., Herb, B., Ladd-Acosta, C., Rho, J.,
Loewer, S., et al. (2009). Differential methylation of tissue- and cancer-specific CpG island shores
distinguishes human induced pluripotent stem cells, embryonic stem cells and fibroblasts. Nat
Genet 41, 1350-1353.

Ducasse, M., and Brown, M. A. (2006). Epigenetic aberrations and cancer. Mol Cancer 5, 60.
Duggan, B. D, Felix, J. C., Muderspach, L. |., Tourgeman, D., Zheng, J., and Shibata, D. (1994).

Microsatellite instability in sporadic endometrial carcinoma. J Natl Cancer Inst 86, 1216-1221.

219



Eden, A., Gaudet, F., Waghmare, A., and Jaenisch, R. (2003). Chromosomal instability and tumors
promoted by DNA hypomethylation. Science 300, 455.

Edwards, J. R., O'Donnell, A. H,, Rallins, R. A., Peckham, H. E., Lee, C., Milekic, M. H., Chanrion, B.,
Fu, Y., Su, T., Hibshoosh, H., et al. (2010). Chromatin and sequence features that define the fine
and gross structure of genomic methylation patterns. Genome Res 20, 972-980.

Ehrlich, M. (2002). DNA methylation in cancer: too much, but also too little. Oncogene 21, 5400-
5413.

Elkon, R., Ugalde, A. P., and Agami, R. (2013). Alternative cleavage and polyadenylation: extent,
regulation and function. Nat Rev Genet 14, 496-506.

Estecio, M. R., Gallegos, J., Vallot, C., Castoro, R. J., Chung, W., Maegawa, S., Oki, Y., Kondo, Y.,
Jelinek, J., Shen, L., et al. (2010). Genome architecture marked by retrotransposons modulates
predisposition to DNA methylation in cancer. Genome Res 20, 1369-1382.

Esteller, M. (2002). CpG island hypermethylation and tumor suppressor genes: a booming present,
a brighter future. Oncogene 21, 5427-5440.

Esteller, M. (2005). Aberrant DNA methylation as a cancer-inducing mechanism. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 45, 629-656.

Esteller, M. (2007). Cancer epigenomics: DNA methylomes and histone-modification maps. Nat
Rev Genet 8, 286-298.

Esteller, M. (2008). Epigenetics in cancer. N Engl J Med 358, 1148-1159.

Fearon, E. R., and Jones, P. A. (1992). Progressing toward a molecular description of colorectal
cancer development. Faseb J 6, 2783-2790.

Feinberg, A. P. (1988). Alterations in DNA methylation in colorectal polyps and cancer. Prog Clin
Biol Res 279, 309-317.

Feinberg, A. P. (2007). Phenotypic plasticity and the epigenetics of human disease. Nature 447,
433-440.

Feinberg, A. P. (2010a). Epigenomics reveals a functional genome anatomy and a new
approach to common disease. Nat Biotechnol 28, 1049-1052.

Feinberg, A. P. (2010b). Genome-scale approaches to the epigenetics of common human
disease. Virchows Arch 456, 13-21.

Feinberg, A. P., and Tycko, B. (2004). The history of cancer epigenetics. Nat Rev Cancer 4, 143-
153.

Felsenfeld, G., and Groudine, M. (2003). Controlling the double helix. Nature 421, 448-453.

Feltus, F. A., Lee, E. K., Costello, J. F., Plass, C., and Vertino, P. M. (2006). DNA motifs associated
with aberrant CpG island methylation. Genomics 87, 572-579.

Filippova, G. N. (2008). Genetics and epigenetics of the multifunctional protein CTCF. Curr Top
Dev Biol 80, 337-360.

Filkowski, J. N., linytskyy, Y., Tamminga, J., Koturbash, I., Golubov, A., Bagnyukova, T., Pogribny, I.
P., and Kovalchuk, O. (2010). Hypomethylation and genome instability in the germline of exposed
parents and their progeny is associated with altered miRNA expression. Carcinogenesis 31, 1110-
1115.

Fraga, M. F., Ballestar, E., Paz, M. F., Ropero, S., Setien, F., Ballestar, M. L., Heine-Suner, D.,
Cigudosa, J. C., Urioste, M., Benitez, J., et al. (2005). Epigenetic differences arise during the
lifetime of monozygotic twins. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 10604-10609.

Fraser, P., and Bickmore, W. (2007). Nuclear organization of the genome and the potential for
gene regulation. Nature 447, 413-417.

220



Friedman, S. (2006). Cancer in Crohn's disease. Gastroenterol Clin North Am 35, 621-639.

Frigola, J., Song, J., Stirzaker, C., Hinshelwood, R. A., Peinado, M. A., and Clark, S. J. (2006).
Epigenetic remodeling in colorectal cancer results in coordinate gene suppression across an
entire chromosome band. Nat Genet 38, 540-549.

Gardiner-Garden, M., and Frommer, M. (1987). CpG islands in vertebrate genomes. J Mol Biol
196, 261-282.

Gasparini, P., Sozzi, G., and Pierotti, M. A. (2007). The role of chromosomal alterations in human
cancer development. J Cell Biochem 102, 320-331.

Gaszner, M., and Felsenfeld, G. (2006). Insulators: exploiting transcriptional and epigenetic
mechanisms. Nat Rev Genet 7, 703-713.

Gaudet, F., Hodgson, J. G., Eden, A., Jackson-Grusby, L., Dausman, J., Gray, J. W., Leonhardt, H.,
and Jaenisch, R. (2003). Induction of tumors in mice by genomic hypomethylation. Science 300,
489-492.

Gibbs, R. A., Rogers, J., Katze, M. G., Bumgarner, R., Weinstock, G. M., Mardis, E. R., Remington, K.
A., Strausberg, R. L., Venter, J. C., Wilson, R. K., et al. (2007). Evolutionary and biomedical insights
from the rhesus macaque genome. Science 316, 222-234.

Gilbert, N., Thomson, I., Boyle, S., Allan, J., Ramsahoye, B., and Bickmore, W. A. (2007). DNA
methylation affects nuclear organization, histone modifications, and linker histone binding but
not chromatin compaction. J Cell Biol 177, 401-411.

Gius, D., Cui, H., Bradbury, C. M., Cook, J., Smart, D. K., Zhao, S., Young, L., Brandenburg, S. A., Hu,
Y., Bisht, K. S., et al. (2004). Distinct effects on gene expression of chemical and genetic
manipulation of the cancer epigenome revealed by a multimodality approach. Cancer Cell 6,
361-371.

Goll, M. G., and Bestor, T. H. (2005). Eukaryotic cytosine methyltransferases. Annu Rev Biochem 74,
481-514.

Goodier, J. L., and Kazazian, H. H., Jr. (2008). Retrotransposons revisited: the restraint and
rehabilitation of parasites. Cell 135, 23-35.

Grady, W. M. (2005). Epigenetic events in the colorectum and in colon cancer. Biochem Soc
Trans 33, 684-688.

Grewal, S. I., and Jia, S. (2007). Heterochromatin revisited. Nat Rev Genet 8, 35-46.

Grover, D., Mukerji, M., Bhatnagar, P., Kannan, K., and Brahmachari, S. K. (2004). Alu repeat
analysis in the complete human genome: trends and variations with respect to genomic
composition. Bioinformatics 20, 813-817.

Gu, T. J., Vi, X., Zhao, X. W., Zhao, Y., and Yin, J. Q. (2009). Alu-directed transcriptional regulation
of some novel miRNAs. BMC Genomics 10, 563.

Hagemann, S., Heil, O., Lyko, F., and Brueckner, B. (2011). Azacytidine and decitabine induce
gene-specific and non-random DNA demethylation in human cancer cell lines. PLoS One 6,
e17388.

Hansen, K. D., Timp, W., Bravo, H. C., Sabunciyan, S., Langmead, B., McDonald, O. G., Wen, B.,
Wu, H., Liu, Y., Diep, D., et al. (2011). Increased methylation variation in epigenetic domains
across cancer types. Nat Genet 43, 768-775.

Hasler, J., Samuelsson, T., and Strub, K. (2007). Useful ‘junk’: Alu RNAs in the human transcriptome.
Cell Mol Life Sci 64, 1793-1800.

Hasler, J., and Strub, K. (2006). Alu elements as regulators of gene expression. Nucleic Acids Res
34, 5491-5497.

221



Hattori, N., Nishino, K., Ko, Y. G., Hattori, N., Ohgane, J., Tanaka, S., and Shiota, K. (2004).
Epigenetic control of mouse Oct-4 gene expression in embryonic stem cells and trophoblast stem
cells. J Biol Chem 279, 17063-17069.

Henikoff, S. (2008). Nucleosome destabilization in the epigenetic regulation of gene expression.
Nat Rev Genet 9, 15-26.

Herman, J. G., and Baylin, S. B. (2003). Gene silencing in cancer in association with promoter
hypermethylation. N Engl J Med 349, 2042-2054.

Herold, M., Bartkuhn, M., and Renkawitz, R. (2012). CTCF: insights into insulator function during
development. Development 139, 1045-1057.

Hewitt, K. J., Shamis, Y., Hayman, R. B., Margvelashvili, M., Dong, S., Carlson, M. W., and Garlick, J.
A. (2011). Epigenetic and phenotypic profile of fibroblasts derived from induced pluripotent stem
cells. PLoS One 6, e17128.

Hodgetts, R. (2004). Eukaryotic gene regulation by targeted chromatin re-modeling at dispersed,
middle-repetitive sequence elements. Curr Opin Genet Dev 14, 680-685.

Hollister, J. D., and Gaut, B. S. (2009). Epigenetic silencing of transposable elements: a trade-off
between reduced transposition and deleterious effects on neighboring gene expression.
Genome Res 19, 1419-1428.

Huang, C. R., Schneider, A. M., Lu, Y., Niranjan, T., Shen, P., Robinson, M. A., Steranka, J. P., Valle,
D., Civin, C. |., Wang, T., et al. (2010). Mobile interspersed repeats are major structural variants in
the human genome. Cell 141, 1171-1182.

lonov, Y., Peinado, M. A., Malkhosyan, S., Shibata, D., and Perucho, M. (1993). Ubiquitous somatic
mutations in simple repeated sequences reveal a new mechanism for colonic carcinogenesis.
Nature 363, 558-561.

Irizarry, R. A., Ladd-Acosta, C., Wen, B., Wu, Z., Montano, C., Onyango, P., Cui, H., Gabo, K.,
Rongione, M., Webster, M., et al. (2009). The human colon cancer methylome shows similar hypo-
and hypermethylation at conserved tissue-specific CpG island shores. Nat Genet 41, 178-186.

Iskow, R. C., McCabe, M. T., Mills, R. E., Torene, S., Pittard, W. S., Neuwald, A. F., Van Meir, E. G.,
Vertino, P. M., and Devine, S. E. (2010). Natural mutagenesis of human genomes by endogenous
retrotransposons. Cell 141, 1253-1261.

Issa, J. P. (2000). The epigenetics of colorectal cancer. Ann N Y Acad Sci 910, 140-153; discussion
153-145.

Jaenisch, R., and Bird, A. (2003). Epigenetic regulation of gene expression: how the genome
integrates intrinsic and environmental signals. Nat Genet 33 Suppl, 245-254.

Jain, M., Nilsson, R., Sharma, S., Madhusudhan, N., Kitami, T., Souza, A. L., Kafri, R., Kirschner, M. W.,
Clish, C. B., and Mootha, V. K. (2012). Metabolite profiling identifies a key role for glycine in rapid
cancer cell proliferation. Science 336, 1040-1044.

Jasinska, A., and Krzyzosiak, W. J. (2004). Repetitive sequences that shape the human
transcriptome. FEBS Lett 567, 136-141.

Ji, X., Tang, J., Halberg, R., Busam, D., Ferriera, S., Pena, M. M., Venkataramu, C., Yeatman, T. J.,
and Zhao, S. (2010). Distinguishing between cancer driver and passenger gene alteration
candidates via cross-species comparison: a pilot study. BMC Cancer 10, 426.

Jirtle, R. L., and Skinner, M. K. (2007). Environmental epigenomics and disease susceptibility. Nat
Rev Genet 8, 253-262.

Jones, P. A., and Baylin, S. B. (2002). The fundamental role of epigenetic events in cancer. Nat
Rev Genet 3, 415-428.

Jones, P. A,, and Baylin, S. B. (2007). The epigenomics of cancer. Cell 128, 683-692.

222



Jorda, M., Rodriguez, J., Frigola, J., and Peinado, M. A. (2009). Analysis of DNA methylation by
amplification of intermethylated sites (AIMS). Methods Mol Biol 507, 107-116.

Jurka, J., Kohany, O., Pavlicek, A., Kapitonov, V. V., and Jurka, M. V. (2004). Duplication,
coclustering, and selection of human Alu retrotransposons. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 1268-
1272.

Kanno, J., Hutchin, T., Kamada, F., Narisawa, A., Aoki, Y., Matsubara, Y., and Kure, S. (2007).
Genomic deletion within GLDC is a major cause of non-ketotic hyperglycinaemia. J Med Genet
44, e69.

Karpf, A. R., and Matsui, S. (2005). Genetic disruption of cytosine DNA methyltransferase enzymes
induces chromosomal instability in human cancer cells. Cancer Res 65, 8635-8639.

Kawaiji, H., Frith, M. C., Katayama, S., Sandelin, A, Kai, C., Kawai, J., Carninci, P., and Hayashizaki,
Y. (2006). Dynamic usage of transcription start sites within core promoters. Genome Biol 7, R118.

Kazazian, H. H., Jr. (2004). Mobile elements: drivers of genome evolution. Science 303, 1626-1632.

Keenen, B., and de la Serna, I. L. (2009). Chromatin remodeling in embryonic stem cells:
regulating the balance between pluripotency and differentiation. J Cell Physiol 219, 1-7.

Keren, H., Lev-Maor, G., and Ast, G. (2010). Alternative splicing and evolution: diversification,
exon definition and function. Nat Rev Genet 11, 345-355.

Khorasanizadeh, S. (2004). The nucleosome: from genomic organization to genomic regulation.
Cell 116, 259-272.

Kidd, J. M., Graves, T., Newman, T. L., Fulton, R., Hayden, H. S., Malig, M., Kallicki, J., Kaul, R.,
Wilson, R. K., and Eichler, E. E. (2010). A human genome structural variation sequencing resource
reveals insights into mutational mechanisms. Cell 143, 837-847.

Kikuchi, G., Motokawa, Y., Yoshida, T., and Hiraga, K. (2008). Glycine cleavage system: reaction
mechanism, physiological significance, and hyperglycinemia. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci
84, 246-263.

Kinzler, K. W., and Vogelstein, B. (1998). Landscaping the cancer terrain. Science 280, 1036-1037.

Knudson, A. G., Jr. (1985). Hereditary cancer, oncogenes, and antioncogenes. Cancer Res 45,
1437-1443.

Kochanek, S., Renz, D., and Doerfler, W. (1993). DNA methylation in the Alu sequences of diploid
and haploid primary human cells. Embo J 12, 1141-1151.

Konkel, M. K., and Batzer, M. A. (2010). A mobile threat to genome stability: The impact of non-LTR
retrotransposons upon the human genome. Semin Cancer Biol 20, 211-221.

Kornberg, R. D., and Lorch, Y. (1999). Twenty-five years of the nucleosome, fundamental particle
of the eukaryote chromosome. Cell 98, 285-294.

Kouzarides, T. (2007). Chromatin modifications and their function. Cell 128, 693-705.

Kreahling, J., and Graveley, B. R. (2004). The origins and implications of Aluternative splicing.
Trends Genet 20, 1-4.

Kriegs, J. O., Churakov, G., Jurka, J., Brosius, J., and Schmitz, J. (2007). Evolutionary history of 7SL
RNA-derived SINEs in Supraprimates. Trends Genet 23, 158-161.

Krivega, |., and Dean, A. (2012). Enhancer and promoter interactions-long distance calls. Curr
Opin Genet Dev 22, 79-85.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

223



Laird, P. W. (2010). Principles and challenges of genomewide DNA methylation analysis. Nat Rev
Genet 11, 191-203.

Lamond, A. |., and Earnshaw, W. C. (1998). Structure and function in the nucleus. Science 280,
547-553.

Lander, E. S., Linton, L. M., Birren, B., Nusbaum, C., Zody, M. C., Baldwin, J., Devon, K., Dewar, K.,
Doyle, M., FitzZHugh, W., et al. (2001). Initial sequencing and analysis of the human genome.
Nature 409, 860-921.

Laurent, L., Wong, E., Li, G., Huynh, T., Tsirigos, A., Ong, C. T., Low, H. M., Kin Sung, K. W., Rigoutsos,
l., Loring, J., and Wei, C. L. (2010). Dynamic changes in the human methylome during
differentiation. Genome Res 20, 320-331.

Lee, J. T., and Bartolomei, M. S. (2013). X-inactivation, imprinting, and long noncoding RNAs in
health and disease. Cell 152, 1308-1323.

Leedham, S. J., and Wright, N. A. (2008). Expansion of a mutated clone: from stem cell to tumour.
J Clin Pathol 61, 164-171.

Lengauer, C., Kinzler, K. W., and Vogelstein, B. (1998). Genetic instabilities in human cancers.
Nature 396, 643-649.

Lev-Maor, G., Goren, A., Sela, N., Kim, E., Keren, H., Doron-Faigenboim, A., Leibman-Barak, S.,
Pupko, T., and Ast, G. (2007). The "alternative" choice of constitutive exons throughout evolution.
PLoS Genet 3, e203.

Lev-Maor, G., Ram, O., Kim, E., Sela, N., Goren, A, Levanon, E. Y., and Ast, G. (2008). Intronic Alus
influence alternative splicing. PLoS Genet 4, €1000204.

Li, Y., Zhu, J., Tian, G., Li, N., Li, Q., Ye, M., Zheng, H., Yu, J., Wu, H., Sun, J., et al. (2010). The DNA
methylome of human peripheral blood mononuclear cells. PLoS Biol 8, 1000533.

Lienert, F., Wirbelauer, C., Som, |., Dean, A., Mohn, F., and Schubeler, D. (2011). Identification of
genetic elements that autonomously determine DNA methylation states. Nat Genet 43, 1091-
1097.

Lin, Y., Li, Z., Ozsolak, F., Kim, S. W., Arango-Argoty, G., Liu, T. T., Tenenbaum, S. A., Bailey, T.,
Monaghan, A. P., Milos, P. M., and John, B. (2012). An in-depth map of polyadenylation sites in
cancer. Nucleic Acids Res 40, 8460-8471.

Lister, R., Pelizzola, M., Dowen, R. H., Hawkins, R. D., Hon, G., Tonti-Filippini, J., Nery, J. R., Lee, L., Ye,
Z., Ngo, Q. M., et al. (2009). Human DNA methylomes at base resolution show widespread
epigenomic differences. Nature 462, 315-322.

Liu, G. E., Alkan, C., Jiang, L., Zhao, S., and Eichler, E. E. (2009). Comparative analysis of Alu
repeats in primate genomes. Genome Res 19, 876-885.

Liu, K., Wang, Y. F., Cantemir, C., and Muller, M. T. (2003). Endogenous assays of DNA
methyltransferases: Evidence for differential activities of DNMT1, DNMT2, and DNMT3 in
mammalian cells in vivo. Mol Cell Biol 23, 2709-2719.

Liu, W. M., and Schmid, C. W. (1993). Proposed roles for DNA methylation in Alu transcriptional
repression and mutational inactivation. Nucleic Acids Res 21, 1351-1359.

Loeb, K. R., and Loeb, L. A. (1999). Genetic instability and the mutator phenotype. Studies in
ulcerative colitis. Am J Pathol 154, 1621-1626.

Lorch, Y., Zhang, M., and Kornberg, R. D. (1999). Histone octamer transfer by a chromatin-
remodeling complex. Cell 96, 389-392.

Lupski, J. R. (2010). Retrotransposition and structural variation in the human genome. Cell 141,
1110-1112.

224



Macia, A., Munoz-Lopez, M., Cortes, J. L., Hastings, R. K., Morell, S., Lucena-Aguilar, G., Marchal, J.
A., Badge, R. M., and Garcia-Perez, J. L. (2011). Epigenetic control of retrotransposon expression
in human embryonic stem cells. Mol Cell Biol 31, 300-316.

Maegawa, S., Hinkal, G., Kim, H. S., Shen, L., Zhang, L., Zhang, J., Zhang, N., Liang, S., Donehower,
L. A, and Issa, J. P. (2010). Widespread and tissue specific age-related DNA methylation changes
in mice. Genome Res 20, 332-340.

Martin, D. I, Singer, M., Dhahbi, J., Mao, G., Zhang, L., Schroth, G. P., Pachter, L., and Boffelli, D.
(2011). Phyloepigenomic comparison of great apes reveals a correlation between somatic and
germline methylation states. Genome Res 21, 2049-2057.

Martin, S. T., Sato, N., Dhara, S., Chang, R., Hustinx, S. R., Abe, T., Maitra, A., and Goggins, M.
(2005). Aberrant methylation of the Human Hedgehog interacting protein (HHIP) gene in
pancreatic neoplasms. Cancer Biol Ther 4, 728-733.

Mayor, R., Casadome, L., Azuara, D., Moreno, V., Clark, S. J., Capella, G., and Peinado, M. A.
(2009). Long-range epigenetic silencing at 2q14.2 affects most human colorectal cancers and
may have application as a non-invasive biomarker of disease. Br J Cancer 100, 1534-1539.

Mayr, C., and Bartel, D. P. (2009). Widespread shortening of 3'UTRs by alternative cleavage and
polyadenylation activates oncogenes in cancer cells. Cell 138, 673-684.

Medstrand, P., van de Lagemaat, L. N., and Mager, D. L. (2002). Retroelement distributions in the
human genome: variations associated with age and proximity to genes. Genome Res 12, 1483-
1495.

Meissner, A., Mikkelsen, T. S., Gu, H., Wernig, M., Hanna, J., Sivachenko, A., Zhang, X., Bernstein, B.
E., Nusbaum, C., Jaffe, D. B., et al. (2008). Genome-scale DNA methylation maps of pluripotent
and differentiated cells. Nature 454, 766-770.

Melki, J. R., Vincent, P. C., and Clark, S. J. (1999). Concurrent DNA hypermethylation of multiple
genes in acute myeloid leukemia. Cancer Res 59, 3730-3740.

Meshorer, E., and Misteli, T. (2006). Chromatin in pluripotent embryonic stem cells and
differentiation. Nat Rev Mol Cell Biol 7, 540-546.

Mighell, A. J., Markham, A. F., and Robinson, P. A. (1997). Alu sequences. FEBS Lett 417, 1-5.

Mills, R. E., Bennett, E. A., Iskow, R. C., and Devine, S. E. (2007). Which transposable elements are
active in the human genome? Trends Genet 23, 183-191.

Mohn, F., and Schubeler, D. (2009). Genetics and epigenetics: stability and plasticity during
cellular differentiation. Trends Genet 25, 129-136.

Molto, E., Fernandez, A., and Montoliu, L. (2009). Boundaries in vertebrate genomes: different
solutions to adequately insulate gene expression domains. Brief Funct Genomic Proteomic 8, 283-
296.

Mollet, I. G., Ben-Dov, C., Felicio-Silva, D., Grosso, A. R., Eleuterio, P., Alves, R., Staller, R., Silva, T. S.,
and Carmo-Fonseca, M. (2010). Unconstrained mining of transcript data reveals increased
alternative splicing complexity in the human transcriptome. Nucleic Acids Res 38, 4740-4754.

Muotri, A. R., Marchetto, M. C., Coufal, N. G., and Gage, F. H. (2007). The necessary junk: new
functions for transposable elements. Hum Mol Genet 16 Spec No. 2, R159-167.

Muramoto, H., Yagi, S., Hirabayashi, K., Sato, S., Ohgane, J., Tanaka, S., and Shiota, K. (2010).
Enrichment of short interspersed transposable elements to embryonic stem cell-specific
hypomethylated gene regions. Genes Cells 15, 855-865.

Murray-Zmijewski, F., Lane, D. P., and Bourdon, J. C. (2006). p53/p63/p73 isoforms: an orchestra of
isoforms to harmonise cell differentiation and response to stress. Cell Death Differ 13, 962-972.

225



Nardella, C., Clohessy, J. G., Alimonti, A., and Pandolfi, P. P. (2011). Pro-senescence therapy for
cancer treatment. Nat Rev Cancer 11, 503-511.

Nowak, M. A., Komarova, N. L., Sengupta, A., Jallepalli, P. V., Shih le, M., Vogelstein, B., and
Lengauer, C. (2002). The role of chromosomal instability in tumor initiation. Proc Natl Acad Sci U S
A 99, 16226-16231.

Nowell, P. C. (1976). The clonal evolution of tumor cell populations. Science 194, 23-28.

Oei, S. L., Babich, V. S., Kazakov, V. |., Usmanova, N. M., Kropotov, A. V., and Tomilin, N. V. (2004).
Clusters of regulatory signals for RNA polymerase Il transcription associated with Alu family
repeats and CpG islands in human promoters. Genomics 83, 873-882.

Ohshima, K., Hattori, M., Yada, T., Gojobori, T., Sakaki, Y., and Okada, N. (2003). Whole-genome
screening indicates a possible burst of formation of processed pseudogenes and Alu repeats by
particular L1 subfamilies in ancestral primates. Genome Biol 4, R74.

Okano, M., Bell, D. W., Haber, D. A, and Li, E. (1999). DNA methyltransferases Dnmt3a and
Dnmt3b are essential for de novo methylation and mammalian development. Cell 99, 247-257.

Orgel, L. E., Crick, F. H., and Sapienza, C. (1980). Selfish DNA. Nature 288, 645-646.

Ostertag, E. M., and Kazazian, H. H., Jr. (2001). Biology of mammalian L1 retrotransposons. Annu
Rev Genet 35, 501-538.

Pace, J. K., 2nd, and Feschotte, C. (2007). The evolutionary history of human DNA transposons:
evidence for intense activity in the primate lineage. Genome Res 17, 422-432.

Pal, A., Srivastava, T., Sharma, M. K., Mehndiratta, M., Das, P., Sinha, S., and Chattopadhyay, P.
(2010). Aberrant methylation and associated transcriptional mobilization of Alu elements
contributes to genomic instability in hypoxia. J Cell Mol Med 14, 2646-2654.

Pang, A. W., MacDonald, J. R, Pinto, D., Wei, J., Rafiq, M. A., Conrad, D. F., Park, H., Hurles, M. E.,
Lee, C., Venter, J. C., et al. (2010). Towards a comprehensive structural variation map of an
individual human genome. Genome Biol 11, R52.

Park, Y., and Kuroda, M. I. (2001). Epigenetic aspects of X-chromosome dosage compensation.
Science 293, 1083-1085.

Paz, M. F., Wei, S., Cigudosa, J. C., Rodriguez-Perales, S., Peinado, M. A,, Huang, T. H., and Esteller,
M. (2003). Genetic unmasking of epigenetically silenced tumor suppressor genes in colon cancer
cells deficient in DNA methyltransferases. Hum Mol Genet 12, 2209-2219.

Peterson, C. L., and Laniel, M. A. (2004). Histones and histone modifications. Curr Biol 14, R546-551.
Petrat, F., Boengler, K., Schulz, R., and de Groot, H. (2012). Glycine, a simple physiological
compound protecting by yet puzzling mechanism(s) against ischaemia-reperfusion injury: current

knowledge. Br J Pharmacol 165, 2059-2072.

Polak, P., and Arndt, P. F. (2008). Transcription induces strand-specific mutations at the 5' end of
human genes. Genome Res 18, 1216-1223.

Polak, P., and Domany, E. (2006). Alu elements contain many binding sites for transcription factors
and may play a role in regulation of developmental processes. BMC Genomics 7, 133.

Ponicsan, S. L., Kugel, J. F., and Goodrich, J. A. (2010). Genomic gems: SINE RNAs regulate mRNA
production. Curr Opin Genet Dev 20, 149-155.

Portela, A., and Esteller, M. (2010). Epigenetic modifications and human disease. Nat Biotechnol
28, 1057-1068.

Poulsen, P., Esteller, M., Vaag, A., and Fraga, M. F. (2007). The epigenetic basis of twin
discordance in age-related diseases. Pediatr Res 61, 38R-42R.

226



Price, A. L., Eskin, E., and Pevzner, P. A. (2004). Whole-genome analysis of Alu repeat elements
reveals complex evolutionary history. Genome Res 14, 2245-2252.

Probst, A. V., Dunleavy, E., and Almouzni, G. (2009). Epigenetic inheritance during the cell cycle.
Nat Rev Mol Cell Biol 10, 192-206.

Ptashne, M. (2007). On the use of the word 'epigenetic'. Curr Biol 17, R233-236.

Pufulete, M., Al-Ghnaniem, R., Rennie, J. A., Appleby, P., Harris, N., Gout, S., Emery, P. W., and
Sanders, T. A. (2005). Influence of folate status on genomic DNA methylation in colonic mucosa
of subjects without colorectal adenoma or cancer. Br J Cancer 92, 838-842.

Quigley, D., and Balmain, A. (2009). Systems genetics analysis of cancer susceptibility: from
mouse models to humans. Nat Rev Genet 10, 651-657.

Raptis, S., and Bapat, B. (2006). Genetic instability in human tumors. Exs, 303-320.

Rhee, |, Bachman, K. E., Park, B. H., Jair, K. W., Yen, R. W., Schuebel, K. E., Cui, H., Feinberg, A. P.,
Lengauer, C., Kinzler, K. W., et al. (2002). DNMT1 and DNMT3b cooperate to silence genes in
human cancer cells. Nature 416, 552-556.

Richard, G. F., Kerrest, A., and Dujon, B. (2008). Comparative genomics and molecular dynamics
of DNA repeats in eukaryotes. Microbiol Mol Biol Rev 72, 686-727.

Risques, R. A., Moreno, V., Ribas, M., Marcuello, E., Capella, G., and Peinado, M. A. (2003).
Genetic pathways and genome-wide determinants of clinical outcome in colorectal cancer.
Cancer Res 63, 7206-7214.

Robertson, K. D., Ait-Si-Ali, S., Yokochi, T., Wade, P. A., Jones, P. L., and Wolffe, A. P. (2000). DNMT1
forms a complex with Rb, E2F1 and HDAC1 and represses transcription from E2F-responsive
promoters. Nat Genet 25, 338-342.

Robertson, K. D., and Wolffe, A. P. (2000). DNA methylation in health and disease. Nat Rev Genet
1, 11-19.

Rodenhiser, D., and Mann, M. (2006). Epigenetics and human disease: translating basic biology
into clinical applications. Cmaj 174, 341-348.

Rodriguez, J., Frigola, J., Vendrell, E., Risques, R. A,, Fraga, M. F., Morales, C., Moreno, V., Esteller,
M., Capella, G., Ribas, M., and Peinado, M. A. (2006). Chromosomal instability correlates with
genome-wide DNA demethylation in human primary colorectal cancers. Cancer Res 66, 8462-
9468.

Rodriguez, J., Munoz, M., Vives, L., Frangou, C. G., Groudine, M., and Peinado, M. A. (2008a).
Bivalent domains enforce transcriptional memory of DNA methylated genes in cancer cells. Proc
Natl Acad Sci U S A 105, 19809-19814.

Rodriguez, J., Vives, L., Jorda, M., Morales, C., Munoz, M., Vendrell, E., and Peinado, M. A. (2008b).
Genome-wide tracking of unmethylated DNA Alu repeats in normal and cancer cells. Nucleic
Acids Res 36, 770-784.

Rollins, R. A., Haghighi, F., Edwards, J. R., Das, R., Zhang, M. Q., Ju, J., and Bestor, T. H. (2006).
Large-scale structure of genomic methylation patterns. Genome Res 16, 157-163.

Roy-Engel, A. M., Carroll, M. L., EI-Sawy, M., Salem, A. H., Garber, R. K., Nguyen, S. V., Deininger, P.
L., and Batzer, M. A. (2002a). Non-traditional Alu evolution and primate genomic diversity. J Mol
Biol 316, 1033-1040.

Roy-Engel, A. M., Salem, A. H., Oyeniran, O. O., Deininger, L., Hedges, D. J., Kilroy, G. E., Batzer, M.

A., and Deininger, P. L. (2002b). Active Alu element "A-tails": size does matter. Genome Res 12,
1333-1344.

227



Saito, Y., Suzuki, H., Tsugawa, H., Nakagawa, |., Matsuzaki, J., Kanai, Y., and Hibi, T. (2009).
Chromatin remodeling at Alu repeats by epigenetic treatment activates silenced microRNA-512-
5p with downregulation of Mcl-1 in human gastric cancer cells. Oncogene 28, 2738-2744.

Satterlee, J. S., Schubeler, D., and Ng, H. H. (2010). Tackling the epigenome: challenges and
opportunities for collaboration. Nat Biotechnol 28, 1039-1044.

Schmid, C. W. (1991). Human Alu subfamilies and their methylation revealed by blot hybridization.
Nucleic Acids Res 19, 5613-5617.

Schneider, R., Bannister, A. J., Myers, F. A., Thorne, A. W., Crane-Robinson, C., and Kouzarides, T.
(2004). Histone H3 lysine 4 methylation patterns in higher eukaryotic genes. Nat Cell Biol 6, 73-77.

Schulz, W. A., Steinhoff, C., and Florl, A. R. (2006). Methylation of endogenous human
retroelements in health and disease. Curr Top Microbiol Immunol 310, 211-250.

Sela, N., Mersch, B., Gal-Mark, N., Lev-Maor, G., Hotz-Wagenblatt, A.,, and Ast, G. (2007).
Comparative analysis of transposed element insertion within human and mouse genomes reveals
Alu's unique role in shaping the human transcriptome. Genome Biol 8, R127.

Sempere, L., and Jover, R. (2008). [New perspectives in predicting response to chemotherapy in
colorectal cancer]. Gastroenterol Hepatol 31, 580-586.

Sen, S. K., Han, K., Wang, J., Lee, J., Wang, H., Callinan, P. A,, Dyer, M., Cordaux, R., Liang, P., and
Batzer, M. A. (2006). Human genomic deletions mediated by recombination between Alu
elements. Am J Hum Genet 79, 41-53.

Sharma, P. C., Grover, A., and Kahl, G. (2007). Mining microsatellites in eukaryotic genomes.
Trends Biotechnol 25, 490-498.

Sharma, S., Kelly, T. K., and Jones, P. A. (2010). Epigenetics in cancer. Carcinogenesis 31, 27-36.

Shen, Y., Chow, J., Wang, Z., and Fan, G. (2006). Abnormal CpG island methylation occurs during
in vitro differentiation of human embryonic stem cells. Hum Mol Genet 15, 2623-2635.

Shi, Y. (2007). Histone lysine demethylases: emerging roles in development, physiology and
disease. Nat Rev Genet 8, 829-833.

Shibata, D., Peinado, M. A,, lonov, Y., Malkhosyan, S., and Perucho, M. (1994). Genomic instability
in repeated sequences is an early somatic event in colorectal tumorigenesis that persists after
transformation. Nat Genet 6, 273-281.

Slotkin, R. K., and Martienssen, R. (2007). Transposable elements and the epigenetic regulation of
the genome. Nat Rev Genet 8, 272-285.

Smalheiser, N. R., and Torvik, V. |. (2006). Alu elements within human mRNAs are probable
microRNA targets. Trends Genet 22, 532-536.

Smallwood, A., and Ren, B. (2013). Genome organization and long-range regulation of gene
expression by enhancers. Curr Opin Cell Biol 25, 387-394.

Smith, Z. D., and Meissner, A. (2013). DNA methylation: roles in mammalian development. Nat Rev
Genet 14, 204-220.

Stankiewicz, P., and Lupski, J. R. (2010). Structural variation in the human genome and its role in
disease. Annu Rev Med 61, 437-455.

Stenger, J. E., Lobacheyv, K. S., Gordenin, D., Darden, T. A, Jurka, J., and Resnick, M. A. (2001).
Biased distribution of inverted and direct Alus in the human genome: implications for insertion,
exclusion, and genome stability. Genome Res 11, 12-27.

Stephens, E. B., Sahni, M., Leung, K., Raghavan, R., Joag, S. V., and Narayan, O. (1998).

Nucleotide substitutions in the long terminal repeat are not required for development of
neurovirulence by simian immunodeficiency virus strain mac. J Gen Virol 79 ( Pt 5), 1089-1100.

228



Stirzaker, C., Song, J. Z.,, Davidson, B., and Clark, S. J. (2004). Transcriptional gene silencing
promotes DNA hypermethylation through a sequential change in chromatin modifications in
cancer cells. Cancer Res 64, 3871-3877.

Stower, H. (2013). Alternative splicing: Regulating Alu element 'exonization'. Nat Rev Genet 14,
152-153.

Strahl, B. D., and Allis, C. D. (2000). The language of covalent histone modifications. Nature 403,
41-45.

Surani, M. A. (2001). Reprogramming of genome function through epigenetic inheritance. Nature
414, 122-128.

Suva, M. L., Riggi, N., and Bernstein, B. E. (2013). Epigenetic reprogramming in cancer. Science
339, 1567-1570.

Suzuki, K., Suzuki, I., Leodolter, A., Alonso, S., Horiuchi, S., Yamashita, K., and Perucho, M. (2006).
Global DNA demethylation in gastrointestinal cancer is age dependent and precedes genomic
damage. Cancer Cell 9, 199-207.

Szpakowski, S., Sun, X., Lage, J. M., Dyer, A., Rubinstein, J., Kowalski, D., Sasaki, C., Costa, J., and
Lizardi, P. M. (2009). Loss of epigenetic silencing in tumors preferentially affects primate-specific
retroelements. Gene 448, 151-167.

Tahiliani, M., Koh, K. P., Shen, Y., Pastor, W. A., Bandukwala, H., Brudno, Y., Agarwal, S., lyer, L. M.,
Liu, D. R., Aravind, L, and Rao, A. (2009). Conversion of 5-methylcytosine to 5-
hydroxymethylcytosine in mammalian DNA by MLL partner TET1. Science 324, 930-935.

Takai, D., and Jones, P. A. (2002). Comprehensive analysis of CpG islands in human chromosomes
21 and 22. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 3740-3745.

Thomas, G. A., and Williams, E. D. (1992). Production of thyroid tumours in mice by demethylating
agents. Carcinogenesis 13, 1039-1042.

Tibbetts, A. S., and Appling, D. R. (2010). Compartmentalization of Mammalian folate-mediated
one-carbon metabolism. Annu Rev Nutr 30, 57-81.

Tinelli, A., Mezzolla, V., Leo, G., Pisano, M., Storelli, F., Alemanno, G., Malvasi, A.,, Tommasi, S.,
Ronzino, G., and Lorusso, V. (2010). Microsatellite instability (MSI) as genomic markers in
endometrial cancer: toward scientific evidences. Mini Rev Med Chem 10, 1356-1365.

Tomilin, N. V. (2008). Regulation of mammalian gene expression by retroelements and non-
coding tandem repeats. Bioessays 30, 338-348.

Tomlinson, |., and Bodmer, W. (1999). Selection, the mutation rate and cancer: ensuring that the
tail does not wag the dog. Nat Med 5, 11-12.

Towbin, H., Ozbey, O., and Zingel, O. (2001). An immunoblotting method for high-resolution
isoelectric focusing of protein isoforms on immobilized pH gradients. Electrophoresis 22, 1887-1893.

Toyota, M., and Suzuki, H. (2010). Epigenetic drivers of genetic alterations. Adv Genet 70, 309-323.

Usdin, K. (2008). The biological effects of simple tandem repeats: lessons from the repeat
expansion diseases. Genome Res 18, 1011-1019.

Valinluck, V., and Sowers, L. C. (2007). Endogenous cytosine damage products alter the site
selectivity of human DNA maintenance methyltransferase DNMT1. Cancer Res 67, 946-950.

van Steensel, B., and Dekker, J. (2010). Genomics tools for unraveling chromosome architecture.
Nat Biotechnol 28, 1089-1095.

Vogelstein, B., Fearon, E. R., Hamilton, S. R., Kern, S. E., Preisinger, A. C., Leppert, M., Nakamura, Y.,

White, R., Smits, A. M., and Bos, J. L. (1988). Genetic alterations during colorectal-tumor
development. N Engl J Med 319, 525-532.

229



Voigt, P., Tee, W. W., and Reinberg, D. (2013). A double take on bivalent promoters. Genes Dev
27,1318-1338.

Walters, R. D., Kugel, J. F., and Goodrich, J. A. (2009). InvAluable junk: the cellular impact and
function of Alu and B2 RNAs. IUBMB Life 61, 831-837.

Wallace, J. A., and Felsenfeld, G. (2007). We gather together: insulators and genome
organization. Curr Opin Genet Dev 17, 400-407.

Wang, W., Wu, Z., Dai, Z., Yang, Y., Wang, J., and Wu, G. (2013). Glycine metabolism in animals
and humans: implications for nutrition and health. Amino Acids.

Weber, M., and Schubeler, D. (2007). Genomic patterns of DNA methylation: targets and function
of an epigenetic mark. Curr Opin Cell Biol 19, 273-280.

Weisenberger, D. J., Campan, M., Long, T. I, Kim, M., Woods, C., Fiala, E., Ehrlich, M., and Laird, P.
W. (2005). Analysis of repetitive element DNA methylation by MethyLight. Nucleic Acids Res 33,
6823-6836.

Wilhelm, C. S., Kelsey, K. T., Butler, R., Plaza, S., Gagne, L., Zens, M. S., Andrew, A. S., Morris, S.,
Nelson, H. H., Schned, A. R., et al. (2010). Implications of LINE1 methylation for bladder cancer risk
in women. Clin Cancer Res 16, 1682-1689.

Wilusz, J. E., Sunwoo, H., and Spector, D. L. (2009). Long noncoding RNAs: functional surprises from
the RNA world. Genes Dev 23, 1494-1504.

Winawer, S. J. (1999). Natural history of colorectal cancer. Am J Med 106, 3S-6S; discussion 50S-
518S.

Witherspoon, D. J., Watkins, W. S., Zhang, Y., Xing, J., Tolpinrud, W. L., Hedges, D. J., Batzer, M. A,,
and Jorde, L. B. (2009). Alu repeats increase local recombination rates. BMC Genomics 10, 530.

Wong, S. M., and Akerley, B. J. (2005). Environmental and genetic regulation of the
phosphorylcholine epitope of Haemophilus influenzae lipooligosaccharide. Mol Microbiol 55, 724-
738.

Wongsurawat, T., Jenjaroenpun, P., Kwoh, C. K., and Kuznetsov, V. (2012). Quantitative model of
R-loop forming structures reveals a novel level of RNA-DNA interactome complexity. Nucleic
Acids Res 40, el6.

Wu, H. C., John, E. M., Ferris, J. S., Keegan, T. H., Chung, W. K., Andrulis, I., Delgado-Cruzata, L.,
Kappil, M., Gonzalez, K., Santella, R. M., and Terry, M. B. (2011). Global DNA methylation levels in
girls with and without a family history of breast cancer. Epigenetics 6, 29-33.

Xiang, S., Liu, Z., Zhang, B., Zhou, J., Zhu, B. D., Ji, J., and Deng, D. (2010). Methylation status of
individual CpG sites within Alu elements in the human genome and Alu hypomethylation in
gastric carcinomas. BMC Cancer 10, 44.

Xie, H., Wang, M., Bonaldo Mde, F., Smith, C., Rajaram, V., Goldman, S., Tomita, T., and Soares, M.
B. (2009). High-throughput sequence-based epigenomic analysis of Alu repeats in human
cerebellum. Nucleic Acids Res 37, 4331-4340.

Xing, J., Hedges, D. J., Han, K., Wang, H., Cordaux, R., and Batzer, M. A. (2004). Alu element
mutation spectra: molecular clocks and the effect of DNA methylation. J Mol Biol 344, 675-682.

Xing, J., Witherspoon, D. J., Ray, D. A,, Batzer, M. A., and Jorde, L. B. (2007). Mobile DNA elements
in primate and human evolution. Am J Phys Anthropol Suppl 45, 2-19.

Xing, J., Zhang, Y., Han, K., Salem, A. H., Sen, S. K., Huff, C. D., Zhou, Q., Kirkness, E. F., Levy, S.,
Batzer, M. A., and Jorde, L. B. (2009). Mobile elements create structural variation: analysis of a
complete human genome. Genome Res 19, 1516-1526.

Xu, Y., and Price, B. D. (2011). Chromatin dynamics and the repair of DNA double strand breaks.
Cell Cycle 10, 261-267.

230



Yan, P. S., Rodriguez, F. J., Laux, D. E., Perry, M. R., Standiford, S. B., and Huang, T. H. (2000).
Hypermethylation of ribosomal DNA in human breast carcinoma. Br J Cancer 82, 514-517.

Yang, A. S., Estecio, M. R., Doshi, K., Kondo, Y., Tajara, E. H., and Issa, J. P. (2004). A simple method
for estimating global DNA methylation using bisulfite PCR of repetitive DNA elements. Nucleic
Acids Res 32, e38.

Yang, B., Cao, L., Liu, B., McCaig, C. D., and Pu, J. (2013). The transition from proliferation to
differentiation in colorectal cancer is regulated by the calcium activated chloride channel Al.
PLoS One 8, e60861.

Yoder, J. A.,, Walsh, C. P., and Bestor, T. H. (1997). Cytosine methylation and the ecology of
intragenomic parasites. Trends Genet 13, 335-340.

Zhang, W. C., Shyh-Chang, N., Yang, H., Rai, A., Umashankar, S., Ma, S., Soh, B. S., Sun, L. L., Tai, B.
C., Nga, M. E,, et al. (2012). Glycine decarboxylase activity drives non-small cell lung cancer
tumor-initiating cells and tumorigenesis. Cell 148, 259-272.

Zhang, Y., and Reinberg, D. (2001). Transcription regulation by histone methylation: interplay
between different covalent modifications of the core histone tails. Genes Dev 15, 2343-2360.

Zhumabayeva, B., Chenchik, A., Siebert, P. D., and Herrler, M. (2004). Disease profiing arrays:

reverse format cDNA arrays complimentary to microarrays. Adv Biochem Eng Biotechnol 86, 191-
213.

231



ANNEXOS



ENCEBADORS D’EXPRESSIO

La sequiéncia dels encebadors es mostra en direccié 5°-3’. F (encebador directe, la F
prové del terme anglés Forward) i R (encebador invers, la R prové del terme anglés
Reverse). S’indica la temperatura d’amplificacié segons I’encebador que estudiem, la
mida de I’ADNc amplificat i I’eficiencia de la PCR. Es va emprar el Light Cycler® 480.

TAULA Al.1. ENCEBADORS D’EXPRESSIO EMPRATS COM A CONTROLS D’EFICIENCIA DEL
TRACTAMENT AMB DROGUES EPIGENETIQUES

Temperatura mida del

GENS encebadors amplificaci6  fragment (pb)

Eficiencia

ENL F: CAGAGGCCAGGATCGCAT 62 57 1.80
RTCACCCCAGITCCAGTCACA

CPLX2 F:CCTCCAGACCCCCACCCCATC 62 173 172
R:AGGCTTCCCCGCGGCTICTCAG )

TAULA Al.2. ENCEBADORS EMPRATS COM A ESTANDARDS D’EXPRESSIO

Temperatura mida del

ESTANDARDS encebadors N
amplificacié6  fragment (pb)

Eficiencia

185 F:GCGAAAGCATITGCCAAGAA 60 510 1.70
R:CATCACAGACCTGTTATTGC

CICLOFILINA A (PP1A) RCTCCTITGAGCTGTITGCAG 60 325 1,62
R:CACCACATGCTTGCCATCC

F:CCAGCAGAGAATGGAAAGTC
B-2 MICROGLOBULINA 60 269 1,90
R:GATGCTGCTTACATGTCTCG

PSMCA FTGTTGGCAAAGGCGGTGGCA 60 182 1,82
RTCTCTTGGTGGCGATGGCAT

PUML F:CGGTCGTCCTGAGGATAAAA 60 121 1,66
R:ICGTACGTGAGGCGTGAGTAA

F:CAGTITCTGGGGATITGCAT
MRPL19 60 197 1,72
R:TATTCAGGAAGGGCATCTCG
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TAULA Al.3. ENCEBADORS EMPRATS PER L’ESTUDI D’EXPRESSIO DEL GEN DIEXF

Temperatura mida del

REGIO (EXONS) encebadors amplificacis Tagment (pb)

Eficiencia

34 F: GACAGTATTGTAGATGATGC 63 212 1.76
- R: CTGAACAGTGACTCGTGT

6.7 F: AGACGCCGAAGCCAGAAGTT 63 142 202
R: CCTCGAGGAGGCTGATGAA

8.9 F: TCATTIGGTGGAGAAGGAGAG 63 155 1.94
R: AIGTGAGTCCAGGGGTAGT

11 12 F:CCTTCAAGGAGAGAAACAGT 63 151 200
B R:GGTGGCTCTCAGCATATTAC

12-UTRO03 F: GCAGGAAGTGGTATITGGCA 63 478 171
R: GGCTGGGGCAGAATAAGTTT

UTR003 F:TCCTGTITCCCITCTGTGAG 63 169 183
R:CCTGGAGCTCTGTTCTTTCT

F: GTCATTTGTCAGAGGAGGAA
UTRO02 61 185 181
R: GGGCTTACAATTAACTTIGCTG

TAULA Al.4. ENCEBADORS EMPRATS PER L’ESTUDI D’EXPRESSIO DEL GEN GLDC

GEN encebadors Temp.e_raturzj\ mida del Eficiencia
amplificacié fragment (pb)

GLDC FTCTGGAGATCGTATATTIGGC 58 144 203
R:GTAAACTCTCCAGCCTCCC '

TAULA Al. 5. ENCEBADORS D’EXPRESSIO EMPRATS PER L’ESTUDI DE DIFERENCIACIO

Temperatura mida del

S ELsseae amplificaci6  fragment (pb)

Eficiencia

GATAG F:TCCCCCACAACACAACCTAC 62 200 1.89
R.ACGCCTATGTAGAGCCCATC

ocTa F: AAGCGATCAAGCAGCGACTAT 62 163 186
R:GGAAAGGGACCGAGGAGTACA '
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ENCEBADORS DE METILACIO

La sequéencia dels encebadors es mostra en direccié 5’-3". Fl(encebador directe
extern), R1 (encebador invers extern), F2 (encebador directe intern) i R2 (encebador
invers intern).

(@) Temperatura d‘hibridacié de la PCR. (b) Concentracié de la que partim del
producte de la PCR externa per realitzar la PCR interna. (c) Mida en pb del producte
final. (d) Encebador intern necessari per realitzar la PCR de seqiienciacio.
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ENCEBADORS PER ChIP

La sequencia dels encebadors es mostra en direccio 5’-3’. F (encebador directe) i R
(encebador invers). S’indica la temperatura d’amplificacié segons I’encebador que
estudiem, la mida de I’ADNc amplificat i I’eficiencia de la PCR. Es va emprar el Light
Cycler® 480.

TAULA Al.9. ENCEBADORS DISSENYATS PER L’ESTUDI DE CHIP DELS ELEMENTS ALU

Temperatura aills il
Element ALU encebadors p“ .. fragment Eficiencia
amplificacio (pb)

Ar3cl F:AGTTAACTGAAATTTTAGTGGA 52 385 184
R:GGAAGATAACTTTGATGTCC

Ah2¢10 F.:GCTAAAATGTITGAGTAATCTG 60 377 162
RITTAGTGTGGATAATTGGCITT

F-TAAGTGGAAGTACAGAGCC

Av2c?2 60 316 1.84
RTGCTCCAAAACATAGACAGTA

Ag2c5 F.TGCCCTTGCCAAAGTTICTA 56 342 161
R:TAATAAAGAAATAGACCTGTCA

Ao2cl FTGGATTCTGGAGAAGTAGAT 56 244 186
R:CCTTCAAGGCCCCATICA

Ar3c5 F:GGGITTCACTTGGGTTCAC 56 424 203
RTGACCTATGGGGTATTIGG

Acdcl FTTCAAAGTCATCAAGAGTGG 56 313 151
R:ACTGCTGTGTGTCCCTGA

Ahlcl F.GATGGGATTATCTGCCTGA 60 308 184

R:ATTCTGCTTCCAGAATCCAT

Aolca F-TCACTTATGTTCTITCTACATT 59 326 182
R:ACGGTTGTITITITCTITITCT

Aj2c1 FTTGCATCAGTTAACGTTITICT 55 371 179
R:ATATCAACCAACATITAAGGGT

Aj2c1 5 FTTGCATCAGTTAACGTTTITCT 55 172 196
R:ATATCAACCAACATITAAGGGT

. FTTGCATCAGTTAACGTTTTTCT
Aj2cl 3 55 199 1.78
R:ATATCAACCAACATITAAGGGT

F:GT TGACAAAGA:
AQ3C6 CTGGGGLCGTIGAC GACG 63 346 1.97
R:AGGGGCACTGCACAGAAACGA

LV165 F.GGGAAAATGCCCAGTICAG 61 354 206
R:GCACCCCAAGTGTTCAAAAAG

F- AAGGAGCAGCCACACCATAT

Ar3c7 56 400 1.85
R:GTGAACTATCTTCCTACCAT

Lv183 F:GCACTTIGCCTTATTCCCCA 61 379 183
R:ATAGCGAGAACCCGTGTAG

Au104 F:CTGCCTGTGTCATGCCATT 62 385 215

R TAAGGATGGACAGCCACAG

AUBO F:CTITGTTGCAACATGGTCCTA 63 346 184
R:CCTTAACTCAAGCACTGATGA

7ALU3 F:GCCACAGAACGAGACTCAG 64 376 204
R:CGCCTGTAATGACGGATCACGA
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mida del

Element ALU encebadors Temp_e'ratur:f\ fragment Eficiencia
amplificacio
(pb)

F: ATTCTCCT TCA T

gAlu crecreeercAcee 56 87 * 1,96
R: CCGTCTCTACTAAAAATACA

GAPDH FTTGCAACCGGGAAGGAAA 60 120 185
RTAGCCTCCGTCCAGCTGACTT

16CEN F: CAGTITGCCAGATAGTCTCTTT 60 211 183
R: GAGACATTTGGGAAGGTCACTGAAT

CPLX2 F: CCTCCAGACCCCACCCATCC 66 173 9
R: AGGCTTCCCCGCGGGCTTCTCAG

THOC3 F: TTCTTICTGGGGTTIGTICCGTAATC 64 119 2,04
R: CACACCCGCTAGCCCTITTCAT
F: GAGGACGCCCCGGTGAGTGC

DRD1 66 245 2,07

R.:GCCGGCCGITCTAGGAGTTIGGTT

* Els encebadors de gAlu es van dissenyar segons la sequiéncia consensus dels elements Alu de
diferents families. Els amplicons obtinguts no corresponen a un Unic element Alu sind a un

nombre representatiu del total d’Alus del genoma i tenen una mida mitja de 87 pb.
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TAULA Al.10.

ENCEBADORS DISSENYATS PER L’ESTUDI

DE CHIP DE LES REGIONS

FLANQUEJANTS ALS ELEMENTS ALU

La denominacio up es dona a aquells elements situats a I’extrem 5’ de I’element Alu i
el terme down als elements situats a I’extrem 3’.

. mida del
Element ALU Reglg encebadors Temp.e.ratur? fragment Eficiencia
flanquejant amplificacio prs
| NEL F:GGTTTGCTGTITATAATT o aa1 183
RIAAAACTGCAAGTATACAA
Ao F:GTTITGTTIGTTTITAAATAGAGA o a2 106
RTGTGAACATITAAGATCTATIC
ilo F.GAATAGATCTTAAATGTICACA o 201 189
RIACAAAACTAACAAATCCATIC
cpG FTCTGGTTAGTGTCTGCTCAAT o ot 105
AT R:GAGCACTCAGACACCAGTAC
. F:AAGGAGCAGCCACACCATAT o 400 179
R:GTGAACTATCTTCCTACCAT
Vi b F.GTAGGAAGATAGTICACAGTAC o oa L85
RIACAGCCAAAACCAAATTGCCAA
Au o FACATGTATGTGTGGTTAATATA o a5 L84
RITTAGCATATTATCCTTAATAAGAA
F:CCATGACATCTCTCATATTATC
AluSp R:ICACAAATAGGAAATATGGACAC 60 342 1.96
RTATTTCTITCCAAGACTTT
Alusq CTITCCAAGACTTTG 60 385 1,93
F:CAGGATCTACGGTCACAGA
NE2 F.GACATAAGGAATAGGAGGG o Vo Lo
RICCCAAGTTAACTGGCACCAG
FAGGGACTAGIGTCCCAGCA
' 2 1,
168 CpGi R:AAGAAAGCTAAAAGCCTGTC 60 63 %
165 F:GGGAAAATGCCCAGTICAG o a5 2,06
R:GCACCCCAAGTGTTCAAAAAG
Vi 3 F:GTCTCTCTAAGGGATGTG o 256 179
RTGTAGAGCATGTCTGTCCTAT
G rich reaion, AGGGACTAGTGICCCAGCA o0 o6 ™
feNTegion o AAGAAAGCTAAAAGCCTGTC :
FTTCTGAAGITGCTIGCTACT
AUSXIL  CAAAGAAATIACTGAAATCGTG 58 372 1.86
Al S F:CAGTAATTICTTIGTGTICAGTA o a77 187
RTTGCATTATICGCATICTIC
F.CTGAGCAGAGCCIGAGCCT
Alusq CTGAGCAGAGCCIGAGCCTG o 228 183
R:CCTGTCCGCCAGCCTCCA
Auton PG F:AAGGAGCAGCCACACCATAT o 400 Lo
R:GTGAACTATCTTCCTACCAT
Ao F.CTGCCTGTGTCATGCCATT o 285 103
RTAAGGATGGACAGCCACAG
Ao o F.CGTACTGTGTITIGTIGATGG o i1 18
R:GTCTTAACTGTGAACTCCTG
FTTGAAAATTAGAATIGTGGGC
Alusq 58 381 2,06

R:GCTGAATITCAAATTTTACAGTGA
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mida del

Regid Temperatura .
Element ALU e encebadors e fra?nr:;ant Eficiéncia
F:AAGGACCTGTCACTCCACTC
ich regi 2 1 1,
CGrichregion o GITAAGTAGCATAGAAGGAGG 6 316 %
183 F:GCACTIGCCTTATTCCCCA oL a7 183
RAATAGCGAGAACCCGTGTAG
183 oG F.AGGCTITCCTCTACTATCAGATGA o w62 Lo5
RTGTTCAGCCCTGGTIGGTIA
Alusp F:.GCCCTCTCCAGCACTICTA o a7 103
R:GGTCCCTCTTCCTAGAATAG
G rich reaion FTCTGTGICCTCAAGIGCTTIC o 263 L6
nenregion o 1GCAGCCCITTICICIGTG :
G rich region " "CCAGCCICTCCGAAICTAA o o i
R:GCTTAAATCATAAGCCGCAGAA
Azl FTTGCATCAGTTAACGTITITCT o a1 179
RIATATCAACCAACATITAAGGGT
Azols  FTIGCATCAGIIAACGTTTTICT o 17 o6
RIATATCAACCAACATTTAAGGGT
ol FTIGCATCAGIIAACGTTTTICT - 106 78
RATATCAACCAACATITAAGGGT
oG F:AACACTAGTGAACGAACT o 153 18
Aze1 RAGGAAGTIGTACCAGTCAA
FTTGACTGGACAACTICCT
CpGidown | 58 229 1,97
R:ICCAAACTCGAGGATACAT
CpGi down | FAGTCGCCAGAGATGIAIC oo 150 .
RTGCCTCTTAGCAGGAAAT
i o down | FTAATIICCTGCTAAGAGGCA o0 - L
RTCTCTGACCACACAAAAATC
Ao o down | FCGGATITTIGTGTGGTCAGA o 78 Lo7
RACCCTAGCTAACATGGTGA
oo d F:ACTACTTTIGGGCTGCTITGT o a0 L8
UJodown o GAGCGGTGGCTCATATCT :
FATTATAGATGAGCACAATGTATAT
Alu'sg RTAACATITAATAATAAAGCTGACC %8 370 1.96
coGis  FAIGAGGAICCGGGIGAGAGC o i &7
R:ACCCICTIGCCGCTGTATGG
cpGiy  TCAGGIGAGGGIGGAAAACG o e L83
AUGO RAAAGGACCACTGAGGGACAAG
Ao o F:GGGACGGCCCGAGAGTITT oo 70 L2
RTCTTCTCCGTCCCTATCTCAGA
AUGO F:CTTTGTIGCAACATGGTCCTA o att L84
R:CCTTAACTCAAGCACTGATGA
N F:GTCACCTCTTICCTACTCT o w58 o6
usg R:ICTCAGGTTTAAGAAAAGCAAC :
cpGup  CIGAGCAAGCCAGAATGA o 139 103
RTTGCAAGAGGAGGAAGAC
cpGis  FCGCICAACCAAGACACICG o 134 1o
R:CCCCTCTGTCTACTIICATIGG
i G F.GCAGATGGCGGTTCTITTAT o0 150 199
LS RTATAGAGAGGGTGTTCAAATCT
Ao 3b F:ACCACATGTAACGCTATG o . 202
RIAATATCCTTTGTAGTTTTAC
ALUS F:.GCCACAGAACGAGACTCAG o 76 208
R:ICGCCTGTAATGACGGATCACGA
F.CAAGATGGCGAAACTCAATC
Alu sx6 60 195 2,26

RTTTTAGGCAGAGTCTTGCTC
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TAULA Al.11. ENCEBADORS EMPRATS PER GENERAR LES SONDES DEL NORTHERN BLOT

La sequéencia dels encebadors es mostra en direccié 5°-3’. F (encebador directe) i R
(encebador invers). S’indica la temperatura d’amplificacié segons I’encebador que
estudiem i la mida del fragment amplificat.

ELEMENT GEN GIEEl) encebadors Temperatura frrnaid?nzﬁl
ALU (EXONS) amplificacié ?pb)

34 F: GACAGTATTGTAGATGATGC 63 212
B R: CTGAACAGTGACTCGTGT

6 7 F: AGACGCCGAAGCCAGAAGTT 63 142
B R: CCTCGAGGAGGCTGATGAA

F: TCATTGGTGGAGAAGGAGAG

89 63 155
- R: AIGTGAGTCCAGGGGTAGT
CCTTCAAGGAGAGAAACAGT
Aj2cl DIEXF 11 12a 63 151
GGTGGCTCTCAGCATATTAC
F: GCAGGAAGTGGTATTTGGCA
12.a 63 478

R: GGCTGGGGCAGAATAAGTTT

12 F:TCCTGTITCCCTTICTGTGAG 63 169
R:CCTGGAGCTCTGTICTITCT

F: GTCATTTGTCAGAGGAGGAA
UTR002 e1e GTCAGAGGAGG 61 185
R: GGGCTTACAATTAACTIGCTG

TAULA Al.12. ENCEBADORS EMPRATS PER L’ASSAIG RACE

La sequéncia dels encebadors es mostra en direccié 5’-3’. S’indica la temperatura
d’amplificacié segons I’encebador que estudiem.

Temperatura

REGIO encebadors N
amplificacio

UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68
9R Clorfl07_GSP1-9R GAGTTGATCTGGGCATCCTGAAGGGC
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

RACE 5' UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68

7R Clorfl07_GSP1-7R GAAGAGCTGCACCACCCGCAAAGCA
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68
3R Clorfl07_GSP1-3R CCACACTGACATCGCTACCACCATC
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68
8F Clorfl07_GSP1-8F CTGATGCAGAACTGGGAGCATGTCCTG
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68
12F Clorfl07_GSP1-12F TGGTTIGGTGTGGAGCGGGCGGCA
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

RACE 3' UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 70

12F2 Clorfl07_GSP1-12F2 GCTCTCTGAAGGCTGATGACCACCTG
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 72
12F3 Clorfl07_GSP1-12F3 GGTCCTAGGCTCCCCTTACACCTCT
UPM mix UPM long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

UPM short CTAATACGACTCACTATAGGGC 68
12F4 Clorfl07_GSP1-12F4 GGCCACGIGGACCTGCACTGITICTC
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ESTAT DE METILACIO
Marquem amb una fletxa vermella la posicié de la CpG corresponent a la diana Smal.

Figura All.1. Estat de la metilacié _en els elements ALU en mostres mucosa
normal de colon (N) i el tumor colorectal aparellat (T)
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Annex Il
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Annex Il

Figura All.2. Estat de la metilacié _en els elements ALU en linies cel-lulars de
cancer de colon
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Figura All.3. Estat de la metilacié en els elements ALU en HCT116 vs HCT116
tractat amb 5-azaC, Tsa, A+T
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Figura All.4. Estat de la metilacié_en els elements ALU en diferents linies
cel-lulars
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Figura All.5. Estat de la metilacié en I'element Alu ZALU3
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Figura Alll.1. Posici6 dels encebadors per ChIP de la reqidé promotora de DIEXF

Scale 2 koj i
chei: 208066000 26c656506| 2050670es| 208067Sea| 20s065000] 208068508 205e69006| 205089Se8| 20587060
UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCOS and Comparative Genomics
: Cclorf167 miiil}
Aj2c1 CLOMF1 07 BEEE--H-rr -+
CpG Islands (Islands ¢ 308 Bases are Light Green)
cRG: 27
Repeating Elements by RepeatMasker
SINE : I . LMVAS
Li% LIMEL I Mir3 Mirb Alusq Mirb Alusx Alusx (I Alujo
I l— —— ) L ___ N B | — = e
encebadors CGs Aj2¢15 Aj2cl3  CpGi CpG CpG  Alusx Alusx Alulo
downldownll down downll down

Figura Alll.2. Posici6 dels encebadors per ChIP de la reqidé promotora de GLDC
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