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Proleg

A I'nora d'entendre els mecanismes bioldogics de moltes malalties és possible fer simils amb
circumstancies i fendmens socials. Salvant les distancies podriem comparar el nostre cos amb
un poble amb una estructura social i econdmica, on les cél-lules podrien ser persones com a
elements de la societat. El poble té una legislacié (material genétic, DNA) que fixa el seu
funcionament i assegura la convivéncia, el seu creixement i continuitat. Cada individu, pero, fa
una lectura propia d’aquesta legislacié en funcié de les seves necessitats, convenis, drets i
deures (epigenética). Aixd promou que cadascu realitzi diferents tasques, tingui diferents
responsabilitats i punts de vista que fan tirar endavant la societat. En aquest poble hi ha gent
amb molt poder i capacitat de decisid (cél-lules mare adultes) i d’altres que tenen funcions més
especifiques, perod indispensables pel funcionament de la comunitat (cel-lules diferenciades). Si
algun individu no desenvolupa correctament la seva tasca, ja sigui per un alteracié en la
legislacio (mutacié en el DNA) o un error en la lectura de la legislacié (alteracié epigenética)
aquest pot esdevenir tumoral. L’efecte que aquest individu té sobre el conjunt del poble depén
de la seva posicié dins de la societat, essent molt problematic que una persona amb molt de
poder es corrompi. Aixi doncs, quan els més poderosos no desenvolupen les seves tasques de
forma convenient és facil trencar el benestar social i entrar en una situacié de crisi (cancer). La
severitat de la crisi i possible tractament ve normalment donada per I'extensié d'aquest
comportament anomal a d'altres punts de la comunitat, que poden arribar a fer irreparable la

recuperacio de I'equilibri.

En aquest treball ens hem centrat en I'estudi del cancer colorectal, concentrant-nos en els
canvis que es donen a nivell epigenétic. Cal destacar, pero, que la cél-lula tumoral no s’inventa
res de nou, simplement hi ha una pérdua de determinats mecanismes de control que resulta en
un funcionalment alterat (una lectura o interpretaci6 andmala) de vies implicades en el
desenvolupament i la diferenciacié cel-lular (aquests programes cel-lulars sén els equivalents a
la "legislacié" en una societat). Es per aixd que hem estudiat tant el procés de diferenciacié de

cel-lules normals com la progressié tumoral.

En aquest context, el nostre treball va adregat a entendre com son interpretats alguns dels
mecanismes que governen el comportament normal de les cél-lules quan aquestes es
transformen en tumorals. Concretament s’han estudiat els mecanismes de silenciament
epigenetic treballant a diferent zoom: escala global, regié cromosomica i gen especific. Aquest
tres nivells delimiten els objectius d’aquesta tesi, i es desenvolupen mantenint I'estructura de

tres blocs diferenciats en els apartats de resultats i discussio.
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A escala global ens hem centrat en determinar els canvis de metilacié del DNA que
succeeixen durant la diferenciacié de lintesti prim, els propis d’estadis inicials de la
progressio tumoral en intesti prim, i els presents en linies cel-lular de cancer colorectal
muri. Aixi com s’ha analitzat quina correlacio existeix entre les variacions de metilacio i

I'expressié génica.

A nivell regional s’ha aprofundit en la dinamica del silenciament regional mitjangant el
Long Range Epigenetic Silencing (LRES), descrit préviament en cancer colorectal per
membres del grup. S’han analitzat els canvis a nivell d’expressi6 i perfils epigenétics al
llarg de la diferenciacio de la linia cel-lular d’adenocarcinoma colorectal CaCo2. Aixi com
s’ha determinat que el LRES és un mecanisme conservat en cancer colorectal muri, fet
que ha permés estudiar la seva implicacié en la diferenciacié de teixit normal i estadis

primerencs de la tumorigénesi.

Finalment, ens hem interessar per I'INH-Bg, citoquina que dimeritza formant Activines, ja
que aquest gen esta silenciat en cancer colorectal mitjancant LRES i la seva
hipermetilaci6 esta associada a una reduccidé de la supervivéncia del pacient.
L’'observacié d’'un patré d’expressié complex al llarg de la progressié tumoral ha

promogut I'estudi funcional d’aquest gen in vitro.
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Introduccio

1. Arquitectura de l'intesti.

L’intesti conté varis tipus cel-lulars que s’organitzen mitjangant 'activacioé i silenciament de
diferents vies de senyalitzacié. A continuacié es descriura com estan disposades aquestes
cél-lules al llarg de l'intesti, quines son les seves propietats i les vies de senyalitzacié que

mantenen aquesta estructura i, per tant, ’homedstasi cel-lular.

1.1 Compartiments de l’intesti.

L’intesti esta composat per tres capes de teixit organitzades en una estructura concentrica: la
capa externa, varies lamines de muscul llis; el teixit connectiu (estroma); i la mucosa, una capa
de cél-lules epitelials responsable de processar I'absorcié de nutrients (Barker et al., 2009).
Aquestes capes epitelials estan plegades i es caracteritzen per una velocitat de renovacié
extraordinaria, amb un recanvi de cinc dies en ratoli (Sato et al., 2009). La base d’aquests

plegaments, la cripta, conté en la seva part inferior les cél-lules mare pluripotents (stem cells,
SC) (Fig. i1.A).
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Figura i1. A. Arquitectura de I'epiteli intestinal. Esquema de l'intesti prim il-lustrant el procés
de diferenciacié. Immunohistoquimica contra Ki67, marcador de les cél-lules proliferants de
l'intesti prim (B) i el colon (C) (Radtke and Clevers, 2005).
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Cada cripta té unes quatre o sis SC adultes, perd no hi ha un consens sobre la seva identitat
exacta. S’han proposat diferents marcadors d’SC intestinals: les cél-lules que expressen Bmi1 i
Hopx es divideixen lentament i ocupen la posicié +4 de la cripta (sobre les cél-lules de Paneth),
mentre que I'expressidé de Hopx s’observa en totes les criptes, les BMI1+ només es troben en
la part anterior de l'intesti prim; les cél-lules positives per PROM1 i LGR5 estan localitzades a
la base de la cripta, les cél-lules LGR5+ (divisi6 cada 24h) estan al llarg del tracte
gastrointestinal, mentre que les PROM1+ estan només en lintesti prim (Barker et al., 2009;
Sangiorgi and Capecchi, 2008; Takeda et al., 2011; Zhu et al., 2009). Estudis recents han
aportat coneixement sobre la relacié entre aquests dos tipus cel-lulars mostrant que les
cel-lules BMI1+ sén la poblacio quiescent d’'SC que en condicions normals origina la poblacié
LGR5+ i és capag de repoblar-la després d’'una lesié. Els estudis realitzats amb les cel-lules
Hopx+, pero, suggereixen que la relacié entre ambdues poblacions és bidireccional (Takeda et
al., 2011).

Estudis recents donen suport a la hipotesi que les SC intestinals (LGR5+) es divideixen
simétricament i adopten un estat pluripotent o inicien la diferenciacié de forma estocastica
(Snippert et al., 2010). En l'intesti prim, les cél-lules diferencien al llarg de la cripta fins arribar a
la interseccié de cripta-villi. Després, les cél-lules terminalment diferenciades migren cap a
I'extrem del villi (protuberancies dins la llum intestinal), exceptuant les cél-lules de Paneth que
escapen del flux i resideixen en la base de la cripta. En el colon, la localitzacié de les cél-lules
de Paneth esta ocupada per la poblacié CD24+ (Snippert et al., 2010) i la superficie epitelial
esta mancada de villi, aixi que les cél-lules diferenciades es troben en el ter¢ superior de la
cripta (Fig. i1.B-C) (Radtke and Clevers, 2005).

Hi ha quatre tipus de cél-lules diferenciades que duen a terme les funcions de I'epiteli intestinal
(Fig. i1.A): les cel-lules absortives (enterocits o colondcits) son les més abundants; les cél-lules
globet mucosecretores estan majoritariament localitzades al final de l'intesti prim i el colon; les
cél-lules enteroendocrines controlen la fisiologia de lintesti, representant la proporci6 més
baixa; i les cel-lules de Paneth controlen I'entorn microbioldgic de l'intesti segregant agents
antimicrobians (Barker et al., 2008). Recentment s’ha demostrat que les cél-lules de Paneth
també poden aportar senyals essencials per controlar els ninxols cel-lulars. Les cél-lules de
Paneth i les LGR5+ estan localitzades en la base de la cripta maximitzant el contacte
heterotipic. La competéncia de les cel-lules LGR5+ per la superficie de les cél-lules de Paneth
s’ha postulat com un possible factor de manteniment de la poblacié d’'SC adultes (Sato et al.,
2011).

La major part del coneixement actual s’ha obtingut treballant amb models animals de ratoli. Tot
i aix0, les analisis de patrons de metilacio de les criptes de cdlon humanes s’han utilitzat per tal
de determinar la dinamica de les SC adultes. La metilacié d’illes CpG (introduccié 3.1)
associades a gens silenciats ha permeés determinar I'heréncia somatica i els canvis atzarosos
que permeten tragar I'historial de divisions de les SC (Yatabe et al., 2001). S’ha conclos que

cada cripta esdevé una unitat mitotica clonal que progressivament acumula un conjunt d’errors
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independents. Els ninxols de les SC es caracteritzen per un mecanisme d’extincid de llinatge
que redueix la diversitat dins la cripta en comparacié a la variacié entre criptes (Fig. i2)
(Shibata, 2009). Algunes evidéncies senyalen una dinamica similar en les SC d’intesti prim i
colon, pero al llarg del temps s’observa menys acumulacié de metilacié en lintesti prim (Kim et
al., 2005).
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Figura i2. Patr6 de metilaci6 de les criptes de codlon
huma. BGN= gen biglica del cromosoma X (Shibata,
20009).

1.2 Vies de senyalitzacié implicades en el control de ’lhomeostasi.

L’arquitectura de I'epiteli intestinal depén de les interaccions epiteli-meseénquima. D’'una banda,
les cel'lules epitelials alliberen senyals Hedgehog i Platet Derived Growth Factor al
mesénquima, controlant el seu comportament i la conformacié del villi. El bloqueig del senyal
Hedgehog comporta I'abséncia del villi i la persisténcia d'un epiteli altament proliferant
(Crosnier et al., 2006). D’altra banda, la senyalitzacié6 Bone-Morphogenic Protein és constitutiva
en el mesénquima i el seu bloqueig es tradueix en I'aparicié de noves criptes arreu de I'epiteli
(Radtke and Clevers, 2005).

Per I'organitzacié de I'eix cripta-villi sén indispensables les vies de senyalitzacid6 Wnt, Notch i
Eph/Ephrin. La via de senyalitzacio Wnt manté la poblacié de la cripta en un estat proliferant.
La delecié de TCF4 comporta I'abséncia de criptes, mentre que la superactivacié de la via Wnt
degut a mutacions en el gen Apc resulta en un elevat nombre de criptes. A més, Wnt i Notch
controlen de forma conjunta I'eleccio entre esdevenir cél-lules secretores o absortives (Crosnier
et al., 2006). El sistema Eph-Ephrin és el responsable de la comunicacié entre cel-lules
adjacents. Aquests receptors i lligants estan diferencialment distribuits al llarg de I'eix de la
cripta, aportant barreres per mantenir els diferents compartiments. EphB2 esta més expressat
en criptes i aquesta expressio disminueix de forma gradual durant el procés de diferenciacio a
villi (Fig. i3). L'expressié d’EphB3 és exclusiva de la base de la cripta. Contrariament, les

Ephrines estan sobreexpressades en les cél-lules diferenciades. A més, aquests components
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estan involucrats en el manteniment de 'arquitectura cel-lular en altres teixits epitelials com les

glandules mamaries (Merlos-Suarez and Batlle, 2008).

Alteracions en I'arquitectura de l'intesti degudes a mutacions o alteracions en els gens implicats
en aquestes vies de senyalitzacié son comuns en processos com el cancer d’intesti prim i

colorectal.

Figura i3. Interaccions EphB-EphrinB en teixit normal i tumoral. EPHB bloqueja 'adquisicio

de la malignitat durant la progressié del cancer colorectal (Merlos-Suarez and Batlle, 2008).
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2. Cancer colorectal.

S’anomena cancer o tumor maligne d’intesti gros la proliferacié anormal d’'un grup de cél-lules
originaries de qualsevol sector d’aquest organ, incldos el recte, que es reprodueixen molt
acceleradament i formen una massa o tumor, que en fases avancades tendeix a infiltrar-se per
la paret intestinal i els drgans propers i a originar 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 ossos, el cervell o els pulmons (Vilardell Tarrés, 1990).

2.1 Conceptes generals.

El cancer colorectal (CRC) és el tercer cancer més comu a nivell mundial, essent el més
prevalent en paisos industrialitzats. A I'Estat espanyol és el segon tipus de tumor amb més
incidéncia i index de mortalitat, després del cancer de mama en dones i el de pulmd en homes.
En el 2006, les morts per CRC representaren el 12,9% de totes les morts per cancer en
Espanya. L’elevat index de mortalitat del CRC és sovint atribuit a les seves metastasis (Bejar et
al., 2009; Borras et al., 2001).

L’aparicié d’'un tumor colorectal pot ser conseqiiéncia de factors ambientals i habits alimentaris,
cancer esporadic, o pot ser degut a una predisposicié genética, cancer heretable, fet que
succeeix en un 15% dels casos. Hi ha dos tipus clinics de CRC heretable en funcié de la prévia
preséncia o abséncia de tumors benignes en lintesti gros (polips). Aixi doncs, pot haver-hi
abséncia de polips (HNPCC) com el sindrome de Lynch; o preséncia, com succeeix en: la
poliposi adenomatosa familiar (FAP), la poliposi juvenil, la poliposi Peutz-Jeghers i la poliposi
MYH (FAP sense mutacions en el gen APC) (de la Chapelle, 2004). El 80% dels pdlips sén
epitelials i s’originen a partir de la capa de teixit mucds que recobreix la superficie interna de
l'intesti gros. Aquests es poden classificar en adenomatosos (90%) caracteritzats per la
preséencia de glandules secretores, un creixement lent i baixa freqiiéncia d’esdevenir malignes;
vellosos (5%) les propietats dels quals son contraries a I'anterior tipus, destacant que un 40%
experimenten un procés de malignitzacio; i mixtes. D’altra banda cal tenir en compte que
determinats processos inflamatoris cronics intestinals com la malaltia de Crohn i la colitis
ulcerosa so6n sovint un antecedent de cancer, ja que sembla que la continuada descamacio i
regeneracié de la mucosa intestinal, a la llarga, facilita la formacié de cél-lules malignes
(Vilardell Tarrés, 1990).

Hi ha diversos tipus de tumors malignes d’intesti gros segons el tipus de teixit a partir del qual
s’han originat. EI més freqient, que comprén més del 95% del total dels casos, és
'adenocarcinoma, un tumor que es forma a partir de la mucosa o capa de teixit mucoés que
revesteix l'interior de I'érgan i en el qual hi ha glandules intestinals que secreten moc. 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
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intestinal, i els limfomes, que s’originen en les acumulacions limfoides de la paret intestinal.
Segons la direccié en que efectuen llur desenvolupament es diferencien dos tipus de tumors
malignes d’intesti gros: els estenosants més freqiients al colon descendent, el sigma i el recte,
caracteritzats per créixer en forma d’anell en la superficie interna de la mucosa intestinal i
disminuir progressivament la llum de I'drgan; i els polipoides presents en el colon ascendent i el
transvers, creixen des de la mucosa cap a la llum intestinal i adopten una forma esférica o
allargada, en que la massa central del tumor sovint només comunica amb al paret de lintesti
mitjangant una tija o un pedicle. Aquests ultims a diferéncia dels anteriors, solen trigar més
temps a erosionar-se o infiltrar-se pels teixits profunds de la paret intestinal (Vilardell Tarrés,
1990).

L’aparicié del cancer segueix una progressio en molts estadis, tant a nivell molecular com
morfologic. L'estadiatge és un dels millors determinants per la supervivéncia del pacient amb
CRC. Al llarg del temps s’han postulat diferents sistemes d’estadiatge, entre els quals cal
destacar els estadis de Dukes i la classificaci6 Tumor-Node-Metastasi, més actual, completa i
complexa. Els estadis Tumor-Node-Metastasi | i Il inclouen els cancers invasius que estan
confinats en la paret del colon (Dukes A i B); quan aquests s’estenen als nodes limfatics
regionals es dona I'estadi lll (Dukes C); I'estadi IV indica la preséncia de metastasis en regions
distants (Dukes D) (Compton and Greene, 2004; Puppa et al., 2010).

2.2Bases moleculars del CRC.

El cancer és consequéncia de 'acumulacié de multiples alteracions genétiques que segueixen
el mateix sistema de mutacid/seleccio involucrat en el procés evolutiu. Aquelles cél-lules amb
mutacions que confereixin un avantatge en el creixement, ja sigui per augment de la capacitat
de proliferaci6 com disminucié de la mort cel-lular, es propaguen de forma predominant

respecte la resta de les cel-lules (expansio clonal).

El primer model de progressio tumoral que va integrar el concepte de progressié multistep amb
la identificacié d’alteracions genétiques concretes és el proposat per Fearon i Vogelstein
(Fearon and Vogelstein, 1990) i va suposar una fita historica en la recerca sobre el cancer (Fig.
i4). En aquest model les diferents etapes del procés tumoral (adenoma primerenc, intermedi i
tarda; i carcinoma) estan associades a alteracions moleculars com la perdua d’heterozigositat
en regions cromosomiques com 5q, 17p i 18q, i mutacions en el gen K-ras. Aquestes
alteracions afecten als gens supressors de tumors (APC i p53, per exemple), la repressié dels
quals beneficia la tumorigénesi, i als oncogens (MYC i K-ras, entre d’altres), que a I'activar-se
col-laboren amb la transformacio neoplastica. Tot i que el model suggereix un ordre preferent
d’aparicio de les diferents alteracions genétiques, els models actuals consideren que els

elements claus per al desenvolupament del procés tumoral rauen en les modificacions de
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determinades vies de senyalitzaci6 més que en l'alteracié de gens especifics (Vogelstein and
Kinzler, 2004).

La inestabilitat genética ha emergit com un component critic en la transformacié cel-lular, que
s’ha inclos en el model multistep de progressié tumoral. Aquest mecanisme, encarregat de
generar heterogeneitat, esta vinculat a la idea de fenotip mutador de les cél-lules tumorals, en
que mutacions en vies claus augmenten la taxa d’adquisicié de noves mutacions (reparacié del
DNA, dany en els punts de control cel-lular i segregacié cromosomal, entre d’altres) (Loeb,
2001).

L'exemple arquetipic d’inestabilitat gendmica com a motor de la progressié tumoral sén els
tumors HNPCC. Aquests es caracteritzen per mutacions en la maquinaria de reparacié dels
errors en el DNA, fet que implica un elevat index de mutacions en les repeticions simples en

tandem comportant delecions i insercions en seqiieéncies microsatél-lits (Perucho et al., 1994).
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Figura i4. Model de Vogelstein revisat per la progressié de CRC. Diferents estadis tumorals
estan associats a alteracions genétiques i epigenetiques (Toribara and Sleisenger, 1995).
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2.3 Propietats claus de les ceél-lules canceroses.

La transformacié de teixits normals a estadis de malignitat requereix la participacié de dos
personatges: les cel-lules canceroses i el seu microambient. Durant el procés tumoral, les
cél-lules neoplastiques i I'estroma adjacent canvien progressivament, degut al bescanvi de
senyals heterotipics entre elles. Molts d’aquests senyals que determinen el fenotip de teixits
primaris es repeteixen en teixits distants quan les cél-lules canceroses disseminades

procedeixen a la colonitzacié (Hanahan and Weinberg, 2011; Psaila and Lyden, 2009).

Per tal d’evolucionar cap a un estat neoplastic, les cél-lules normals han d’adquirir diferents
propietats bioldgiques. Recentment, Hanahan i Weinberg han revistat aquestes caracteristiques
basiques que permeten el creixement del tumor i la disseminacié6 metastatica (Fig. i5):
manteniment dels senyals proliferants, evasié de la supressié del creixement, resisténcia a la
mort cel-lular, permissivitat a la immortalitat replicativa, induccié de I'angiogenesi, activacio de
la invasi6 i metastasi, deregulacio energética cel-lular i elusié a la destruccié immune. De forma
subjacent cal destacar la contribucié de la inestabilitat genética i la inflamacié (Hanahan and
Weinberg, 2011).
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Figura i5. Caracteristiques indispensables del procés tumoral. Hi ha un exemple de cada

una de les capacitats necessaries per al creixement i progressié tumoral en cursiva. Dins
els quadrats i formes ovals hi ha exemples de les drogues que interfereixen en aquests
processos que estan en proves cliniques o ja s’utilitzen en clinica. Modificat de (Hanahan
and Weinberg, 2011).
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2.4Ceél-lules mare canceroses.

La identificacié de les cél-lules responsables de la propagacié tumoral és un dels objectius
principals per tal de dissenyar una aproximacié terapéutica efectiva. En contraposicié al model
estocastic de mutacio i expansio clonal, estudis recents senyalen el model d’'SC cancerosa com
el responsable de la progressio tumoral (Barker et al., 2009; Zhu et al., 2009). Aquest model
proposa que les cél-lules tumorals mantenen una organitzacié jerarquica basada en una
poblacié de cel-lules amb capacitat de renovacié propia que déna lloc a varies poblacions
cel-lulars amb propietats diferents: més SC canceroses amb capacitat propia de renovacio;
cél-lules progenitores amb una capacitat limitada de proliferacié; i finalment cél-lules

diferenciades defectuoses, mancades de potencial proliferant (Vries et al., 2010) (Fig. i6).
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Figura i6. Comparacié del model estocastic i el model d’'SC cancerosa. Les criptes de
l'intesti normal estan representades a I'esquerra. En cancer, la propagacié de les cél-lules
anormals pot seguir un model estocastic o un model d’'SC cancerosa (Vries et al., 2010).

Una altre questié fonamental sobre el desenvolupament tumoral és I'origen de I'SC cancerosa.
Ha estat postulat que I'SC cancerosa inicial podria ser una SC adulta (cél-lula progenitora) o
una cél-lula que estigui en estadis primaris de diferenciaci6. Estudis recents en intesti prim de
ratolins conclouen que les SC amb alteracions en la via de Wnt generen rapidament una
progenie de cél-lules transformades al llarg de la cripta (Barker et al., 2008; Zhu et al., 2009).
En canvi, quan l'alteraci6 es ddna en les cél-lules diferenciades no hi ha formacié tumoral
(Barker et al., 2009). Aquests resultats suggereixen que les SC adultes son les cél-lules
responsables de la formacié de 'adenoma en intesti prim de ratoli. A més, un estudi recent en
colon d’humans mostra que el programa de les SC intestinals defineix el ninxol de les SC
canceroses en tumors colorectals i té un rol central en la reincidéncia tumoral (Merlos-Suarez et
al., 2011).
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3. Mecanismes epigenéetics.

L’epigenética és la ciéncia que estudia els canvis en els cromosomes o en la funcié génica que
s’hereten perd no varien la seqiéncia de DNA (Feinberg and Tycko, 2004). La metilacié del
DNA (apartat 3.1), les modificacions post-transcripcionals de les histones (apartat 3.2) i els
canvis en el posicionament dels nucleosomes (apartat 3.3) son considerats els principals
mecanismes d’heréncia epigenética. Aquests mecanismes, juntament amb al regulacio
mitjangant 'RNA (apartat 3.4) i 'organitzacié nuclear (apartat 3.5), treballen en el manteniment
del desenvolupament normal i la homeostasi cel-lular. L’alteracié del context epigenétic s’ha

descrit en diferents malalties, incloent el cancer (Portela and Esteller, 2010).

3.1 La metilacio del DNA.

La metilaci6 del DNA és una modificacié6 covalent, que en mamifers es produeix
majoritariament en el carboni 5 de les citosines que formen el dinucledtid CpG. Aquest
dinucleotid esta infrarepresentat en el genoma, ja que la metilacié de la citosina facilita la
transicié d’aquesta a timina. A més, les CpGs no presenten una distribucio aleatoria, essent

agrupades en les regions anomenades illes CpG (CpGi, Fig. i7) (Robertson and Wolffe, 2000).
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Figura i7. A. Distribucié del dinucleodtid CpG en diferents regions del genoma. El primer exo
té una CpGi associada. Cada bola representa un dinucleotid CpG. El color verd indica
metilacié del DNA i el color blanc 'abséncia de metilacio. La fletxa simbolitza el sentit de la
transcripcié del gen. B. Esquema del procés de metilacié. Modificat de (Beisel and Paro,
2011; Gronbaek et al., 2007).
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Les CpGi es defineixen com regions majors de 200 bases amb un contingut G+C minim del
50% i una ratio de CpGobservada/CPpGestadisticament esperada igual o superior al 0,6 (Gardiner-
Garden and Frommer, 1987). Recentment, Feinberg i d’altres han revisat els criteris que
defineixen les CpGi utilitzant métodes sofisticats que inclouen I'is de models ocults de Markov
(Wu et al., 2010). La major part de les CpGi (~60%) estan associades a regions promotores.
Descobriments recents indiquen que la metilaci6 de DNA especifica de teixit succeeix
majoritariament en regions amb densitats baixes de dinucleotid CpG localitzades a prop de les
CpGi, el que es coneix com les CpGi shores (Irizarry et al., 2009). De forma similar, I'estudi de
la metilacié del DNA en 21 teixits normals d’humans de 12 regions anatomiques diferents,
mostra que les regions diferencialment metilades es corresponen a promotors pobres en
contingut CpG. També es conclou que la hipometilacié succeeix en gens que realitzen una
funcié important pel tipus cel'lular especific, mentre les regions hipermetilades no estan

associades a un tipus especific de CpGi o una funcié biologica determinada (Nagae et al., 2011).

D’altra banda, les CpG localitzades en sequiéncies repetitives tendeixen a estar més metilades,
el que és considerat com un mecanisme de prevencid de la inestabilitat cromosomica, les
translocacions i la disrupcié génica mitjangant la reactivaci6 de seqliéncies parasitaries
endogenes. La metilacio del DNA i les proteines encarregades de dur a terme aquest procés
s’han relacionat amb la regulacio transcripcional en trans (Portela and Esteller, 2010). A més, la
metilacié del DNA té un paper clau en la inactivacié del cromosoma X i I'imprinting gendmic,
mecanisme encarregat de regular I'expressid génica a partir de l'al-lel matern o patern
(Robertson and Wolffe, 2000).

Els patrons de metilacié del DNA s’estableixen mitjangant DNA metiltransferases (DNMTs). En
mamifers s’han descrit cinc membres d’aquesta familia, perd només tres sén actius: DNMT3a i
DNMT3b soén les metiliransferases de novo i son responsables de la metilacié durant els
estadis embrionaris i les sequéncies retrovirals integrades; DNMT1 es considera la
metiltransferasa de manteniment i és la més abundant en les cél-lules somatiques amb un
elevada afinitat pel DNA hemimetilat. Tot i aixd, alguns estudis indiquen que les DNMTs de
novo poden dur a terme el manteniment en cél-lules somatiques. A més, DNMT2 presenta
activitat RNA metiltransferasa (Robertson and Wolffe, 2000).

Les proteines d’'unié al grup metil (MBD) realitzen un paper molt important en la funcié de la
metilacié del DNA: MECP2, MBD1 i MBD2 actuen com a repressors transcripcionals; MBD3
pertany al complex Mi-2-NuRD i promou les variacions en la posicid6 dels nucleosomes
mitjangant la hidrolisis d’ATP; MBD4 esta implicada en la reparacié dels errors de replicacio;
Kasio és una proteina zing finger que actua com a repressor reconeixent la metilacié o un
sequéncia especifica; i ZBTB4 i ZBTBS son també proteines zing finger que indueixen el
silenciament génic. Aquestes proteines participen en el reclutament de factors de remodelacio
de la cromatina i complexes reguladors de la transcripcio (Li, 2002; Lopez-Serra and Esteller,
2008).
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Durant el desenvolupament hi ha dues fases en que s’elimina la metilacié del DNA: durant la
preimplantacio del zigot i en la formacié de la cél-lula germinal. Aixi doncs, s’ha observat que
després de la fertilitzacido hi ha desmetilacié i que aquesta succeeix més rapidament en el
genoma patern que en el matern. Després, la metilacié de novo s’inicia un cop s’ha implantat el
blastocit i els nivells son més elevats en el teixit embrionari que en I'extra-embrionari. A més, la
metilacid6 en les cél-lules germinals primordials també s’esborra, recuperant-la durant
'espermatogénesi en mascle, i després del naixement en femelles (Reik et al., 2001). S’ha
descrit la implicacié de diferents factors en aquests processos de metilacio de novo,

manteniment de la metilacio i desmetilacio, com per exemple les DNMTs (Fig. i8).
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Figura i8. Metilacid del DNA durant el desenvolupament. El gruix de les fletxes exteriors
indica els nivells de metilacié del DNA. En vermell es representa el genoma matern i en blau
el patern. Les fletxes a linterior del cercle mostren I'ordre temporal en el que aquests
reguladors epigenetics actuen. Les cél-lules SC embrionaries (ES), de trofoblast (TS) i
d’endoderma extraembrionari (XEN) deriven de la massa cel-lular interna, el trofectoderma i

I'endoderma primitiu del blastocit, respectivament (Feng et al., 2010).

Estudis recents han desvelat modificacions addicionals de les citosines (He et al., 2011; Ito et
al., 2011), com la hidroximetilacié de la citosina 5 (5hmC). Aquesta modificaci6 és resultat de la
conversio de la citosina 5 metilada mitjangant les proteines TET (Tahiliani et al., 2009). La
5hmC s’ha detectat en tots els teixits murins (elevades quantitats en cervell) i en les SC
embrionaries (Globisch et al., 2010) i s’ha observat que inhibeix la unié de les proteines MBD,
suggerint que pot ser un intermediari directe del procés de desmetilacié del DNA, malgrat no
haver-hi evidéncies experimentals que recolzin aquesta afirmacié (Jin et al., 2011b). Tot i que la
seva implicacié en la homeostasi cel-lular roman una incognita, s’ha observat la seva pérdua en

tumors colorectals i altres cancers (Jin et al., 2011a; Kudo et al., 2012).
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3.2 Les modificacions d’histones i les implicacions en la cromatina.

La cromatina es defineix com el complex DNA-proteina responsable de 'empaquetament del

material genétic en el nucli cel-lular, sent les histones les proteines majoritaries de la cromatina.

3.2.1 Les histones i les seves modificacions post-traduccionals.

En I'empaquetament del material genétic en el nucli, el nivell inferior d’organitzacié és el
nucleosoma, en el que el DNA envolta un octamer d’histones (H2A, H2B, H3 i H4, totes elles
duplicades). Els nucleosomes estan connectats mitjangant fragments curts de DNA i la cadena
que formen es plega i s’estabilitza amb la uni6 de la histona H1 a ambdds elements

(nucleosoma i DNA adjacent) (Felsenfeld and Groudine, 2003).

A més, de la seva funcié en 'empaquetament del DNA, les histones sén reguladors dinamics
de l'activitat génica, degut a les diferents modificacions quimiques post-traduccionals presents
en els aminoacids terminals de les seves cues. Aquestes modificacions en les histones es
mantenen estables durant la divisio cel-lular i el seu paper en la regulacié de la transcripcié el
poden desenvolupar en cis, canviant I'estructura de la cromatina, o en trans (Taula i2),
dificultant la uni6 de determinades proteines o reclutant-ne. A més, cal mencionar que la
preséncia d’'una modificacié determinada pot condicionar la preséncia de les altres, ja sigui per
antagonisme competitiu, afectacié per modificacié del substrat, dependéncia o cooperacié en el
reclutament de factors especifics, entre d’altres. Com per exemple el fet que la tri-metilacié de
la lisina 4 de la Histona 3 (H3K4me3) impedeix de forma al-lostérica la unié de Su(z)12 in vitro,
evitant la deposicié de tri-metilacio en la lisina 27 de la mateixa histona (H3K27me3)
(Schmitges et al., 2011).

Examples of Modified

Chromatin modifications Regulated Functions

Residues
Acetylation H3K9ac Transcription, Repair, Replication, Condensation
Lysines methylation H3K4me2, H3K27me3 Transcription, Repair
Arginines methylation R-me1, R-me2a, R-me2s Transcription
Phosphorylation S- ph T-ph Transcription, Repair, Condensation
Ubiquitylation K-ub Transcription, Repair
Sumoylation K-su Transcription
ADP ribosylation E-ar Transcription
Deimination R - Cit Transcription
Proline isomerization P-cis = P-trans Transcription

Taula i1. Implicacions d’algunes de les modificacions d’histones. K= lisina; R= arginina; S=

serina; T= treonina; P=prolina; E= glutamina. Reproduit de (Kouzarides, 2007a).

34



Introduccio

Tal i com es mostra en la Taula i1, a més de participar en la transcripcid, algunes modificacions
estan vinculades a la regulacié de la replicacié o reparacié del DNA. En aquest treball, pero,

ens centrarem en les que estan implicades en la regulaci6 transcripcional.

Aquestes modificacions poden involucrar I'addicié de grans péptids (ubiquitinacid, sumoilacié) o

de grups quimics petits (acetilacié, metilacié i fosforilacio).
Acetilacio

L’acetilacié neutralitza la carrega aminoacidica, disminuint la forga d’'unié del DNA, fent-lo més
accessible als factors de transcripcid i generant un lloc d’unié per al bromodomini, que és
present en moltes proteines associades a la cromatina. Els enzims responsables d’aquestes
modificacions soén les histones acetiltransferases (HAT) i les histones deacetilases (HDAC). Les
HATs de tipus B acetilen histones lliures, fet que modifica el seu patré de deposicié. D’altra
banda, les HATs de tipus A (GNAT, MYST i CBP/p300) neutralitzen la carrega positiva de les
cues de les histones i també del centre globular (H3K56) afectant la unié histona-DNA. La
varietat de dominis catalitics de les HATs fa que aquestes presentin diferents especificitats.
Contrariament, les HDAC (classe I-1V) es caracteritzen per una baixa especificitat de substrat
(Kouzarides, 2007b).

Tots els residus acetilats es correlacionen directament amb Il'activitat transcripcional, pero
cadascun presenta una localitzacié génica diferent. Per exemple, I'acetilacié de la lisina 9 de la
histona 3 (H3K9ac) es localitza majoritariament prop de l'inici de transcripcid, mentre que

H4K16ac és més present en promotors i cossos dels gens (Wang et al., 2008).
Metilacié

L’addici6 d’'un grup metil no modifica la carrega de la cromatina. Aquesta modificacié pot
associar-se tant a l'activacié com al silenciament, depenent del residu d’histona modificat
(diferents lisines o arginines de les cues d’histones), el grau de metilacié (mono, di, tri) i la
localitzacié dins el gen (Fig. i9). EI mecanisme contrari, la desmetilacio, esta mediat en lisines
per diferents dominis catalitics (LSD1, JMDM), mentre que en arginines s’ha descrit la seva
deiminitzacié a citrul-lina com un possible mecanisme de neutralitzaci6 de la marca
(Kouzarides, 2007a).

S’ha descrit ampliament que H3K4me és un marca activa mentre que H3K27me2/3 i
H3K9me2/3 sén marques inactives (Barski et al., 2007). A més, alguns gens poc expressats o
silenciats tenen H3K4me3 i H3K27me3 en la seva regié6 promotora, els anomenats dominis
bivalents (Bernstein et al., 2006). Tot i que aquest patré es considera caracteristic d’'SC, s’ha
trobat també en teixits diferenciats, cél-lules canceroses i linies cel-lulars (Mohn et al., 2008;
Rodriguez et al., 2008). Els dominis bivalents i la seva preséncia al llarg de la diferenciacio

seran discutits ampliament més endavant.
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Les analisis a escala global han permés detectar dominis repressius, que a més de ser
caracteristics de telomers, centromers i el cromosoma X inactiu, s’han descrit en altres regions
géniques. Aixi doncs, s’han ftrobat dominis que engloben gens silenciats o regions
intergéniques enriquides en marques inactives: els BLOCs (Broad Local Enrichments) en
fibroblastes embrionaris murins amb alt nivell ’H3K27me3 (Pauler et al., 2009); i els LOCKs
(Large Organized Chromatin H3K9me?2) en SC embrionaries, rics en H3K9me2 (Wen et al.,
2009).

A Nuclsosomes —— B
Pol 1l

Hak4me1

Prormoter —
HIK4me2 MNucheosamas —
HIK4me3 —— H3Kd4med —
H2A.2 —
HIKZTmed = :g:;—{m
H3IK36med — HIKTomed

Enhamcer
o InsulEior

— H2BK5me1 =
-~ HIKBme1
\7‘-\ J\ FENOmeY, |— Fromaler HIK3GMED  —

Active Genes

e

Inactive Genes

Figura i9. Perfil de les metilacions en les histones en cél-lules CD4'T. A. Gens actius tenen
H3K4me1/2/3, H3K9me1 i la variant H2A.Z al voltant de l'inici de transcripcié i H3K36me3,
H3K27me1, H4K20me1 i H2BK5me1 en el cos del gen. En enhancers hi ha H3K4me, la
variant H2A.Z i H3K9me1. B. H3K27me2/3 s’ha trobat en gens inactius, en alguns
promotors i cossos de gens (Barski et al., 2007).

Altres modificacions

A part de la metilacié i I'acetilacio, altres modificacions d’histones també participen en la
regulacié dels estats funcionals de la cromatina: les quinases afegeixen el grup fosfat als
residus de serina, treonina i tirosina, fet que modifica la carrega de la cromatina, fent-la
transcripcionalment accessible (excepte en H3S10 durant la mitosis) i pot ser revertit gracies a
les fosfatases; B-N-acetoglucosamina és una modificacié dinamica que involucra les serines i
treonines d’'H2A, H2B i H4; els residus de glutamina i arginina poden estar mono- (associat a
augment en el dany) o poly-ADP ribosilat (relacionat amb cromatina relaxada); la
ubiquitinacié és una gran modificacié covalent reversible, que pot ser afegida de forma simple
o multiple. La sumoilacié és la unié covalent d'una molécula d’ubiquitina petita, que
antagonitza l'acetilacio i la ubiquitinacié de la mateixa cadena. El tall de la cua d’histones
succeeix durant la diferenciacié de les SC murines, quan la catepsina elimina els primers 21
aminoacids de la H3, i es correlaciona amb I'alteracié de la localitzacié dels nucleosomes.
Finalment, la isomeritzacio de la prolina en la H3P38 s’ha descrit en llevat, fet que evita el
reconeixement de la H3K36 per altres factors de la cromatina com les metiliransferases

(Bannister and Kouzarides, 2011).
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Tal i com s’ha descrit anteriorment, les modificacions d’histones poden exercir diferents efectes

influenciant directament en I'estructura global de la cromatina o facilitant/bloquejant la uni6 de

multiples factors de la cromatina (exemples en Taula i2)

Recognised by

Mark Implications
domain enzyme
PHD ING2 HDACSs recruitment promoting DNA damage
H3K4me3 Chromodomain CHD1 Nucleosome replacement
Tudor JMJDA Histone demethylation
H3K9me3 Chromodomain HP1 Heterochromatinization by itself QJ|mer|zat|on and
H1.4K26me interaction.
Nucleosomal compactation by itself dimerization and
H4K20me1/2 MBT L3MBTLA1 H1bK26me1/2
Acetylated Bromodomain Swi2/Snf2 Chromatin opening by SWI/SNF complex recruitment
lysines PHD DPF3b BAF complex recruitment
14-3-3 14-3-3 Recruitment of proteins involved in elongation
H3S10ph
MDC1 Binds to yH2AX and is involved in DNA repair process

Taula i2. Exemples de les diferents modificacions d’histones i el seu mecanisme d’actuacio

(Bannister and Kouzarides, 2011).

La metilacié del DNA i les modificacions d’histones treballen conjuntament en la regulacié de
I'expressié genica. De forma general, la metilaci6 del DNA en les CpGi promotores es
caracteritza per la preséncia de marques d’histones repressives i un entorn heterocromatic,
mentre que els gens que no tenen les regions promotores metilades s’associen a l'activacié
transcripcional i marques d’histona actives (acetilacid, fosforilacié i H3K4me3, per exemple). Tot
i aix0, s’han descrit alguns casos que contradiuen aquest dogma. Per exemple, s’ha observat
que el tractament amb inhibidors de deacetilases comporta la reexpressié génica sense alterar
la metilacié del DNA de les CpGi promotores, demostrant que la metilacié del DNA actua com a

memoria cel-lular de la repressio génica (Raynal et al., 2012).

Tot i que, diferents resultats obtinguts amb el tractament d’inhibidors de deacetilasses i
inhibidors de metilacié suggereixen que la metilacié del DNA succeeix un cop s’han establert
les marques inactives en les histones (H3K9me2/3) (Fahrner et al., 2002; Kondo et al., 2003;
Meng et al., 2009), aquest model segueix sent una de les possibles hipotesis d’establiment de

les marques epigenétiques de silenciament.
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3.2.2 Proteines Polycomb i Trithorax.

Les proteines Polycomb (PcG) i Trithorax (Trx) treballen conjuntament per regular la dinamica
de la cromatina, I'expressié génica i per retenir la memoria cel-lular durant la vida de
I'organisme. Ambdds grups administren la metilacié de les lisines i van ser descrits primerament
en Drosophila melanogaster, on PcG manté els gens Hox silenciats durant el desenvolupament
i Trx manté la seva expressio en els dominis espacials apropiats (Mills, 2010). Ambdos

complexes presenten elevada conservacio en les diferents especies.
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Figura i10. Diagrama on es representa la composicio dels complexes PcG i Trx. En PRC2
apareixen les possibles interaccions amb el DNA i les histones que poden explicar el
reclutament de PRC2. També es representa la composiciéo de les sis subfamilies del
complex PRCA1, el grup Trx MLL (Mixed-Lineage Leukemia) i el complex remodelador dels
nucleosomes SWI/SNF (Gao et al., 2012; Margueron and Reinberg, 2011; Mills, 2010).
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Hi ha dos complexes PcG descrits (PRC2 i PRC1, Fig. i10) i diversos factors i proteines
associades a aquests complexes (complex YY1, per exemple). En PRC2 el domini SET d’'EZH
és l'encarregat de metilar H3K27me3 (Muller et al., 2002). Tot i que experiments in vitro
mostren que EZH també s’uneix a H3K9me3, aquest fenomen no s’ha observat in vivo
(Kuzmichev et al., 2002), suggerint que tot i que la unié és possible, hi ha una preferencia per la
lisina 27. S’han descrit dos subunitats d'EZH (EZH1 i EZH2) que realitzen funcions diferents:
PRC2-EZH2 estableix de novo H3K27me2/3 i PRC2-EZH1 (només present en cél-lules de
divisié activa) reestableix 'H3K27me2/3 que podria haver-se perdut després de l'intercanvi
d’histones o durant l'activitat desmetilasa (Margueron and Reinberg, 2011). Per tal d’exercir
I'activitat metiltransferesa, sén necessaries les proteines SUZ12 i les homologues a NURF55
de Drosophila (RBBP4/RbpAp48 i RBBP7/RbAp46), que sén responsables de la interaccio del
complex amb els nucleosomes. A més, la proteina EED contribueix tant a la unié al
nucleosoma com a l'activitat enzimatica, sense ser indispensable (Nekrasov et al., 2005). S’ha
descrit que la interaccid ’EED amb H3K27me3 estimula l'activitat HMT en PRC2, generant la
propagacioé de la marca (Margueron et al., 2009). Malgrat regular I'inici de transcripci6, algunes
evidéncies suggereixen que PRC2 i H3K27me3 podrien afectar I'expressié génica mitjangant el
control de I'elongacié d’'RNA polimerasa Il. EI complex PRC1 reconeix i s'uneix a H3K27me3
mitjangant el cromodomini de les proteines CBX i monoubiquitinitza la lisina 119 de la histona
H2A gracies al domini RING de BMI1 i d’altres proteines (Schuettengruber et al., 2007). A més,
un estudi recent realitzat per Reinberg i col-laboradors mostra I'elevada heterogeinitat del
complex PRC1, descrivint sis grups dins la familia PRC1, mostrant un distribucid gendmica

diferencial associada a diferéncies funcionals dels gens (Gao et al., 2012).

El reclutament d'ambdés complexes en mamifers no s’ha dexifrat. En PRC2, els elements
repressius PcG (responsables del reclutament en Drosophila) s’han descrit només en els loci
MAF i HOX (Mills, 2010) i s’ha proposat que la suma de petites interaccions de cadascun dels
components de PRC2 és la causa del reclutament del complex (mostrat en la Fig. i10)
(Margueron and Reinberg, 2011). L’analisi dels gens HOX en SC embrionaries mancades de
PRC1 o PRC2 suggereixen que PRC2 promou el reclutament de PRC1 i que aquest ultim és
'encarregat de la compactacié de la regié (Eskeland et al., 2010). Tot i aix0, estudis en el
silenciament del gen XIST (inactivacié del cromosoma X) mostren que el silenciament

mitjangant PRC1 pot ser independent a PRC2 en SC embrionaries (Schoeftner et al., 2006).

Trx és un complex heterogeni, que inclou membres amb capacitat d’'uni6 a sequéncies
especifiques de DNA, proteines amb dominis SET (com MLL) i components del complex
remodelador de la cromatina (SWI/SNF, NURF) (Fig. i10). Mentre que MLL té activitat
metiltransferasa sobre la lisina 4, WDR5 confereix estabilitat al complex i ASH2L participa en la
metilacié del substrat H3K4me2 (Steward et al., 2006).

A part de la metilacié6 de les lisines, els complexes Trx i PcG poden reclutar, directe o
indirectament, les proteines que faciliten altres modificacions covalents de les histones, com les
HATs, HDACs, desmetilases de lisines o DNMTs (Mills, 2010).
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3.2.3 Diferents criteris de classificacio de la cromatina.

De forma classica, la cromatina s’ha dividit en tres compartiments diferents tenint en compte la
seva estructura i funcionalitat. L’eucromatina correspon a les regions relaxades que contenen
la major part dels gens actius i pateixen canvis associats al cicle cel-lular. Tot i estar
caracteritzada per la preséncia de marques actives (com H3K4me1/2/3 i H3K36me3), els
components de la heterocromatina poden estar presents i participar en la regulacié de 'activitat
génica. L’heterocromatina facultativa engloba regions gendmiques que contenen gens
diferencialment expressants durant el desenvolupament i/o la diferenciacié i que esdevenen
silenciats. La modificacié de la H3K27me3 i les proteines PcG han estat relacionades amb el
silenciament d’aquest compartiment. L’heterocromatina constitutiva conté regions
genomiques silenciades de forma permanent, com els centromers i teldomers, normalment
composats per seqliéncies repetitives que tenen una funcié estructural. Esta caracteritzada per
tenir elevats nivells de HP1a/B i H3K9me3 (Fig. i11). La HP1 dimeritzada interacciona amb
H3K9me2/3 (utilitzant els cromodominis) alhora que s’uneix a SUV39, una metiltransferasa
d’H3K9 que participa en el manteniment de I'heterocromatina durant la replicacié (Bannister
and Kouzarides, 2011).

Els elements que formen les barreres fisiques com el CTCF, tenen un paper molt important
alhora de mantenir els dominis de cromatina activa i reprimida. La contribuci6 de CTCF en
l'activacié de la transcripcio, la repressio, I'aillament i I'imprinting son els efectes secundaris
corresponents al seu rol d’'organitzador gendmic de I'arquitectura de la cromatina omnipresent
(Phillips and Corces, 2009).

Figura i11. Organitzaci6 de la cromatina i la maquinaria
responsable del silenciament génic en [I'heterocromatina
constitutiva (Feinberg and Tycko, 2004).
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Tot i que la classificacié eucromatina/heterocromatina és ampliament utilitzada, diferents
estudis han permés una classificaci6 més acurada de la cromatina. Un estudi integratiu a
escala global de 52 components de la cromatina en cél-lules de Drosohila, ha mostrat que el
genoma esta segmentat en cinc tipus, il-lustrats amb un codi de colors (Fig. i12): groc i vermell
es corresponen a l'eucromatina; verd i blau a I'’heterocromatina; i negre a la cromatina
repressiva (Filion et al., 2010). Al extrapolar-ho a humans cal tenir en compte que les proteines
i les marques poden adoptar diferents comportaments durant I'evolucié, per exemple els
patrons de Laminina B humana es corresponen amb 'H3K9me2, mentre que la Laminina B de

Drosophila coincideix amb la cromatina negra i 'H3K9me2 amb la verda (van Steensel, 2011).

A més, l'analisi del consorci Drosophila mod ENCODE ha descrit un sistema de 9 estats, els
quals presenten una elevada correlacié amb la classificaciéo de cinc colors, pero dibuixa una
imatge més complexa, on estats especifics de la cromatina tenen enriquiments funcionals (Roy
et al., 2010). Altres analisis genomics destaquen la heterogeneitat i complexitat de les regions
d’heterocromatina, les quals presenten disminucié d’H3K9me prop de linici de transcripcio
(Riddle et al., 2011).
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Figura i12. Perfils de cromatina en Drosophila melanogaster: La cromatina groga correspon
als gens expressats de forma ubiqua tals com els housekeeping i els enzims de control de
I'acetilacié d’histones; vermell engloba els gens especifics de teixit i que tenen un elevat
recanvi de nucleosomes amb enriquiment d’H3.3 i manca d’H3K36me3, la qual pot tenir una
funcié de la repressié de promotors criptics en sentit contrari; blau és la cromatina regulada
per PcG i es caracteritza per elevats nivells d’H3K27me3; verd correspon a
I'heterocromatina classica marcada per SU(VAR)3-9 i HP1, enriquida per H3K9me2; la
cromatina negra és la més prevalent i conté els gens silenciats. Imatge modificada de
(Beisel and Paro, 2011; Filion et al., 2010).
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Recentment, l'estudi de la cromatina a escala global en nou tipus cel-lulars d’humans ha
presentat una nova divisio, determinant sis classes de cromatina (Fig. i13): promotor (actiu,
feble o a punt per ser activat), enhancer (fort o feble), barrera (insulator), transcrit (fort o feble),
reprimit per PcG o en estat inactiu (heterocromatic o repetitiu). Aquests patrons suggereixen
que els estats de cromatina estan de forma inherent i son informatius de les propietats
bioldgiques del genoma. Les anadlisis dels diferents tipus cel-lulars conclouen que les
diferéncies en els estats de la cromatina estan relacionades amb funcions especifiques de tipus
cel-lular. Els promotors i enhancers especifics de tipus cel-lular estan associats amb els motius
d’enriquiment que depenen de I'expressio i funcié dels gens confrontants. Tot i que les activitats
dels enhancers i promotors varien de fort, feble o estar a punt per ser activitat, aquests
tendeixen a mantenir la identitat de la cromatina en diferents tipus cel-lulars senyalant la

importancia d’aquestes regions amb potencial regulador (Ernst et al., 2011).
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Figura i13. A. Els estats de la cromatina s’han determinat en els diferents tipus cel-lulars
aplicant un model multivariant ocult de Markov. En la taula, cada entrada denota la
frequiiencia amb la que una marca determinada es troba en una posicié gendmica associada
a un estat de la cromatina. B. Per cada estat, aquesta taula reporta el percentatge
d’intervals de 200pb que es troben en les regions significativament enriquides en H3K9me3
en comparacié a I'extracte cellular total (p-value < 10™*) (Ernst et al., 2011).

Altres estudis s’han centrat en la correlacié dels patrons de modificacié d’histones i I'estat
d’expressié del gen. Una analisi global de 39 modificacions d’histones en cél-lules CD4'T ha
resultat en 13 patrons prevalents, que poden ser classificats en tres classes en funcio dels
estats d’expressié. La classe | sén els gens poc expressats involucrats en desenvolupament i
funcions que no es corresponen a les cél-lules CD4'T. La major part dels patrons de cromatina
pertanyents a aquest grup estan caracteritzats per la preséncia d’'H3K27me3. La classe Il es
correlaciona amb gens d’expressié intermédia i la classe Il amb els gens altament expressats,
involucrats en la fisiologia cel-lular i el metabolisme. A més, s’ha observat un mddul comu de 17
modificacions (H2A.Z; acetilacié en: H2B K5, K12, K20, K120; H3 K4, K9, K18,K27, K36; H4
K5, K8, K91; H3K4me1/2/3 i H3K9me1), present en molts dels gens amb expressid intermédia i

elevada, i afectant un 25% dels promotors (Wang et al., 2008).

42



Introduccio

3.3 Posicionament dels nucleosomes.

El posicionament dels nucleosomes al llarg del genoma no és quelcom a I'atzar, ans al contrari,

és un factor determinant en la regulacié transcripcional.

Els nucleosomes estan molt enriquits en els limits exo6-intrd, on es solapen amb la RNA
polimerasa Il (Chodavarapu et al., 2010) (Fig. i14A). Les regions amb deplecié en nucleosomes
son caracteristiques dels promotors induibles associats als gens expressats, permetent la unié
dels activadors en les seves regions d'unié. A més, aquestes regions també s’han descrit en els
elements de resposta a PcG del locus HOX durant la diferenciacié, facilitant la unié de les

proteines PcG, i en el promotor de MLH1 de les cél-lules canceroses (Bai and Morozov, 2010).

Diferents complexos remodeladors sén els responsables del posicionament dels nucleosomes
(Fig. i14B) i, malgrat diferir en la composicié de les subunitats, comparteixen dominis ATPasa
similars. El posicionament dels nucleosomes influencia el patré de metilacié del DNA, doncs les
DNTMs s’uneixen preferentment al nucleosoma que empaqueta el DNA (Chodavarapu et al.,
2010).
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Figura i14. A. Gens transcripcionalment actius tenen una regié lliure de nucleosomes a 5’ i
3’ de la regid no transcrita, la qual és necessaria per la unid6 de la maquinaria
transcripcional. L’activacié genica també requereix la pérdua dels nucleosomes situats
abans de [linici de transcripcid, mentre que el seu bloqueig permet la repressio
transcripcional. B. Maquinaria epigenética implicada en el posicionament dels nucleosomes
(Portela and Esteller, 2010).
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La funcié del nucleosoma esta influenciada per les variants d’histones. Aquestes sén diferents
de les histones estandards en la seves cues, I'estructura del domini i en alguns aminoacids
claus. Les variants es sintetitzen al llarg del cicle cel-lular i la seva deposicié és independent a
la replicacié. Hi ha quatre variants universals: CENP-A, essencial per 'estructura del centromer
i la seva funci6; H3.3, considerada com la marca d’activitat transcripcional, tot i que estudis
recents han descrit un enriquiment d’aquesta variant en telomers i centromers d’SC i
fibroblastes embrionaris de ratoli; H2A.Z, que juga diferents rols (activacié i silenciament,
recanvi dels nucleosomes i reparacié del DNA, entre d’altres) que poden ser explicats pels
efectes de les diferents modificacions post-traduccionals i les interaccions de factors
remodeladors; i H2A.X, important per la reparacié del DNA. Macro-H2A.1 i Macro-H2A.2 sén
histones especifiques de llinatge cel-lular associades la inactivacié del cromosoma X. A més,
les variants macroH2A estan implicades en la regulacié dels programes d’expressié génica
durant la diferenciacié cel-lular, mostrant col-localitzacid amb les proteines del PRC2 en els
gens de desenvolupament de les céllules pluripotents ((Buschbeck et al., 2009)
(Khorasanizadeh, 2004; Szenker et al., 2011; Talbert and Henikoff, 2010).

3.4Epigeneética de ’'RNA.

Els RNA no codificants (curts i llargs) participen en la regulacié epigenética en situacions
normals i patologiques. Tot i que aquests mecanismes s’han descrit en altres organismes, com
el llevat, la Drosophila i la Arabidopsis thaliana, molt d’esfor¢ s’esta emprant per tal d’elucidar la

seva funcié en mamifers.

L’establiment de la heterocromatina mitjangant 'RNA d’interferéncia s’ha descrit en llevat,
relacionant la pérdua de Dicer amb la disminucié d’H3K9me3 i defectes en la segregacié de la
cromatina (Djupedal and Ekwall, 2009). D’altra banda, els micro RNAs estan involucrats en la
hipermetilacié aberrant del DNA (Lujambio et al., 2007). La implicacié dels RNAs no codificants
llargs en dirigir les proteines PcG s’ha descrit en diferents processos humans com la inactivacié
del cromosoma X (Zhao et al., 2008) i la regulacié de I'imprinting (Pandey et al., 2008). Els
RNAs no codificants curts derivats de les regions d’inici de transcripcié dels gens amb dominis
bivalents han estat trobats en CD4'T i SC embrionaries de ratoli, suggerint que els RNAs no
codificants excerceixen la seva activitat repressora en preséncia d’H3K4me3 dirigint les
proteines PcG en cis (Kanhere, 2010). A més, HOTAIR, un RNA no condificant intergénic llarg
expressat en el locus HOXC, interacciona amb PRC2 i LSD1 i la seva sobreexpressié indueix la
deslocalitzacié del PRC2 en cél-lules de cancer de mama (Rinn, 2007). Aquests només son
alguns exemples de la participacié dels RNAs en el silenciament epigenétic, perd a més s’ha
observat la seva implicacié en la propagacié de la cromatina silenciada durant la replicacio i la

mitosi (Beisel and Paro, 2011).
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3.50rganizacio nuclear.

L’organitzacié espaial del genoma en el nucli no és atzarosa i esta condicionada per les

funcions nuclears tals com la replicacié del DNA, la reparacid, la transcripci6 i I'splicing.

Amb l'excepcid de la lamina nuclear, no hi ha membranes que envoltin els diferents
subcompartiments del nucli, com sén: el nucléol, que conté els RNAs ribosomals i els dominis
associats al nucléol (repeticions de satél-lits centromériques i grups de gens silenciats
especificament); cossos enriquits en proteines promieloitiques de leucémia que sén proteines
RING-Finger; cossos Cajal, que estan involucrats amb el processament d’'RNA; i clapes
nuclears, que contenen factors d’splicing i ribonucleoproteines nuclears petites (Lanctot et al.,
2007).

En la interfase nuclear, els cromosomes s’organitzen en diferents territoris que presenten
diferent posicié radial d’acord a la grandaria del cromosoma, la densitat génica i la morfologia
(Fig. i15) (Nunez et al., 2009). ElI compartiment de la intercromatina és I'espai creat entre
territoris. Aquest esta enriquit en cossos nuclears involucrats en la transcripcio i I'splicing,
correlacionant els gens transcripcionalment actius amb la seva posicié en la periféria dels
territoris cromosomics (Cremer and Cremer, 2001). Tot i aix0, el model de xarxa sustenta que
no hi ha regions lliures de cromatina entre territoris de cromosomes, mostrant elevada mescla
de cromosomes i la preséncia de factors de transcripcié en aquestes regions de fusio (Branco
and Pombo, 2006). Les factories de transcripcid sén compartiments nuclears que contenen
elevades concentracions locals d’'RNA polimerasa Il fosforil-lada que promou I'agrupament de
gens per ser més eficient en la transcripcié génica (Osborne et al., 2004). A més, per tal de
facilitar la regulacio, el genoma huma esta organitzat en regions altament actives (RIDGEs) que
corresponen als gens housekeepings, i que estan separats per regions amplies de baixa

activitat i poca densitat genica (Kosak and Groudine, 2004).

I'. : Figura i15. Organitzaci6 radial dels
territoris dels cromosomes en el nucli en
funcié de la densitat génica i el contingut
A+T. Els territoris dels cromosomes s’han

12 representat seguint el model
intercromosomic en xarxa. El nucléol
apareix com un exemple de compartiment

| ; subnuclear que pot proveir oportunitats

- addicionals a la interacci6 cromosomica

(Gondor and Ohlsson, 2009).
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Les interaccions en el nucli es poden classificar en funcié de la parella d’elements implicats. La
cromatina pot interaccionar amb components nuclears, com el nucléol, la membrana de la
lamina i els porus nuclear. Els dominis associats a la lamina han estat descrits en huma i ratoli i
s’associen a regions de baixa densitat génica, gens silenciats transcripcionalment, de replicacié
tardana i regions riques en H3K9me2. Tot i aix0, la recol-locacié del cromosoma en la lamina
nuclear influencia I'expressié d’alguns gens pero no tots. Les interaccions de la cromatina amb
el complexes de porus nuclears tendeixen a associar-se amb gens transcrits a nivells
moderats. Aixi doncs, la periféria nuclear és I'encarregada de modular I'expressié de
determinats gens tant en condicions fisiologiques (desenvolupament i diferenciacié) com en
patologiques (Finlan et al., 2008; van Steensel and Dekker, 2010). Les interaccions de la
cromatina poden implicar la formacié de loops (interaccions promotor-enhancer i interaccions
de gran abast en cis) o ponts de cromatina (interaccions en frans). Les interaccions gen-gen
estan governades majoritariament per les caracteristiques de la cromatina adjacent, tal i com
succeeix en el locus de la B-Globina que en fetge fetal esta expressada i interacciona amb
altres gens actius, mentre que esta silenciada en cervell fet que promou el contacte amb loci
silenciats (Simonis et al., 2006). Per tal de mantenir la correcta interaccié de la cromatina,
CTCF desenvolupa un paper molt important com a mediador dels centres de cromatina activa
(hubs) del locus de la B-Globina i de la interacci6 amb factors de transcripcié i proteines
estructurals (interaccioé de la cohesina, per exemple) (Nunez et al., 2009; Splinter et al., 2006).
Les proteines PcG també participen en els contactes de gran abast, com soén el silenciament de

GATA4 mediat per EZH2 en el carcinoma embrionari no diferenciat Tera-2 (Tiwari et al., 2008).

La técnica FISH i els métodes basats en el 3C donen suport a la teoria que aquestes
interaccions no succeeixen Unicament de forma estocastica, sind que moltes d’elles sén
funcionals. Tot i aixd, que aquestes interaccions puguin ser la causa o la consequiéncia dels
canvis a nivell transcripcional, roman una incognita. Una altra pregunta oberta és si la
pertorbacié en I'arquitectura cel-lular, com el posicionament erroni de complexes proteics en els

tumors solids, leucémies i limfomes, sén 'origen o el resultat de la situacié patologica.
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4. Alteracions epigeneétiques en cancer.

4.1La metilacié del DNA en el procés tumoral.

El procés tumoral és degut a la suma d’alteracions genétiques i epigenétiques en les vies que
governen la homeostasi en els organismes multicel-lulars, comperant ambdds mecanismes en
la progressio tumoral. L’epigenoma del cancer es caracteritza per canvis en la metilacié del
DNA, patrons de modificacions d’histones i enzims modificadors de la cromatina, els quals

tenen un rol important en la iniciacié tumoral i la progressié.

Les alteracions en la metilaci6 del DNA comporten mutacions puntuals, hipometilacio,
hipermetilacié (Fig. i16) i pérdua d’imprinting (LOIl), en la que els gens amb imprinting
expressen ambdds al-lels, com succeeix per IGF2 en els tumors de Wilms (Steenman et al.,
1994).

La metilacié aberrant i les mutacions genétiques cooperen en el desenvolupament del cancer.
Per exemple, el silenciament per metilacié dels gens reparadors MLH1 i MGMT, promou la
inestabilitat de microsatel-lits i 'augment de les mutacions G>A, respectivament (Jones and
Baylin, 2002). A més, en cancer hereditari, en el que un gen supressor de tumor té un al-lel
mutat en la linia germinal, el segon hit que silencia I'al-lel normal pot ser la hipermetilacié de la
regio promotora (Jones, 2007).

Les cél-lules canceroses es caracteritzen per una hipometilacié global, que també esta
associada a l'activacid d'oncogens, com per exemple H-ras i K-ras en tumors primaris
(Feinberg and Vogelstein, 1983) i BCL-2 en leucemia limfocitica cronica (Hanada et al., 1993).
Els treballs de Jaenisch i col-laboradors han aportat coneixement sobre les implicacions de la
hipometilacié global, treballant amb ratolins deficients en DNMT1, observant que aquests es
caracteritzen per una elevada inestabilitat cromosdmica (Gaudet et al., 2003), associada a la
reactivacio d’elements retrovirals enddgens i a la seva translocacié (Howard et al., 2008). Aixi
doncs, la hipometilacié global s’ha relacionat amb una pérdua de metilacié de les sequéncies
repetitives (Weisenberger et al., 2005), fet que ha promogut I'estudi dels patrons de metilacio
d’aquests elements (Rodriguez et al., 2008) i la seva implicacié funcional. D’altra banda, estudis

min/+

en els microadenomes i polips macroscopics de ratolins Apc suggereixen que la
hipometilacié6 del DNA té un rol dual: suprimint la tumorigénesi en estadis tardans, perd
promovent les lesions inicials a codlon degut la pérdua d’heterozigositat (LOH) (Yamada et al.,
2005). Estudis recents (Berman et al., 2012; Hansen et al., 2011), mostren que les cél-lules
canceroses de CRC es caracteritzen per la presencia de dominis d’hipometilacié que afecten la
meitat del seu genoma, sent part d’ells coincidents amb la unié a la lamina nuclear, relacionant
aixi els canvis de metilacid6 amb l'alteracié de I'organitzacié tridimensional en el nucli. Aquests

estudis també han descrit la preséncia de dominis d’hipermetilacio del DNA.
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Figura i16. Alteracions de la metilacié del DNA en cancer (Esteller, 2007).

El silenciament génic mitjangant la hipermetilacio del DNA afecta gran majoria de les vies
cel-lulars durant el procés tumoral. Per exemple, s’ha observat la hipermetilaci6 de gens
gatekeepers (p16, SFRPs, GATA-4, GATA-5 i APC) en estadis pre-invasius de CRC, suggerint
la necessitat d’'una modulacié epigenética d’aquests gens en cél-lules sanes altament

proliferants, com les SC adultes (Portela and Esteller, 2010).

Estudis a escala global han permés correlacionar que els gens marcats en SC embrionaries i
teixit normal amb H3K27me3 i proteines PcG tendeixen a estar hipermetilats en cancer
(Schlesinger et al., 2007). Profunditzant en aquest concepte, s’ha observat que la marca
H3K27me3 en SC embrionaries es correlaciona amb la hipermetilacid del DNA en diferents
tipus tumorals, mentre que els gens amb H3K27me3 en colon tendeixen a estar hipermetilats
especificament en CRC (Rada-Iglesias et al., 2009). De forma similar s’ha descrit que els gens
implicats en el desenvolupament que presenten dominis bivalents en SC embrionaries, tenen
H3K9me2/3 en cél-lules embrionaries canceroses i estan hipermetilats a nivell de DNA en
HCT116, observant, a més, un augment d'H3K9me2 en les cel-lules canceroses adultes (Ohm
et al., 2007).

Estudis recents del metiloma cel-lular han demostrat que la major part del canvis de metilacié
en cancer succeeixen en les CpGi shores, de forma similar al patré descrit en la diferenciacio
del teixit. Aixo és consistent amb el model cancerds de progenitor epigenétic, que defensa que
les alteracions epigeneétiques que afecten la diferenciacié especifica de teixit sén el mecanisme
epigenétic predominant que causa el cancer. Les regions diferencialment metilades en cancer

també estan relacionades amb gens associats a la pluripotencia (Irizarry et al., 2009).
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4.2 Alteracions en les proteines de la cromatina.

Les modificacions aberrants de les histones i la deregulacié del enzims associats a la cromatina
també son responsables de lalteracié dels programes d’expressié génica i la integritat del
genoma. A continuacio es presenten algunes evidéncies que donen suport a aquesta afirmacio,
com per exemple el fet que els ratolins deficients en SUV39 (metiltransferassa d’H3K9)
presenten nivells baixos d’heterocromatina que afavoreixen la inestabilitat gendmica (Peters et
al., 2001).

A més, les cél-lules canceroses tenen una reduccié de la monoacetilacié d’H4K16, la qual és
consequéncia de la sobreexpressié o mutacio d’HDACSs, per exemple en les Sirtuines (Vaquero
et al., 2007), fet que afecta la interacci6 de DNMT1 i, per tant, el patré6 de metilacié del DNA
(Espada et al., 2007). La desregulacio de la H3K27me3 és també un factor caracteristic del
procés tumoral, observant la sobreexpressi6 d’'EZH2 en cancer solids i la mutacio d’'UTX
(demetilassa d’'H3K27me3) en una varietat de tumors; mentre que patologies mieloids es

caracteritzen per la inactivacié d’EZH2 (Bannister and Kouzarides, 2011).

El sistema PcG-TrxG regulador de la memoria cel-lular es veu alterat en el procés tumoral,
afectant els programes transcripcionals involucrats en senescéncia, cicle cel-lular, apoptosi i
estabilitat genomica. Per exemple, BMI esta sobreexpressat en molts cancers, permetent evitar
la senesceéncia i I'apoptosi mitjangant el silenciament del locus CDKN2A/B, que codifica per tres
gens supressors de tumors (p16"™A, p15™ B Kh14ARF) PRC1 i PRC2 estan localitzats en
aquest mateix locus i recluten HDACs i DNMTs per tal de reprimir la regié. Contrariament, el
complex SWI-SNF pot esborrar la repressié establerta per PcG: desplagant el complex PRC i
DNMT3B i reclutant el complex MLL, fent que les marques d’histona repressives siguin
reemplagades per modificacions actives i promovent la desmetilacié del DNA. La pérdua de les
subunitats que formen el complex remodelador de la cromatina SWI-SNF, com BRM, BRG1 i
SNF5, ha estat vinculada a processos tumorals. En leucémia, les fusions d’'MLL sén la lesié
genética meés freqlent i la seva activitat oncogénica és deguda al guany funcional. MLL
s’expressa de forma depenent al cicle cel-lular, perd les fusions d’MLL sén insensibles a la
degradaci6 durant el cicle cel-lular, resultant en I'expressié aberrant de programes especifics
del desenvolupament. A més, les fusions d’'MLL recluten diferents proteines que faciliten la
malignitat (Mills, 2010).
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4.3 Silenciament Epigenétic de Gran Abast.

La identificacié d’hipermetilacié en CpGi discretes associada al silenciament génic en cancer,
ha contribuit a la comprensié del procés tumoral i al descobriment de nous biomarcadors que
permeten la deteccid del cancer i la seva prognosi. Tot i aix0, les alteracions epigenétiques en
cancer no es restringeixen a CpGi, podent afectar multiples CpGi i gens veins. Aquest fenomen
és conegut com el Silenciament Epigenetic de Gran Abast (Long Range Epigenetic Silencing,
LRES) i va ser descrit primerament en CRC com un procés d’heterocromatinitzacié que
afectava a la regio 2q14.2 de 4Mb i rica en gens (Frigola et al., 2006). Aquesta regié pot dividir-
se en diferents suburbis en funcié de la preséncia o abséncia d’hipermetilacié de les CpGi, pero
tota la regié presenta una infraexpressié génica i un enriquiment en H3K9me2 en cél-lules
canceroses. Un fenomen similar s’ha descrit en CRC en les regié cromosomiques: 3g22.2
(Hitchins et al., 2007), 5935.2 (Rodriguez et al., 2008) i la familia de gens Ikaros (Javierre et al.,
2011). A més, la hipermetilaci6 de gens localitzats en regions regulades per LRES s’ha
associat a un pitjor pronostic dels pacients amb CRC i s’ha proposat com un factor diagnostic
(Mayor et al., 2009). També s’ha observat el LRES en cancer de mama (Novak et al., 2008), de
prostata (Coolen et al., 2010) i gastric (Park et al., 2011).

L’analisi a nivell global en cancer de prostata ha detectat 47 regions regulades per LRES, que
per norma abasten 2Mb i contenen 12 gens, entre els quals hi ha una elevada prevalenca en
gens supressors de tumors i miRNAs. El LRES coincideix amb regions LOH descrites en
cancer de prostata, fet que no s’ha observat en la regié 2q14.2 en CRC. La péerdua d’acetilacié
de la H3K9 és un factor caracteristic d’aquestes regions i, tal i com s’ha observat en CRC, hi ha
subdominis amb diferents perfils de modificacions d’histones i patrons de metilacié del DNA
(Fig. i17) (Coolen et al., 2010).
Consolidation of the cancer epigenome

into domains of reprassive chromatin by LRES
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Figura i17. Dominis en les regions del LRES: 1. Es reforcen les marques repressives
presentant un guany en H3K27me3 i H3K9me2 i la hipermetilacié del DNA. 2 Un guany en
la H3K27me3 i H3K9me2 en regions normals hiperacetilades 3. En gens amb la CpGi
promotora s’observa un intercanvi de marques repressives involucrant la pérdua de
H3K27me3 i el guany de la metilacié del DNA, mentre que en gens sense CpGi promotora
hi ha un enriqguiment en H3K27me3 i H3K9me2 (Coolen et al., 2010).
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5. Epigéenica en la diferenciacio.

Les vies de senyalitzaci6 implicades en el desenvolupament sovint es troben reactivades de
forma inadequada en les cél-lules canceroses, suggerint que les cél-lules encarregades de
propagar el tumor governen les vies cel-lulars que controlen el comportament de les SC
normals. Aixi doncs, I'estudi de propietats epigenétiques en les SC embrionaries i el procés de
diferenciacio cel-lular pot aportar noves dades per entendre millor la progressié de cél-lules

normals a estats patologics.

El patré de metilacié d’algunes CpGi és suficient per tal de diferenciar les SC embrionaries
humanes, les SC adultes, les cél-lules diferenciades i les poblacions tumorals (Bibikova et al.,
2006).

La sequéncia nucleotidica del promotor i la funci
génica son els majors predictors dels estats de r )
metilacié6 del DNA durant el desenvolupament i la

diferenciacié cel-lular (Fig. i18): els promotors amb HCP

poques CpG (LCP) s’hipermetilen en cél-lules

somatiques, el que no exclou la seva activitat; els
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estan majoritariament desmetilats fins i tot essent

Figura i18. Classificaci6 de les
inactius (Weber et al., 2007). g

CpGi segons les seves propietats
(Weber et al., 2007).

En el treball realitzat per Schubeler i col-laboradors (Mohn et al., 2008), els autors mantenen
que en el 99% de les SC embrionaries els HCPs i ICPs estan associats a H3K4me3, pero el
22% d’aquests presenten dominis bivalents. Mentre que els gens univalents per H3K4me3 sén
housekeepings, els dominis bivalents sén propis dels gens implicats desenvolupament. En les
cel-lules progenitores neuronals el 46% dels dominis bivalents es ressolen a H3K4me3, mentre
que el 14% a H3K27me3. Pocs dominis bivalents presents encara en cel-lules progenitores es
ressolen en la diferenciacid a neurones piramidals ((Mohn et al., 2008), Fig. i19), també
observat en fibroblastes embrionaries murines (Mikkelsen et al., 2007). Tot i que aquests
estudis mostren que les cél-lules diferenciades mantenen la major part dels dominis bivalents
de les cél-lules progenitores adultes, en ’hematopoesi s’ha observat que els gens reguladors
d’aquest procés ressolen els dominis bivalents descrits en les cél-lules progenitores quan
aquestes es diferencien a CD4'T, observant un enriquiment en H3K27me3 (Adli et al., 2010).
Aixi doncs, la resolucio dels dominis bivalents depén de la funcié especifica del llinatge cel-lular

i probablement és duta a terme per les desmetilases d’H3K4me3 i H3K27me3 (Surface et al.,
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2010). Les SC embrionaries deficients per EED mostren una expressio aberrant dels gens que
presenten dominis bivalents, suggerint que PRC2 i H3K27me3 son essencials pel control de la
cromatina permissiva (Collas, 2009). En SC embrionaries les proteines PcG ocupen de forma
preferent promotors que presenten bivaléncia, i es poden discriminar dos tipus diferents: els
dominis que presenten ambdds complexes (PRC1 i PRC2) retenen més eficientment la
H3K27me3 durant la diferenciacié i estan associats als gens implicats en la regulacié del
desenvolupament; mentre que dominis bivalents que només presenten PRC2 tenen propietats
contraries (Ku et al., 2008). A més, la metilacié del DNA pot estar involucrada en la resolucié
dels dominis bivalents, ja que en la diferenciacié neuronal dos tergos dels gens hipermetilats
estan marcats amb H3K27me3 en SC embrionaries (Mohn et al., 2008) i els gens associats a
HCP bivalents en aquestes cél-lules sén sis cops més propensos a estar hipermetilats en les

cél-lules diferenciades que els gens amb HCP univalents (Meissner et al., 2008).

D’altra banda, els gens amb LCPs estan silenciats en SC embrionaries i poden activar-se de
forma selectiva. En SC embrionaries, cél-lules progenitores i diferenciades les regions riques
amb H3K4me3 i H3K36me es solapen amb regions reguladores, mentre que les que presenten
H3K9me3 i H4K20me1 estan enriquides en satel-lits telomérics, repeticions terminals llargues i

regions d’imprinting (Mikkelsen et al., 2007).
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Figura i19. Dominis bivalents durant la diferenciacié neuronal i la seva relacié amb la sequéncia
promotora (A) Diagrames de Venn dels dominis bivalents durant la diferenciacié cel-lular. (B)
Distribucio dels dominis bivalents relativa al contingut CpG de la regié promotora en SC mostrant
que H3K27me3 és més freqlient en CpGi febles i forts, igual que la bivaléncia, ja que aquests
promotors presenten H3K4me2 de forma majoritaria. Les CpGi fortes sén HCPs, les febles
corresponen a ICPs i les CpG pobres a LCPs. NP = progenitor neuronal; TN = neurona

diferenciada terminalment (Mohn et al., 2008).
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La disminucié de l'acetilaci6 i la H3K4me3 durant la diferenciacié d’'SC embrionaries i el seu
restabliment en les cél-lules somatiques promou la pluripoténcia (Surface 2010). Les regions de
gran abast que contenen H3K9me2 (LOCKSs) augmenten durant la diferenciacié en nombre i
grandaria, afectant el 30% del genoma i essent dependents de I'activitat enzimatica de G9a. Els
LOCKSs son especifics de teixit i es correlacionen amb zones de baixa densitat genica. A més,
el 82% dels LOCKSs presents en placenta es solapen amb la localitzacié dels dominis associats
a Lamina en fibroblast, suggerint un rol en la memoria epigenética de 'organitzacié nuclear en
la diferenciacié cel-lular. Cal mencionar que els LOCKs desapareixen en cel-lules canceroses
(Wen et al., 2009).

El fet que les proteines PcG es trobin associades a gens relacionats amb el desenvolupament i
la senyalitzaci6 génica en SC embrionaries, suggereix una funcié en la prevencié de la
diferenciacio i la repressié d’aquests gens. Els dominis H3K27me3 descrits en el cluster HOX
en SC embrionaries es perden durant la diferenciacié (Surface et al., 2010). A més, els
defectes en PRC2 promouen la diferenciacié durant la miogénesi i la formacié de I'epidermis

(Margueron and Reinberg, 2011).

Durant la diferenciacio cel-lular, la pérdua global de la metilacié del DNA s’ha descrit comparant
cél-lules pluripotents, multipotents i mesenquimals de I'estroma (Aranda 2009). A més, resultats
similars es van observar en les cél-lules mieloides (Ji et al., 2010) i la diferenciacié fetal del
fetge in vivo (Brunner et al., 2009). Tot i aixd, en la reprogramacio induida a cél-lules
pluripotents s’observa una hipometilacié (Doi et al., 2009) i en el desenvolupament neuronal,
s’ha descrit un guany de metilacio durant la pérdua de pluripoténcia, involucrant les CpGi febles

i els gens implicats en el procés (Mohn et al., 2008).

A més a més, els metilomes amb resolucié de nucledtid han permés identificar la metilacié en
dinucledtids no CpG en SC embrionaries. La metilacié de les citosines en CHG i CHH és
exclusiva d’'SC embrionaries i cél-lules pluripotents induides, contribuint a un augment en el
25% de la metilacio total. La metilacié en dinucledtids no CpG és absent en llocs d’unié a
proteines i enhancers, perd pot ser molt elevada en els cossos dels gens, involucrant-se en el
processament de I'RNA, el seu splicing, els processos metabdlics i la correlacié positiva de
I'expressié génica. El seu manteniment pot ser degut probablement a I'accié continua de les

metiltransferases de novo (Lister et al., 2009).

Tal i com s’ha comentat anteriorment la metilacié del DNA és considera una marca de retencio
de la memoria, fet que també s’ha observat en cel-lules pluripotents induides, ja que retenen
part de la metilacié del DNA del seu teixit d’origen. Aquest fenomen no s’ha observat en les SC
pluripotents obtingudes per transferéncia nuclear, perd, de forma similar, la seva eficiencia de
reprogramacié disminueix en funcié de I'edat i I'estat de diferenciacié del donador. Aixi doncs,
la memoria epigenética limita la capacitat de diferenciacié de cél-lules pluripotents induides,

sense alterar la seva capacitat de pluripoténcia (Kim et al., 2010b).
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6. Activines i Inhibines en cancer.

El gen INH-Bg junt amb INH-B4 i INH-a pertanyen a la familia del TGF-B. Aquestes isoformes
dimeritzen en les glicoproteines Activines i Inhibines (Fig. i20), les quals a més dels seva funcié
en reproduccidé, també estan involucrades en resposta immune, metabolisme de la glucosa,

diferenciacio d’SC i tumorigénesis.

Inhibin A Inhilin B
o, S—— .
Activin & Activin AB Activin B

— il —— B — ],

Figura i20. Les tres isoformes del gen INH poden dimeritzar en
Inhibines (aff heterodimers) o Activines (B homodimers o
heterodimers), les quals tenen funcions oposades. Altres

isofomres com la B¢ i Bp també estan descrites en mamifers.

Aquestes subunitats es sintetitzen com a molécules precursores que contenen un propéptid N-
terminal i un domini madur C-terminal. Els dimers precursors son digerits per proproteines
convertases i els dimers madurs es secreten des de la cél-lula associats als seus propéptids N-
terminal de forma no-covalent, fet que incrementa la seva vida mitja en circulacié (Walton et al.,
2011). Les Activines utilitzen el complex receptor serina/treonina quinasa tipus I/tipus Il com a
transductor del senyal (Fig. i21). La uni6 del lligant al receptor tipus Il promou el reclutament del
receptor tipus | i la seva fosforilacié. Posteriorment, el receptor activat fosforil-la Smad2 i
Smad3 que interacciona amb el mediador Smad4. Aquest complex Smad es transloca al nucli
per iniciar la transduccié del senyal, fet que requereix altres factors com CBP/p300. La
senyalitzacié de les Activines també es transdueix per mecanismes independents al complex
Smad, com per exemple ERK i JNK. Ambdues vies estan associades a la regulacié de la

migracié cel-lular (Kang and Shyr, 2011; Zhang et al., 2005).

Les Inhibines sén antagonistes de les Activines. Les Inhibines interaccionen de forma eficient
amb el Betaglica, formant un complex ternari amb el receptor tipus Il i evitant la seva interacci6
amb el receptor tipus I. La Folistatina s’'uneix de forma irreversible a I'Activina, neutralitzant-la.
Altres proteines citoplasmatiques i de membrana (BAMBI i Cripto, per exemple) interfereixen en
la senyalitzacioé de les Activines, afectant el reclutament dels receptors, I'estabilitat o I'activitat.
A més, hi ha inhibidors Smads (Smad 7) i algunes modificacions que poden interferir en la
funcié dels Smads. La regulacié negativa també pot succeir en els gens implicats, modificant el

seu estat transcripcional (Choi and Han, 2011).
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Latent TGE-Fa Folkstate-Actvng Mogga=BMPs

Non-Smad pathwany s i

Cytoplasm

Figura i21. Model per la senyalitzacio de les vies TGF-B, Activina/Nodal i BMP. Activina i
Nodal utilitzen el mateix complex receptor heterotretraméric, perd Nodal requereix del
cofactor Cripto. Els receptors tipus Il poden ser ACVR2a o ACVR2b. Hi ha set receptors
tipus | descrits en mamifers. ALK4 (ACVR1b) i ALK7 (ACVR1c) estan involucrats en
I'expressié depenent de teixit i I'estat de desenvolupament i només s’activen per Activina B i
Activina AB. Smad 6 i 7 tenen una funcio inhibidora. La via de senyalitzacio de les Activines

és encara poc coneguda (Watanabe, 2011).

L’Activina A s’ha associat a diferents situacions carcinogeniques: elevada activitat en cancer de
pancrees, prostata i ovari (Shimizu et al., 2007); correlaci6 amb estadi IV de CRC (Takeno et
al., 2008); nivells elevats en sérum de cancer endometrial, cervical, de mama i hepatocel-lular
(Lascorz et al., 2010; Takeno et al., 2008); i desmetilacié en cancer d’esdfag, promovent
proliferacié cel-lular (Seder et al., 2009). L’Activina A també s’ha associat al comportament
metastatic (Kim et al., 2010a) i promou el creixement en cél-lules NIH-3T3, cancer d’'ovari i
cél-lules progenitores eritropoétiques. Tot i aix0d, I'addicié d’Activina A promou la inhibicié del
creixement en linies cel-lulars de cancer mamari i de prostata; cél-lules endotelials,
hematopoetiques i de leucemia mieloide (Chang et al., 2010; Wildi et al., 2001). INHB, estimula
'angiogénesi en la cornia inflamada mitjangant I'increment del factor de creixement endotelial
(Poulaki et al., 2004) i la seva relacié amb la inflamacio del teixit fibrotic, on hi ha produccio de
monocits i macrofags (Ohga et al., 2000). A més, I'Activina A s’ha proposat com a inductor de
vies de senyalitzacié independents a Smad per tal de controlar la reorganitzacié de I'Actina del
citoesquelet i promoure la migracio i el potencial invasiu de les ceél-lules epitelials durant la

transicié epiteli-mesénquima (Zhang et al., 2005).
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INH-Bg indueix la migracié epitelial i el desenvolupament mitjancant I'acci6 de MEKK1 i la
quinasa terminal JUNH2. Aquest gen té una expressio basal en la pell adulta, mentre que una
ferida augmenta la seva expressio en I'epiteli hiperproliferatiu proxim al marge de la ferida. INH-
Bs també s’expressa de forma elevada en les cel-lules epitelials migratories de la llengua,
mostrant aixi una important funcié en la reepitelitzacio (Deng et al., 2006). Els ratolins deficients
en aquest gen presenten un desenvolupament mamari anormal amb una elongacié ductal
aberrant i un retard en la morfogénesis alveolar (Burdette et al., 2005). A més, I'Activina B
realitza una funcié en la induccié de la vascularitzacié dels testicles (Yao et al., 2006), que és
silenciada mitjancant Wnt4 i p-Catenina en cél-lules germinals femenines (Liu et al., 2010). En
cancer, I'Activina B ha estat proposada com un possible marcador de tumors granulosos d’ovari
i carcinomes uterins no-endometrials (Mendivil et al., 2009). En carcinoma renal, la mutacié en
el gen VHL incrementa I'expressié de I'Activina B, fet que dificulta 'adhesio i promou la invasio.
El gen huma INH-Bg esta localitzat en una regié de 4Mb que es silencia mitjangant LRES en
CRC (Frigola et al., 2006). La CpGi promotora del gen no esta metilada en adenomes
colorectals, perdo esta hipermetilada en un 25% del carcinomes colorectals. Els tumors que
presenten la CpGi metilada tenen un index de supervivéncia menor (Fig. i22) (Mayor et al.,
2009). A més, quan la linia coloretal HCT116 esta en condicions d’hipdxia hi ha una

reexpressio del gen INH-Bg (Wacker et al., 2009).
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Figura i22. Un index de supervivéncia inferior s’associa als pacients amb CRC que tenen la
CpGi promotora d’INH-fg hipermetilada (A), i als que tenen tant la CpGi promotora d'INH-fg
com d’EN1 hipermetilada (B) (Mayor et al., 2009)

Mutacions en els receptors tipus | s’han descrit en tumors pituitaris i cancers pancreatics, on
també s’han detectat mutacions en els receptors tipus Il (Jung et al.,, 2007). En cancers
esporadics amb inestabilitat de microsatél-lits, la pérdua d’activitat del receptor ACVR2 degut a
mutacions en les seqiiéncies repetitives s’ha associat a tumors més grans i menys diferenciats
(Jung et al., 2006). En tumors colorectals estables també s’ha descrit la disrupcié del receptor
causada per LOH i el silenciament mitjangant metilacié del DNA (Jung et al., 2009).
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Objectius

Aquest treball parteix de la premissa que els processos de diferenciacié cel-lular i tumorigénesi
impliquen vies de senyalitzacié i programes relacionats i que I'estudi dels canvis epigenétics
subjacents a ambdds processos pot contribuir a un millor coneixement dels mecanismes i
factors que determinen el desti i funcions cel-lulars. D’altra banda, estudis recents han
demostrat que la regulacié epigenética pot tenir un abast estés i afectar regions que inclouen

varis gens.
En aquets context es formulen tres objectius generals:

1. Determinar els canvis de metilacié associats a la diferenciacié de lintesti prim i els
estadis inicials de la carcinogénesi.

2. Estudiar la dinamica del mecanisme de Silenciament Epigenétic de Gran Abast
(LRES) en processos de diferenciacio i cancer.

3. Elucidar les implicacions funcionals del silenciament de gens supressors de tumors

localitzats en regions regulades mitjangant LRES en cancer colorectal.

El primer dels objectius pretén descriure quins canvis de metilacié estan associats a la
diferenciacié cel-lular, ja que aquest procés sovint esta alterat en cél-lules canceroses. A més
el fet d’estudiar els canvis que es produeixen en estadis primerencs pot aportar informacié
valuosa sobre els esdeveniments que es donen en la iniciacié tumoral. Per tal de dur a terme

aquest objectiu es va optar per utilitzar estratégies a escala gendomica:

e Estudiar els canvis de metilacié durant la diferenciacié d’intesti prim mitjangant AIMS-
Seq
o Determinar el perfils de metilacié del DNA i d’expressié génica en adenomes de ratolins

min/+

Apc mitjangant AIMS-Seq i microarrays d’expressio, respectivament.

En el segon objectiu es vol aportar més coneixement en la dinamica del LRES, mecanisme
descrit i caracteritzat per membres del grup en cél-lules tumorals humanes. En aquest cas,
'estudi es va dur a terme en models humans in vitro alhora que s'utilitza el ratoli com a model

animal per tal d’estudiar les implicacions del LRES in vivo. Aixi doncs es va:

e Determinar el perfils de metilacié del DNA i d’expressié genica en el LRES durant la
diferenciacié tumoral in vitro de la linia cel-lular de cancer colorectal humana CaCo2.

e Determinar si el LRES també es produeix en cél-lules canceroses de ratoli i comparar-
ho amb el mateix procés en humans.

e Determinar els perfils d’expressio i epigenétics dels gens afectats per LRES en cancer
colorectal durant el procés de diferenciacié de l'intesti prim de ratolins sans.

e Caracterizar el LRES en estadis inicials de la turmorogénesi, concretament en els

adenomes de ratolins Apc™".
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Finalment, es va investigar el rol d'INH-Bg durant el procés tumoral, ja que és un gen localitzat
dins una regié que experimenta LRES en cancer colorectal i la hipermetilacié de la CpGi
promotora esta associada a una reduccié en la supervivéncia. Per tal de dur a terme aquest

objectiu es va:

e Analitzar els patrons d’expressié i metilacié d’INH-Bg i gens relacionats en diferents
mostres sanes i tumorals

e Estudiar les implicacions funcionals (proliferacio, migracié i invasio) del silenciament del

gen in vitro.
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Materials i metodes

1. Mostres emprades.

1.1 Mostres de ratoli.

Les mostres de teixit muri (resumides en la Taula M1) es van obtenir en col-laboracié6 amb
diferents grups: els ratolins C57BL/6J van ser subministrats per Marta Vives a I'lnstitut LIRAD
de Badalona, Pura Mufioz a la UPF i Alberto Villanueva de I'ICO; les mostres dels ratolins

min/+

Apc i les dels corresponents ratolins C57BL/6J van ser facilitades pel laboratori de I'Anna
Bigas a I'lMIM (part d’elles conservades en OCT); i les diferents fraccions de l'intesti prim de
ratolins C57BL/6J van ser proporcionades pel laboratori de 'Eduard Batlle a I'IRB (protocol

descrit a continuacio).

La linia cel-lular murina de cancer colorectal CT26 (Taula M2) es va obtenir de I'American Type
Culture Collection (ATCC). Aquesta linia cel-lular es va créixer en medi complet (descrit en la
Taula M2) amb 5% de CO, i a 37°C, en abséncia d’antibiotics i Mycoplasma. Les cél-lules es
mantingueren en densitats subconfluents i baix nombre de divisions, essent tripsinitzades amb
0.05% Tripsina-0,2g/L EDTA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) i diluides dacord les
recomanacions de 'ATCC. Per tal de sembrar un nombre determinat de cél-lules, aquestes es
contaren amb un hemocitometre, tenyint-les amb blau de tripa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
La visualitzacié cel-lular es realitza amb un microscopic optic estandard Leica DMIC (Leica

Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).

1.1.1 Purificacio de cél-lules intestinals.

L’aillament de cel-lules intestinals es va dur a terme en el laboratori de 'Eduard Batlle, obtenint
quatre poblacions intestinals de la cripta en funcidé dels nivells de la proteina de superficie
EphB2 (Fig. M1): céllules progenitores (EphB2™"), cél-lules en procés de diferenciacio
(EphB2™“™ i EphB2"°") i cél-ules diferenciades (EphB2"%"¢). El procediment esta explicat en
detall en (Merlos-Suarez et al., 2011). Aquest protocol es realitza tres vegades, treballant amb
varis ratolins C57BL/6J en cada experiment. Breument, les criptes es van obtenir mitjangant
una seérie de passos d’incubacidé-agitacié en EDTA de lintesti prim, en el que, préviament,
s’havien separat els villi raspant amb una ganiveta. Un cop les criptes es van disgregar
enzimaticament i van ser filtrades, aquestes estaven apunt per ser separades mitjangant
citometria de flux. Després de descartar les cél-lules mortes (excloent la subpobacid PI") i
aplicar una seleccié positiva (EpCAM") i negativa (CD45", CD11b" i CD31", UEA1 Lectin®), es

van seleccionar les diferents cél-lules epitelials en funcié dels nivells superficials d’EphB2.

64



Materials i metodes

aphrinB1/-B2

A :_.ﬁ___._,,g-ﬁ---r.- s I"'.%'

i i

ol
S
i
=
Early ] : ; ""
Stemn cells ﬂ (1)

WNT EphB3

Figura M1. Localitzacié dels components implicats en
la via de senyalitzacié Eph-Ephrin en lintesti prim de
ratoli (Merlos-Suarez and Batlle, 2008).

A més, les séries d’'incubacié-agitacio en EDTA també es van realitzar en la totalitat de l'intesti
prim, per tal d’obtenir dues fraccions: una enriquida en cél-lules del villi (primeres incubacions) i
I'altre enriquida en criptes (ultimes incubacions). Només quan es va voler comparar la fracciod
de cél-lules del villi amb les diferents supoblacions de criptes obtingudes com s’ha descrit en el
paragraf anterior, es va fer una selecci6 per citometria de flux de les cél-lules del villi, aplicant
una seleccié positiva per EpCAM” i una negativa per CD45", CD11b" i CD31".
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DNA methylation mRNA expression Chromatin
MOUSE ID SAMPLE ID Spet_:ific Gen_ome Specific Gen_ome Spet_:ific
region wide gene wide region
C57BL/6J IC1 Colon 1 AIMS-Seq 5 C3
C57BL/6J L1 Colon 2 v AIMS-Seq 5 5 Cc2
Lung 3 rt8
Brain 3 rt8
Heart 3 rt8
C57BL/6J L2 Liver 3 8
Spleen 3 rt8
Testis 3 rt8
Soleus muscle 4 t10
Gastrocnemius muscle 4 rt10
C57BL/6J L3 EDL muscle 4 t10
Colon 4 t10
C57BL/6J L4 Colon 5 v #T8
C57BL/6J L5 Colon 6 v 17 #T710.1
C57BL/6J L6 Colon 7 v 17 #T710.2
C57BL/6J L7 Colon 8 v 17 #T710.3
C57BL/6J L8 Colon 9 #Test
C57BL/6J L9 Colon 10 #Test
C57BL/6J IM1 Small intestine 11 v AIMS-Seq 1 & 2
Adjacent 1.1 v AIMS-Seq 4
Adjacent 1.2 v AIMS-Seq 4
Adjacent 1.3 v AIMS-Seq 4
Adenoma 1.1 v AIMS-Seq 4 & 3
APC™™ M2 Adenoma 1.2 v AIMS-Seq 4 & 3
Adenoma 1.3 v AIMS-Seq 4 & 3
Adenoma 1.4 v
Adenoma 1.5 v
Adenoma 1.6 v
Adjacent 2.1 v AIMS-Seq 4
Adjacent 2.2 v AIMS-Seq 4
Adenoma 2.1 v AIMS-Seq 4
APC™™* M3 Adenoma 2.2 v AIMS-Seq 4
Adenoma 2.3 v AIMS-Seq 4
Adenoma 2.4 v
Adenoma 2.5 v
C57BL/6J IM4 Small intestine 12 v rt23; rt28 #T13
Adjacent 3.1 (OCT) v #T11
Adjacent 3.2 v 23 #T13
APC™*IM5 Adenoma 3.1 (OCT) v #T11
Adenoma 3.2 (OCT) v rt23 #T13
Adenoma 3.3 (OCT) rt28
Small intestine 13 rt 141210 #T14; #T15
C57BL/6J IM6 Colon 13 rt_141210 C1 #T14
Adjacent 4.1 rt_141210 #T14
Adjacent 4.2 Adj1 #T15
Adjacent 4.3 Adj2
Adjacent 4.4 rt_141210 #T14
Adjacent 4.5 (OCT) #1716
mini+ Adenoma 4.1 rt_141210 #T14
APCTTIMS Adenoma 4.2 AdeT
Adenoma 4.3 Ade2
Adenoma 4.4 Ade3
Adenoma 4.5 rt_141210
Adenoma 4.6 #T15
Adenoma 4.6 (OCT) #T16
C57BL/6J U1 Small intestine 14 IP1
C57BL/6J U3 Small intestine 15 P2
C57BL/6J U4 Small intestine 16 IP3
C57BL/6J U5 Whole villi — Sls 17 reChIP
C57BL/6J IR1 Whole villi crypt — Sls 18 v 13
C57BL/6J IR2 Whole villi crypt — Sls 19 #VC2
C57BL/6J IR3 Villi and sorted crypt — Sls 20 19 #VC3
C57BL/6J IR4.1 Sorted villi — Sls 21 AIMS-Seq 2
C57BL/6J IR4.2 Sorted crypt — Sls 22 AIMS-Seq 2
C57BL/6J IR5 Sorted crypt — Sls 23 AIMS-Seq 3
15 [1] #3 [1]; #T14 [7]
v 20 [2 #7[2]; #9 [8
CcT26 AMS-Seqs a0 []3] C183 4 {5%; e []9]
1141210 [4] #8 [6];
ESC CGR8 AIMS-Seq 3

Taula M1. Resum de les mostres de ratoli. L’origen i tipus de ratoli esta determinat en la
columna “MOUSE ID”. IC=ICO; L= LIRAD; IM=IMIM; U=UPF; IR=IRB. Sls
Intestines. ID = Identificador.
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1.2 Mostres humanes.

Deu tumors colorectals humans i les respectives arees de mucosa de colon normal
proporcionades per I'Hostpital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona, Barcelona,
Espanya) van ser analitzats per determinar I'estat de metilacio del DNA i 'expressio génica dels

gens relacionats amb la familia de les Activines.

A més, un panell de linies cel-lulars de cancer colorectal humanes (Taula M2) es van emprar
en diferents analisis. Excepte ESC CGR8 i DKO, que van ser proporcionades per Meritxell
Carrié (CMRB) i Manel Esteller (IDIBELL), respectivament, totes les linies es van obtenir de

I’ATCC i van ser cultivades tal i com s’ha descrit per les cél-lules de ratoli.

CELL LINE DESCRIPTION MEDIUM
ESC CGR8 Mouse embryonic stem cell
CT26 Mouse colon carcinoma DMEM/100mM Pyr/200mM GIn/10% FBS
HCT116 Human colon carcinoma DMEM/F12/100mM Pyr/200mM GIn/10% FBS
SW480 Human colon adenocarcinoma, Dukes’ type B DMEM/F12/100mM Pyr/200mM GIn/10% FBS
SKCO Human colon adenocarcinoma DMEM/F12/100mM Pyr/200mM GIn/10% FBS
CaCo-2 Human colon adenocarcinoma DMEM/F12/100mM Pyr/200mM GIn/20% FBS
HT29 Hunman colon adenocarcinoma
LoVo Human colon adenocarcinoma, Dukes’ type C, grade IV
DLD1 Human colon adenocarcinoma, Dukes’ type C
DKO HCT116 deficient in both DNA methyltransferases

Taula M2. Llista de linies cel-lulars emprades. Les cél-lules en que no s’especifica el medi
utilitzat s’han processat a partir de pél-lets cel-lulars recollits préviament. DMEM=
Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Pyr= Piruvat Sodic; GIn= L-Glutamina; FBS= Serum
Fetal Bovi (tots de GIBCO® Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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2. Cultius cel-lulars.

2.1 Diferenciacio de les CaCo2.

La linia cel-lular d’adenocarcinoma colorectal CaCo2 adquireix propietats d’enterocit quan es
manté en cultiu en densitats confluents durant 20 dies (Pinto, 1983). La caracteritzacié
epigenética d’aquest procés de diferenciacié es va dur a terme analitzant les cél-lules un cop
van arribar a la confluéncia (CaCo2), després d’11 dies en confluéncia (poblacié heterogénia,
CaCo2 11dpc), mantingudes 20 i 40 dies en confluéncia (CaCo2 diferenciades CaCo2 20dpc,
40dpc). Les cel-lules es cultivaren en medi complet normal (Taula M2) que es canviava cada 2-
3 dies.

La diferenciacio de les CaCo2 també es realitza utilitzant els suport i els medis del BIOCOAT®
HTS Caco-2 Assay System (BD Bioscience, Bedorf, MA USA). Aquest sistema es basa en el fet
que l'acid butiric indueix diferenciacid de les cél-lules epitelials in vitro mitjangant la
infraexpressid del gen C-MYC. Breuement, les cél-lules es sembraren en els suports de
col-lagen proporcionats pel kit i es van cultivar amb Basal Seeding Medium (complementat amb
MITO+™Serum Extender Media i FBS 10%) durant 24h. Després, les cél-lules es diferenciaren
incubant-les en el medi Entero-STIM™ (complementat amb MITO+™Serum Extender Media), i
passades 48h es van recol-lectar tripsinant. Finalment, part de les cél-lules diferenciades es

cultivaren en condicions normals durant 18 dies. El disseny experimental esta esquematitzat en

al Figura M2.
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Figura M2. Disseny experimental de l'analisi de la diferenciaci6 de CaCo2. En la

diferenciacié mitjancant butirat, els colors dels pous representen la proporcié emprada per

cada assaig. dpc = dies post-confl
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2.2 Silenciament génic transitori.

Per tal d’estudiar les funcions de I'INH-Bg en cancer colorectal, aquest gen es va silenciar de
forma transitoria mitjangant la incorporacio de siRNA a les cél-lules SW480. Es dissenyaren dos
siRNA contra I'INH-Bg (Fig. M3 i Apéndix 1) i s’analitza la seva funcié supressora a diferents
concentracions (10nM, 20nM i 50nM). EI siRNA es transfecta amb Lipofectamina 2000
(concentracio de treball de 2,5ug/ml; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ) 24h després de la sembra
(225.000 cel-lules SW480 /9,4 sz)_ Primer es va diluir la lipofectamina i el siRNA per separat
en OPTI-MEM. Després d'una incubacié de 10 minuts, ambdues dilucions es van mesclar (1:1)
i incubar durant 20 minuts. Llavors, la mescla es va addicionar a les cél-lules amb nou medi de
cultiu (1:8). Tres controls negatius van ser necessaris: cél-lules no transfectades, cél-lules
transfectades només amb lipofectamina i cél-lules transfectades amb el siRNA UNIVERSAL
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). El procés de silenciament es va avaluar a nivell d’'mRNA i

proteina.

: .
= J; i
w2 ] 120000l 1211020000 | 1200000000 s oe0a000d  pria0so00]l  rFioe0od]l 1201070001 1291080001 12110000l

Yol Salaaratal fem FRak Saanich
INHEE s 57
MHEE s

Figura M3. Diagrama de 'UCSC Genome Browser per: I'INH-Bg huma (en blau), el seu
mRNA (en negre) i la CpGi associada (en verd). Els siRNA dissenyats contra I'INH-fg
(INHBB_siRNA_577 i INHBB_siRNA_957) estan representats com a Your Sequence from
Blat Search.

2.3 Assaig d’activitat cel-lular.

L’activitat cel-lular de les SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitoria es va determinar
mitjangant assajos d'MTT i XTT. Ambdos sén assajos colorimetrics en els que es mesura
I'activitat dels enzims que redueixen aquests components a formaza, caracteristic pel seu color
lilés intens. 24h després de sembrar les cél-lules es van addicionar els siRNAs (UNIVESAL i
INH-Bg) i 'assaig MTT o XTT es realitza passades 24h, 48h i 72h.

En els assajos MTT, les cél-lules es sembraren en ftriplicats en plaques de 96 pous (7.500
cél-lules/pou). A cada punt d’analisi s’aspira el medi i s’addicionaren 40yl d'MTT 1mg/ml
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Després d'una incubaci6é de 2h a 37°C, els cristalls de
formaza es van resuspendre en 100ul de DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) i es llegi
l'absorbancia a 570nm i 690nm (lectura del soroll) utilitzant el lector de microplaques
SpectraMax 340 PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Els assajos d’XTT es van realitzar emprant el Cell proliferation Kit Il (Roche Diagnostics, GmbH,

Mannheim, Germany). Es sembraren 1.500 ceél-lules/pou de placa de 96 i es treballa en
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quintuplicats. A cada punt d’analisi es van afegir 50ul de la mescla de marcatge XTT i es

mesura I'absorbancia (492nm i 690nm) després d’'una incubacio de 4h a 37°C

Estudis similars es van dur a terme neutralitzant I'Activina B secretada amb un anticos (100-
200ng d’anticds Anti-Activin B/ml de medi de cultiu, Taula M7) i s’afegi proteina recombinant al
medi (5 i 10ng de subunitat Bg d’Activina B recombinant/ml de medi de cultiu, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA).

2.4 Assaig de migracio.

Per tal de d’estudiar el rol de I'INH-Bg en la migracié cel-lular, es van realitzar assajos de wound
healing en cél-lules SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitdria. SW480 transfectades
amb el siRNA UNIVERSAL es van emprar com a control negatiu de I'experiment. Quan les
cél-lules estaven proximes a la confluéncia, la monocapa cel-lular es va trencar fent una ratlla
vertical en la placa amb una punta de pipeta i es canvia el medi. L’area oberta es va
inspeccionar amb el microscopi al llarg del temps, observant la migracié cel-lular. Les cél-lules
SW480 es van sembrar en plaques de 12 pous per duplicat (150.000 cél-lules/pou),
s’addicionaren els siRNAs (UNIVERSAL i INH-Bg) i 6 i 24h després de I'addicié es va ratllar la
placa. L’area oberta es fotografia a les Oh, 16h, 26h i 30h després de fer-la. Estudis similars es
van dur a terme neutralitzant I'Activina B secretada amb l'anticds i afegint proteina recombinant

al medi (detallat anteriorment).

2.5 Assaig d’invasié.

La capacitat d’'invasio de les SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitoria es va testar
emprant la BD Biocoat Matrigel Invasion Chamber de 8um (BD Bioscience, Bedorf, MA USA).
La transfeccié amb el siRNA UNIVERSAL es va utilitzar com a control negatiu de I'experiment.
D’acord a les instruccions del fabricant, les cambres d’invasié s’hidrataren amb DMEM durant
2h a 37°C i 5% CO,. Després, 150.000 cél-lules SW480 privades de serum es van sembrar en
el compartiment superior en medi sense sérum i s’afegi medi complet en la cambra inferior,
utilitzant el sérum com a quimioatractant. Les cél-lules van migrar durant 24h. Tot seguit, les
cél-lules no invasores es van descartar netejant amb un bastonet amb base de coté humit i les
cél-lules que havien envait al llarg del matrigel es van fixar i tenyir amb cristall de violeta 0,2%
en una solucié al 10% d’etanol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). El recompte es realitza

treballant amb quatre camps del pou, mitjangant la visualitzacié amb el microscopi (x10).
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3. Analisi de metilacié del DNA.

S’han emprat diferents métodes per tal de determinar I'estat de metilacié. La sequenciacié
directe de I'amplificacié del DNA convertit amb bisulfit es va realitzar per tal d’analitzar la
metilaci6 de regions especifiques (Clark et al., 2006), mentre que una modificaci6 de
I’Ampilification of Intermethylated Sites (AIMS (Frigola et al., 2002)), técnica basada en enzims

sensibles a la metilacio, s’empra en els estudis a escala gendmica.

3.1 Extraccio del DNA.

El DNA genodmic s’obtingué per extraccié convencional amb fenol-cloroform. Breument, la lisi
cel-lular es realitza mitjangant la incubacié amb la soluci6 SET (100mM Tris HCI pH 7.8, 1%
SDS, 50mM EDTA pH8.0) i Proteinasa K (200ug/ml SET, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
durant 16h a 37°C o 3h a 65°C. En les mostres de teixit una disrupcié mecanica amb ganiveta
va ser necessaria abans d’iniciar la lisi. Després del tractament amb RNasa A i les extraccions
amb les solucions de fenol i cloroform, el DNA es precipita amb etanol. Per tal de processar
1-10° de cél-lules es va requerir 1ml de SET, mentre que 1-10° de céllules es lisaren amb
500ul de SET, fent només un pas d'extraccié fenol-cloroform i utilitzant glicogen (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) durant la precipitacid. El DNA es resuspengué en
aigua bidestil-lada. Després es quantifica utilitzant el NanoDrop (Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA) i es va avaluar la seva qualitat mitjangant I'electroforesi en gel d’agarosa 1% i tincio

amb bromur d’etidi.

3.2Sequenciacié directa de bisulfit.

El bisulfit sodic converteix les citosines no metilades en uracils, mantenint les citosines
metilades intactes. En I'amplificacio, la timinia és incorporada reemplagcant l'uracil. La
sequienciacié dels productes de PCR permet discriminar entre les citosines metilades i no

metilades.

La conversié amb bisulfit es va realitzar partint de 250ng de DNA amb el EZ DNA Methyaltion™

Kit (ZymoResearch, Orange, CA, USA), d’acord a les instruccions del fabricant. EI DNA

convertit es va eluir en 50l d’aigua bidestil-lada.

Es van amplificar regions gendmiques especifiques mitjangant Nested-PCR. En la primera PCR
es van emprar 2ul de DNA convertit i el producte d’aquesta amplificacio es va utilitzar com a
motlle (directe i diluit) en la segona PCR. Ambdues reaccions d’amplificacié es van catalitzar
amb la polimerasa Taq (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) en un volum final de
25ul, afegint MgCl, només en la primera PCR. Dues parelles de primers diferents (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) van ser necessaris per analitzar cada regio (llistat en 'Apéndix 1 i a

71



Materials i metodes

(Frigola et al., 2006)). El producte de la segona amplificacié es purifica amb el JETQUICK PCR
Spin Kit (Genomed, St. Louis, MO, USA) i es sequencia amb el BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les sequéncies es visualitzaren

amb el software FinchTV.

3.3 AIMS-Seq.

La metilaci6 a escala global es va analitzar durant la diferenciacid de [lintesti prim i la
progressid tumoral (mostres en Taula M5). Aquest estudi es dugué a terme acoblant
I’Amplification of InterMethylated Sites (AIMS, (Frigola et al., 2002)) i la sequenciacié amb
Solexa. L’AIMS es caracteritza per una seérie de digestions amb enzims isosquizomers
sensibles i insensibles a metilacio, seguides d'una lligacié i PCR que amplifica part dels
fragments metilats (PCR restringida). Els productes d’aquesta amplificacié sén visualitzats en
un gel de sequenciacié desnaturalitzant de poliacrilamida, on les bandes del patré observat
corresponen a fragments de DNA flanquejats per dues dianes metilades que poden ser aillades
i caracteritzades. En 'AIMS-Seq la PCR no és restringida i el producte purificat es seqliencia

mitjanga Solexa.

Amplification of InterMathylated Sites (AIMS)

- | - -
Emal

| N | |
. Xmal

S e | = =¥ =" ="

Linker's ligation
L sl = =

PFurification

PCR amplification

Furification

Solexa Sequencing

Figura M4. Diagrama esquematic de la técnica AIMS-Seq
(Modificat de (Frigola et al., 2002))
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El protocol d’AIMS esta detallat de forma extensiva en (Frigola et al., 2002; Jorda et al., 2009), i
esquematitzat en la Figura M4. Breument, el DNA genomic es digeri amb I'enzim sensible a
metilaci6 Smal (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) durant 16h a 25°C, deixant
extrems roms. Després, es va dur a terme una digestié (6h at 37°C) amb I'enzim sensible a
metilacié Xmal (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) generant extrems cohesius.
Després de la lligacié d’adaptadors especifics per als extrems Xmal (dimers de MCA-Blue i
Blue, sequéncia en ’Apéndix 1) amb la T4 DNA ligasa (New England Biolabs, Boston, MA), els
productes es purificaren amb I'lllustra™ DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). Els fragments flanquejats amb dianes Xmal metilades es van amplificar
mitjangant PCR amb el primer Blue-diana (Apéndix 1), i el producte purificat amb JETQUICK
PCR Spin Kit (Genomed, St. Louis, MO, USA) es va avaluar abans de ser seqlienciat amb la
plataforma lllumina Solexa. L’'avaluacié es dugué a terme mitjancant una PCR restringida
(emprant els primers Blue-CAAC and Blue-CGCG, seqlencies en I'Apéndix 1) que va ser
visualitzada en un gel de seqlenciacié desnaturalitzant de poliacrilamida 6% (8M urea). Aquest
gel va ser revelat tenyint amb plata: 20 minuts de fixacié amb etanol 10%; rentats amb aigua;
incubacié amb acid nitric 1% 3 minuts; rentats amb aigua; tinci6 amb nitrat de plata (2,02g/1)
durant 20minuts; rentats amb aigua; revelat amb una solucié freda de carbonat de sodi amb
formaldehid (29,6 g/I- 0,025%); i fixacié amb acid acetic 7,5%.

Un cop confirmat que el producte d’AIMS presentava el patré6 de bandes correcte, va ser
processat pel Servei de Seqienciacié del CGR. Aquests van fragmentar-ho amb el Covaris S2
(o el Bioruptor) per tal de fer la llibreria que després d’'un pas de clustering es va sequenciar
amb I'lllumina GA2 (reads de 36nt). El mapatge dels reads i 'analisi estadistic es va realitzar
emprant un conjunt d’eines bioinformatiques estandards i desenvolupades pels bioinformatics
del grup. Breument, un cop mapats, els reads es van filtrar en funcié de la qualitat i s’alinearen
respecte el genoma muri de referéncia UCSC/MM9 amb el programa Bowtie (V0.11.3). Les
mostres es van normalitzar pel nombre total de reads, tenint en compte els mapats en
amplicons inferiors o iguals a 2Kb, ja que el pas d’amplificacié introdueix aquest limit a 'AIMS-
Seq. Els amplicons diferencialment metilats entre dues mostres es van determinar treballant
amb el paquet estadistic EdgeR, tenint en compte els amplicons amb un minim de 5 reads en

una de les dues mostres (cut-off empiric).

Es van validar alguns dels canvis de metilacié detectats per AIMS-Seq mitjangant seqlienciacié

directa de bisulfit.
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Experimental ID Mouse ID

Tissue or Fraction ID Comments

Total small intestine 11

AIMS-Seq 1 C57BL/6J IM1
in vitro ESC CGR8
C57BL/6J pool IR5 Ephnﬁ:;gvz [pragenizneleas) Ea‘t’*.‘ sample in
AIMS-Seq 3 EphB2 (differentiated; Sls-23) riplicates
Adenoma 1.1
APC™™* M2 Adenoma 1.2
Adenoma 1.3
C57BL/6J IM1 Total small intestine 11
Pool of 3 tissues adjacents to adenomas
APC™™ M2 (1.1,1.2,1.3)
Pool of 3 adenomas
(1.1,1.2,1.3)
AIMS-Seq 4 Pool of 2 tissues adjacents to adenomas
APC™™* M3 (21,2.2)
Pool of 3 adenomas
(21,2.2,2.3)
in vitro CT26
C57BL/6J U3 Total small intestine 15
C57BL/6J IC1 Total colon 1
AIMS-Seq 5 C57BL/6J L1 Total colon 2
C57BL/6J IM6 Total colon 7
in vitro CT26

Taula M5. Disseny experimental de 'AIMS-Seq. En gris s’indica I'AIMS-Seq en el que s’ha
partit de 300ng de DNA, enlloc de la quantitat estandard (1ug). IC=ICO; L= LIRAD;

IM=IMIM; U=UPF; IR=IRB; Sls=Small Intestines; ID = Identificador.
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4. Analisi d’expressio d’RNA.

Diferents metodologies es van emprar per obtenir IRNA, a més de fer I'estudi d’expressio a
nivell especific o a escala global.

4.1 Analisi d’expressié de gens especifics.

L’'RNA total es va obtenir utilitzant TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA,, USA) d’acord a les
instruccions del fabricant: homogeneitzacié emprant 1mi TRIzol/1-2:10° de cél-lules (disrupcié
mecanica amb una ganiveta va ser necessaria en les mostres de teixit); separaci6 amb
cloroform (200ul/ml TRIzol); precipitaci6 amb alcohol isopropilic (es va addicionar glicogen
quan es treballava amb poc material de partida); rentat amb etanol 75%; i resuspensié de 'RNA
amb aigua lliure d’'RNases. Un tractament rutinari amb DNasa es va aplicar, utilitzant el DNA-
free Ambiogene Kit (50ul d’'RNA a 200ng/pl va ser tractat amb 1ul d’rDNasal durant 30 minuts a
37°C).

L’RNA es quantifica amb el NanoDrop (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) i la seva qualitat

es va avaluar mitjangant I'electroforesi en gel d’agarosa 1% i tinci6 amb bromur d’etidi.

La reaccio de retrotranscripcid es va realitzar partint de 500ng d’RNA total i en un volum final
de 25yl utilitzant la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), random
hexamers D(N)6 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) i RNasin® Ribonuclease Inhibitor
(Promega, Madison, WI, USA). Es van incloure dos controls negatius: reaccié sense RNA i

sense enzim de retrotranscripcio.

Els nivells d’expressié es van quantificar per PCR a temps real, emprant dues plataformes
diferents. La major part dels gens s’analitzaren mitjangant LightCycIer® 480 (Roche Diagnostics,
GmbH, Mannheim, Germany) (primers llistats en Apéndix 1 i (Rodriguez et al., 2008)), mentre
que els gens corresponents a la regié 2q14.2 humana es van estudiar treballant amb I'’Applied
7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (primers descrits en (Frigola et al., 2006)). En
ambdues situacions, es va amplificar 1ul del producte de la retrotranscripcié diluit 1/5, treballant
amb un volum final de 10yl (excepte pel gen 18S, en que es va emprar una dilucié 1/1.000).
Cada mostra s’analitza per triplicat. Sempre que fora possible, la parella de primers estaven
localitzats en exons diferents per tal d’evitar 'amplificaci6 de DNA genomic residual. En la
posta a punt dels primers, els productes amplificats es van confirmar mitjangant I'electroforesi
en un gel d'agarosa i la sequenciacié directa emprant BigDye Termintaor v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Un cop validat, la identitat del
producte es determinava gracies a la temperatura de fusié (melting temperature). Per tal
d’analitzar I'expressié en diferents mostres es normalitza per carrega utilitzant els valors

d'expressi6 de tres a sis gens housekeepings i el métode 27AACP

A Ct_gene)

((ef'c'énclareacmo = A Ct_hOUSKeeping)).

/(eficiénciareaccic -

75



Materials i metodes

4.2 Analisi d’expressio a escala global.

L’extraccido d’'RNA del diferents teixits i cél-lules de ratoli (mostres en Taula M6) es va dur a
terme utilitzant diferents kits d’extraccié en funcié de la quantitat de material de partida: RNeasy
Mini Kit (quantitats estandards) o RNeasy Micro Kit (poc material). Es van seguir les
instruccions del fabricant, incloent el pas de digesti6 amb DNasa. L'RNA es quantifica amb el

NanoDrop (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) i la seva qualitat es determina amb el

Bioanalyzer (Agilent).

El marcatge de 'RNA, I'hibridacié en el microarray i el pre-processament de les dades van ser
realitzats en la Unitat de Microarrays del CRG. L'RNA s’hibrida seguint el protocol d’un color en
els microarrays SurePrint G3 Mouse 8x60K Agilent. L'analisi de les dades es va realitzar amb el

software TMEV, aplicant el test estadistic Limma (analisi de dos classes) i considerant els

canvis amb FDR< 0.05.

Array ID Mouse ID Tissue or Fraction ID
C1 C57BL/6J IM6 Total colon 13
C2 C57BL/6J L1 Total colon 2
C3 C57BL/6J IC1 Total colon 1
IP1 C57BL/6J U1 Total small intestine 14
IP2 C57BL/6J U3 Total small intestine 15
IP3 C57BL/6J U4 Total small intestine 16
Adj1 Tissue adjacent to adenoma 4.2
Adj2 Tissue adjacent to adenoma 4.3
Ade1 APC™™* M8 Adenoma 4.2
Ade2 Adenoma 4.3
Ade3 Adenoma 4.4
CT in vitro CT26
CT2 in vitro CT26
CT3 in vitro CT26

Taula M6. Mostres de ratoli analitzades mitjangant microarrays
d’expressié IC=ICO; L= LIRAD; IM=IMIM; U=UPF; ID = Identificador.
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5. Analisi d’expressio proteica.

La proteina total s’extragué resuspenent el pel-let cel-lular amb la solucié RIPA (50mM Tris HCI
pH 8, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodi deoxicolat, 0.1% SDS) complementat amb Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 10ul per ml de RIPA, i incubant en gel 30

minuts. L'extracte proteic es va recuperar centrifugant 15 minuts a maxima velocitat i 4°C.

Per tal de detectar les Activines secretades, va ser necessari concentrar el medi de cultiu. Les
cél-lules creixeren en plaques de 15cm? amb  medi complet. En arribar a densitats
subconfluents es va canviar el medi, per un sense sérum i s'incubaren durant 4h. Després, es
recanvia el medi per 18ml de nou medi sense sérum i s’incubaren durant 24h. El sobrenedant
es recupera (es descartaren les cél-lules flotants per centrifugacio) i es concentra 90 cops amb
els concentradors Vivaspin 20 (Sartorious AG, Goéttingen, Germany) centrifugant a 3.200g a
4°C durant 45 minuts.

La quantificacio de les proteines es va dur a terme mitjangant el Pierce® BCA Protein Assay en
plagues de 96 pous, amb 200ul de BCA fresc i 10ul de I'extracte proteic diluit en aigua

bidestil-lada, seguint les instruccions del fabricant (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

El Western Blot es va realitzar tal i com s’ha descrit préviament (Towbin et al., 1979). Breument,
30-50ug de proteina total es va separar per electroforesis en un gel d’'SDS-PAGE al 10% i es
va transferir a una membrana Immobilon-P PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA). Com a
procediment estandard el gel transferit es va tenyir amb Coomasie i la membrana amb
Ponceau per tal d’avaluar la qualitat de I'electroforesis i la transferéncia. Les membranes es
bloquejaren, per evitar interaccions inespecifiques, amb una solucié salina de Tris amb 20% de
Tween-20 (TBST) i 5% de llet i s'incubaren amb els anticossos primaris diluits en la mateixa
solucio (Taula M7). Els anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa de rave es van diluir
1/1.000 en la solucié de 5% de llet en TBS i s’hibridaren 1 hora i 30 minuts a temperatura
ambient (Dako, Glostrup, Denmark). La deteccié de la quimioluminescéncia es va realitzar
utilitzant el Pierce® Supersignal West Pico Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). En els
Westerns Blot on s’analitzava extracte de proteina total es va emprar la B-actin com a control
de carrega, mentre que en lanalisi de proteines secretades es va utilitzar el gel de

poliacrilamida tenyit amb Coomasie.

77



Materials i metodes

6. Assaig d’immunoprecipitaciéo de cromatina (ChiP).

Les modificacions epigenétiques de la cromatina en regions promotores especifiques van ser

determinades analitzant els productes de la immunoprecipitacié de cromatina mitjangant la

PCR a temps real. L'estudi de les modificacions d’histones i les proteines associades a la

cromatina es va dur a terme amb quantitats estandards i petites de cél-lules i teixits. En cada

situacio un protocol especific va ser emprat, pero en tots primer es fixaren les mostres (1), es

sonicaren (2) i s'immunoprecipitaren (3):

1.
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El pel-let cel-lular o el teixit triturat (fresc, congelat o conservat en OCT) es va fixar amb
formaldehid al 0,5% durant 15 minuts (es va utilitzar una solucié al 1% quan es van
analitzar proteines associades a la cromatina). Es va addicionar glicina a una
concentracié final de 125mM i s’incuba durant 5 minuts per tal d’aturar I'efecte del
formaldehid. A partir d’aquest moment les mostres es van processar en fred i les
solucions contenien inhibidors de proteases (1mM PMFS, 1ug/ml Aprotinin i 1ug/ml
Pepstatin). Després de dos rentats amb PBS1x, les mostres estaven apunt per ser

sonicades o emmagatzemades a -80°C

Les mostres de teixits requerien un pas d’extraccié nuclear: incubacié durant 30minuts
a 4°C en solucié de Lisi Cel‘lular (HEPES, 8,2mM KCI, 0,5% NP40, 1,5mM MgCl,),
disrupcié amb douncer i centrifugacié lenta (250g 5 minuts a 4°C, break = 0). Després,
van ser processades com les ceél-lules: el pél-let resuspés en solucid de Lisi
(proporcionat pel kit) es va sonicar en fragments de 200-500pb. (15-20 cicles de
sonicacio d’1minut ON/1 minut OFF amb el Bioruptor, Diagenode, Liége, Belgium). Un
cop es valida la sonicacié i la mostra va ser quantificada, el material insoluble es
descarta per centrifugacié i la cromatina soluble es va diluir (0,1% SDS concentracio
final), moment en el que fou a punt per ser immunoprecipitada o emmagatzemada a -
80°C.

El Chromatin Immunoprecipitation Assay Kit (Millipore) es va emprar per 1-2-10°
cel-lules/IP o 10-20ug DNAVIP; i el Low Cell ChIP Kit (Diagenode, Liége, Belgium) va
ser utilitzat per quantitats inferiors de material. La immunoprecipitacié6 amb el kit de
Millipore va requerir una neteja amb les beads d’agarosa abans de la incubacié mostra-
anticos (overnight 4°C). Els complexes immunoprecipitats es van unir a les beads
d’agarosa i després d’una série de rentats, el material immunoprecipitat es va eluir, es
reverti la fixacio i es purifica fent extraccié amb fenol-cloroform i precipitant amb etanol.
En el Low Cell ChIP Kit, 'anticOs es va unir a les beads magnétiques durant 2 hores i
llavors la cromatina es va immunoprecipitar overnight a 4°C. Després de rentar els
complexes magnétics, el material immunoprecipitat es purifica d’acord les instruccions
del fabricant (incubant les beads en DNA Isolation Buffer amb Proteinasa K a 55°C 30
minuts i bullint durant 30 minuts). El serum de conill (IgG) es va utilitzar com a control

negatiu de la immunoprecipitacid, mentre que la proteina total H3 s'utilitza com a
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control positiu. Els anticossos emprats per la immunoprecipitacié de cromatina estan

llistats a la Taula M7.

Els productes de la immunoprecipitacio i I'input es va analitzar mitjangant PCR a temps real

(cada mostra en ftriplicat), utilitzant dues plataformes diferents. La major part dels gens

s’analitzaren mitjangant LightCycIer® 480 (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany)

(primers llistats en Apéndix 1 i (Rodriguez et al., 2008)), mentre que els gens corresponents a

la regid 2q14.2 humana es van estudiar treballant amb I'’Applied 7900 (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA) (primers descrits en (Frigola et al., 2006)). Per tal d’analitzar I'expressié

en diferents mostres es normalitza per carrega utilitzant els valors d’histona total H3 i el métode
285C En les marques d’histones H3K27me3, H3K9me2/3 i la proteina EZH2 s’ha determinat

el nivell de soroll de la técnica tenint en compte els valors obtinguts en el gen actiu GAPDH.

Antibody Catalogue ID
I9G (1) 011-000-120 5 plilP
Anti-H3 (2) ab1791 10 pl/IP
Anti-H3K9ac (3) # 07-352 5 ul/IP
Anti-H3K14ac (3) # 07-353 5 pliIP
Anti-H3K4me2 (3) # 07-030 5 plilP
Anti-H3K4me3 (2) ab8580 5 ul/IP
Anti-H3K4me3 (3) #NG171579 0.6 ug/IP
Anti-H3K27me3 (3) # 07-449 5 ug/IP
Anti-H3K9me2 (4) pAb-060-050 1ug/IP
Anti-H3K9me3 (4) pAB-056-050 9 ug/IP
Anti-K20H4me?2 (2) ab9051 10 pl/IP
Anti-CTCF (3) #07-729 9 ulliP
Anti-EZH(2), clone AC22 (3) CS20319 8ug/IP
Anti-Bmi1, clone F6 (3) # 05-637 5ug/IP
Anti-aRing1b ()
Anti-Activin A (6) MAB3381
Anti-Activin B (6) MAB659 2ug/ml WB

Taula M7. Llista d’anticossos emprats. 1= Jackson Immunoresearch (West Grove, PA,
USA). 2= Abcam (Cambridge, UK). 3= Millipore (Temecula, CA, USA). 4= Diagenode, Liége,
Belgium. 5= Anticos amablement proporcionat pel laboratori de Marcus Buschbeck. 6= R&D

systems (Minneapolis, MN, USA).
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6.1 ChIP sequencial (reChiP).

Per tal de determinar la preséncia o abséncia de dominis bivalents de cromatina, es va dur a
terme reChIP en intesti prim de ratolins i CT26 (esquematitzat en Fig M5). Primer, la
immunoprecipitatcio amb H3K4me3 i H3K27me3 es realitza en quadruplicat. Per cada marca
es realitza una segona immunoprecipitacié amb 1gG, H3 total, H3K4me3 i H3K27me3. També

es va obtenir el control de carrega (input) en la primera i segona immunoprecipitacio.

La fixacid, lisi i sonicaci6 es va realitzar tal i com s’ha descrit anteriorment. La
immunoprecipitacié es va dur a terme utilitzant el kit de Millipore. Breument, les mostres es
netejaren amb beads d’agarosa; cromatina equivalent a 20ug de DNA es va incubar overnight
amb el primer anticds; el complex cromatina-anticos es va unir a les beads d’agarosa durant
1h; i les beads es van rentar (inhibidors de proteasa es van afegir a les solucions). Després es
realitza I'elucié amb 40pl de la solucié descrita a (Bernstein et al., 2006) (0,1% SDS, 30mM
DTT, 0,5M NaCl) durant 30 minuts a 37°C i 1.100rpm. La recuperacié de la cromatina
s’incrementa netejant les beads amb 60ul de solucié de dilucié i es va dur a terme una segona
immunoprecipitacié overnight amb el segon anticos, seguint el protocol descrit abans (rentats,

elucid, purificacié i gPCR)

Pre-cleaning P 1 Beads Chromatin Chiromatin P2 Beads Chromatin
Washing elution dilution Washing elution
Bufers+F1  30mM DTT 1%S5DS
0,1%30DS n 0,1M NaHCO:
’ 0.5 MaCl b + oG
I Py
Sonicated 3 o +H2
and - ' & !
diluted i+ =
chromatin i '_L_: + ImeH3IK4
] i
input 1 + 0
+ 3meH3IKZT
Chromatin equivalent .
to 80ug of DNA + BmaH3Ka input 2

or
ImeH3K2T

+
agarose beads

Figura M5. Esquema de l'assaig de reChIP. S’ha descrit el procediment per una de les
primeres immunoprecipitacions (H3K4me3 o H3K27me3). Després de la segona elucio es
reverteix la fixacié de la cromatina, el DNA es purifica i la immunoprecipitacié es quantifica

mitjangant PCR a temps real. IP= immunoprecipitacio.

El Low Cell ChIP Kit es va emprar per les CT26 obtenint major sensibilitat en la deteccio de
H3K4me3 i H3K27me3. Cromatina sonicada equivalent a 10° cél-lules es va utilitzar per cada
primera immunoprecipitacio, realitzada per detectar 1gG, H3, H3K4me3 i H3K27me3. Després
el material immunoprecipitat per H3K4me3 i H3K27me3 es va eluir de les beads magnétiques
rentades realitzant una incubacié de 30 minuts a 37°C en 112.5ul 1% SDS. La cromatina
recuperada es va diluir fins a 1ml i 100ul es van utilitzar per la segona immunoprecipitacio,
realitzada contra IgG, H3K4me3 i H3K27me3.
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Per tal de resumir les diferents técniques descrites en aquesta seccid, la taula M8 correlaciona

les técniques i les mostres emprades per cada objectiu proposat en aquest treball.

AIM

ASSAY

SAMPLE

1.1 Genome wide analysis in
differentiation

AIMS-Seq
(Bisulphite PCR validation)

Sorted villi and crypt populations
APC™"* adenoma

1.2 Genome wide analysis in
tumour progression

AIMS-Seq
(Bisulphite PCR validation)
Microarray expression
(mRNA real time PCR validation)

APC™* adenoma
APC™* small intestine
C57BL/6J small intestine
C57BL/6J colon
CT26
Embryonic mouse stem cell

2.1 LRES regulated regions in
CaCo 2 differentiation

Bisulphite PCR
mRNA real time PCR
Chromatin immunoprecipitation

CaCo2
differentiated CaCo2

2.2 LRES in mouse
tumorigenesis

Bisulphite PCR
mRNA real time PCR
Chromatin immunoprecipitation
reChlP

C57BL/6J colon
CT26

2.3 LRES regulated regions in
differentiation

Bisulphite PCR
mRNA real time PCR
Chromatin immunoprecipitation

Whole villi and crypt fractions
Sorted villi and crypt populations

2.4 LRES regulated regions in
initial steps of tumorigenesis

Bisulphite PCR
mRNA real time PCR
Chromatin immunoprecipitation

APC™"* adenoma
APC™™* small intestine
C57BL/6J small intestine

3.1 Activins characterization
in CRC

Bisulphite PCR
mRNA real time PCR

APC™"* adenoma
APC™* small intestine
C57BL/6J small intestine
C57BL/6J colon
CT26
Human normal/tumour pairs
Human cell lines

3.2 INH-Bg role in CRC

MTT, XTT
Wound Healing
Migration

(mRNA and protein expression validation)

Sw480
SW480+ INH-Bg siRNA
SW480+ Anti-INH-Bg
SW480+ Rh-INH-Bg

Taula M8. Resum on es correlaciona els objectius d’aquest treball amb les técniques i

mostres emprades.
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1. Canvis de metilacioé a escala genomica.

Com ja s’ha comentat anteriorment, el procés tumoral es caracteritza per la preséncia
d’alteracions epigenétiques, tals com la hipometilacié global del DNA i la hipermetilacié
especifica de CpGi sovint associades a gens supressors de tumor. L'estudi de les alteracions
en la metilacié del DNA en estadis inicials de la carcinogénesis pot ser clau alhora d’entendre
els factors implicats en la progressié tumoral. Es per aixd, que un dels objectius principals
d’aquest treball era determinar les variacions de metilacid en els adenomes dels ratolins

min/+

Apc™" en relacié al seu teixit adjacent i l'intesti de ratolins sans (intesti prim i colon). L'estudi
va incloure també la linia cel-lular de cancer colorectal CT26 com a punt de referéncia d’estadis
avangats de carcinogénesi murina, malgrat la representativitat d’'una linia cel-lular és limitada

(Auman and McLeod, 2010).

Anteriorment ja hem descrit de forma amplia que els mecanismes de diferenciacié cel-lular
estan desregulats en els tumors i que diferents estudis donen suport al model de progressio
d’SC cancerosa (introduccié 2.4). A més, alguns d’ells assenyalen les SC adultes com les
responsables d'iniciar el procés tumoral. Aixi doncs, determinar els canvis en la metilacié del
DNA durant la diferenciacié intestinal pot ajudar a entendre com els mecanismes implicats en la
diferenciacio participen en la transformacié i progressio de la cél-lula cancerosa. Aquest fet va
promoure l'estudi dels canvis de metilacié durant la diferenciacié de lintesti prim, obtenint
cél-lules progenitores (cél-lules de la base de la cripta), cél-lules en procés de diferenciacio i
cel-lules diferenciades d’'un grup de ratolins sans (Merlos-Suarez et al., 2011). Resultats previs
d'altres grups i propis indicaven poques variacions en els patrons de metilacio, fet que va fer
centrar-nos en els canvis de metilacidé entre les cél-lules de la base de la cripta (cél-lules
progenitores, EphB2"") i les diferenciades (EphB2"%"¢),

A escala gendmica la metilaci6 del DNA es va analitzar mitjancant 'AIMS-Seq, una versio
millorada del métode AIMS. Aquesta técnica es basa en I'is d’enzims de restriccié sensibles i
insensibles a la metilacié6 del DNA i aporta informacié sobre els canvis de metilacié tant a
escala global com a nivell local. A més, també es va analitzar I'expressié génica d’aquestes
mostres mitjangant la hibridacié en microarrays per tal de caracteritzar millor la diferenciacié i el

procés tumoral.
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1.1 Deteccioé de la metilaciéo del DNA mitjangcant AIMS-Seq.

La técnica AIMS-Seq permet detectar les dianes Xmal (CCCAGGG) diferencialment metilades
entre mostres. La major part dels amplicons d’AIMS-Seq sén resultat de la digestié de dues
dianes Xmal metilades, que després d'un pas d’amplificacid per PCR es seqiliencien en la
plataforma Solexa. Un cop mapats els reads obtinguts en la seqiienciacié massiva es pot
determinar si un amplicé (fragment Xmal-Xmal) esta diferencialment metilat en una de les

mostres en base al nombre de reads.

Cal precisar que les dianes Xmal no estan igualment distribuides al llarg del genoma,
presentant un biaix en les CpGi (Taula R1). A més, en la técnica AIMS-Seq només es
consideren informatius aquells amplicons inferiors o iguals a 2Kb, limit fixat pel pas
d’amplificacié. Tenint en compte aquests limits, 14.492 amplicons AIMS-Seq estan associats
parcial o totalment a una CpGi, mentre que 8.499 amplicons estan situats en CpGi shores
(regions colindants a les CpGi) (Taula R1). Un element gendmic pot estar representat per més
d’'un amplicé i 'AIMS-Seq ens pot aportar informacié sobre un 48% de les CpGi del genoma. A
més, en funcié de la posicio de les dianes Xmal de cada amplico, aquest es pot associar a un o
més elements gendmics, fins a un maxim de tres elements diferents: GpGi, regié CpGi shore i
sequeéncia repetitiva. Aixi doncs, 'AIMS-Seq a més de reportar canvis de metilacié en les CpGi

també proporciona una visi6 d'altres elements a escala gendmica.

. CpGi
CpGi SINE LINE LTR
shore
16.026 N 1.520.246 949.801 803.341

N° elements in mouse genome

N° of Xmal-Xmal fragments associated with 28.212 18.787 21.685 43.650 29.235
N° of AIMS-Seq amplicons associated with  14.492 8.499 3.185 15.310 4.242

N° of elements analyzed by AIMS-Seq 7.682 4.768 4.542 18.764  8.736

Taula R1. Elements gendmics descrits en el genoma de ratoli segons el Genome Browser
UCSC (NCBI37/mm9). Es presenta el numero d’amplicons (Xmal-Xmal o AIMS-Seq)
associats a cada element gendomic. A més estan llistats el maxim d’elements gendmics que
es poden estudiar amb la técnica AIMS-Seq. N= no determinat.

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, s’estudiaren les variacions de metilacié durant la
diferenciacioé d’intesti prim i la progressié tumoral. D’'una banda es van analitzar per AIMS-Seq
(partint de 300ng de DNA) cél-lules progenitores i diferenciades de l'intesti prim de ratolins

min/+

sans, incloent també adenomes macroscopics de ratolins Apc™" . D’altra banda, la progressié

tumoral es va estudiar fent AIMS-Seq (partint d’1ug de DNA): d’adenomes macroscopics de
ratolins Apc’"’"”i el seu teixit adjacent; d’intesti prim i colon de ratolins sans; de la linia cel-lular
de cancer colorectal murina CT26 i d’'SC embrionaries. Per tal de comparar les diferents

mostres (Taula M5), aquestes es van normalitzar pel nombre total de reads, tenint en compte
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els mapats en amplicons inferiors o iguals a 2Kb. Les diferents mostres presentaven un valor
similar de reads totals (Apéndix 2), exceptuant I'intesti prim r1, que fou la primera en processar-
se i tant l'aparell de fragmentaci6 amb el que s'obtingué la llibreria com el software de

sequienciacié emprat foren diferents a la resta.

Després, les mostres es van classificar en dendrogrames basats en la distancia genética
utilitzant el métode Manhattan, alhora que es va dur a terme I'analisi de components principals.
Tal i com s’observa en la Figura R1.A, el subgrup de mostres en que 'AIMS-Seq es va realitzar
partint de quantitats de DNA més petites s’agrupaven juntes (malgrat haver mantingut les
proporcions en les reaccions de digestié i amplificacio). Per exemple, 'adenoma r1, que era la
suma d’AIMS-Seq dels adenomes r1.1, r1.2 i r1.3 partint d’'1ug de DNA, es trobava allunyat de
les tres mostres analitzades partint de 300ng de DNA. Es per aixd que I'analisi estadistic es va

dur a terme per separat en aquests dos grups de mostres.

Els canvis de metilacié entre parelles de mostres es van determinar treballant amb el paquet
estadistic EdgeR. Les comparacions realitzades estan esquematitzades en la Figura R1.B-C i
'analisi es va fer aparellat només en les mostres d’adenoma i teixit adjacent (adjacent r1 vs
adenoma r1; i adjacent r2 vs adenoma r2). Els diagrames de Venn es van utilitzar per les
comparacions amb SC embrionaries (sense réplica), tot i que els resultats obtinguts no es
presenten a continuacié. En totes les comparacions, cada amplico havia de tenir un minim de 5

reads en una de les dues mostres (cut-off empiric) per ser considerat.

A AIMS-Seq
. B
P adenoma
w0 ’/’ 'H‘_\
Progenitor-—— Differentiated
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Figura R1. A. Dendrograma de totes les mostres analitzades per AIMS-Seq. En gris
s'indiquen les mostres en que I'AIMS-Seq s’ha realitzat amb 300ng de DNA enlloc de la
quantitat estandard (1ug). En l'apartat B i C estan representades les comparacions dutes a
terme. mESC= SC embrionaries de ratoli.
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1.2 Canvis de metilacié propis de la diferenciacio intestinal i la tumorigénesi.

Per tal d’analitzar els canvis de metilacié al llarg de la diferenciacié de lintesti prim es va
realitzar 'AIMS-Seq en les cel-lules progenitores de la base de la cripta i cél-lules
diferenciades, treballant amb ftriplicats técnics. Tres adenomes d’'un ratoli Apc’“"”/+ es van

incloure en I'experiment.

En base a la classificacié de les mostres mitjangant els dendrogrames i I'analisi de components
principals, junt amb el test de reproductibilitat de les répliques es va descartar un dels triplicats
de les cél-lules progenitores (r2.3) i un de les diferenciades (r2.3). Es notori que aquest Gltim

presentava un patré de fraccionament diferent en I'obtencié de la llibreria de seqlienciacio.

La Figura R2 mostra els reads obtinguts en funcié de I'element gendmic associat a 'amplicé.
Cal destacar que la major part dels reads informaven sobre elements repetitius (SINE, LINE i
LTR), aixi com regions gendomiques que no estaven associades a cap dels elements estudiats.
Els adenomes provenien d’individus diferents als de les cél-lules diferenciades i progenitores,
fet que pot explicar part de les diferéncies que els adenomes presentaven en LINE, LTRs i
regions no associades a cap element estudiat. Es important recalcar que, proporcionalment, el
nombre de reads diferien de forma considerable tant en amplicons localitzats en una CpGi com
en els situats sobre una CpGi i la seva regié CpGi shore (CpGi/CpGi shore), mentre que els
valors mantenien més constancia en elements repetitius (en SINEs especialment) suggerint
que les CpGi estaven diferencialment metilades entre aquestes mostres, sobretot en les
cél-lules progenitores.

CpGi CpGilCpGi share CpGi shore
L8080 | BOLG0 SO8
400 FI0000 00000
[B11 =] n i
ZLahll = ‘ =1
. 0]
= ul L = L] =
.';II .-;‘I gl ;I EI EI EI .-;I rl;I:-.I%EIT‘;I EI ;I-;‘ITEIIEI EI EI_:I
3888 33886 ISERE
BRiedd BHiage HEiid
55 4 -

Hotassociated to
an element

=
=
m
C
=
m
5
a

SBA0508 1200650 358606 i

1E0EI0E
Bo0090 KR 8800507
£00000 — san0008
I
g 0
” L) -— " pact i —
k=1 = T j == [ -

¥ eyl e i e s B ] — e o o s [ ’

IO 00 i da

seEsiid cE jesd BEFEReS 13114L
5% §% §% £4

Figura R2. Distribucié dels reads normalitzats per mostra i element genomic associat a
I'amplico.
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El nombre d’amplicons diferencialment metilats en cada comparaci6 esta llistat en la Taula R2,
on s’'observa que les cél-lules diferenciades i els adenomes estaven hipermetilats respecte les
cel-lules progenitores majoritariament en les regions CpGi shore. A més, la major part de
guanys de metilacié que presentaven les cel-lules de ratolins normals respecte els adenomes
es concentraven en les seqliéncies repetitives. La representacié d’aquestes dades en la Figura
R3 recolza aquestes conclusions. A més de mostrar els amplicons diferencialment metilats en
vermell (FDR<0,01) (Fig. R3.A-C), aquests amplicons es van associar als seglients elements
genomics: CpGi, CpGi/CpGi shore i CpGi shore (Fig. R3.D-F); i elements repetitius (Fig. R3.G-
1). Es pot observar que la major part dels amplicons que s’hipermetilaven en els altres dos tipus
cel-lulars respecte les cél-lules progenitores estaven associats a regions CpGi shore ilo CpGi.
D'altra banda, hi havien pocs canvis entre cél-lules diferenciades i adenomes. Finalment, la
major part de les hipometilacions en els adenomes respecte a les cél-lules normals

(diferenciades i progenitores) estaven localitzades en elements repetitius.

CpGil
CpGi CpGi shore CpGishore SINE LINE LTR
Progenitor vs Differentiated
hypomethylated in negative 0 0 0 0 0 1
hypermethylated in negative 36 283 337 177 28 60
Progenitor vs Adenoma
hypomethylated in adenoma 3 15 102 512 203 640
hypermethylated in adenoma 35 246 313 201 32 77
Differentiated vs Adenoma
hypomethylated in adenoma 5 20 40 111 115 143
hypermethylated in adenoma 1 1 4 7 2 3
Virtual amplicons 8.926 5.566 2.933 3.185 15310 4.242

Taula R2. Nombre d’amplicons associats a un element gendmic que estan diferencialment
metilats de forma significativa en cada comparacié (FDR<0,01). També es mostren els

amplicons virtuals, el maxim d’amplicons que es poden analitzar per AIMS-Seq.

Centrant-nos en els canvis que s’esdevenen en CpGi i regions CpGi shore localitzades en les
zones promotores del gens, al llarg del procés de diferenciacié 608 gens presentaven
hipermetilacions en aquests elements. D’aquests gens, un 78% no es troben expressats en
microarrays d’expressio d’intesti de ratolins sans, utilitzant la base de dades publica The Gene
Expresion Barcode 2.0. Es important remarcar que molts d’aquests gens també estaven

hipermetilats en els adenomes respecte les cél-lules progenitores (Fig. R3.J).
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Figura R3. Representacio diferencial de la metilacio en diferents comparacions utilitzant MA
plots. Cada punt representa un amplico, i els diferencialment metilats de forma significativa
(FDR<0,01) estan marcats en codi de color segons el tipus d'element genomic: tots els
amplicons (vermell); CpGi (verd); CpGi shores (taronja); CpGi/CpGi shores (verd fosc);
LINEs (rosa clar); LTRs (blau); i SINEs (violeta). Valors positius indiquen hipermetilacié en:
diferenciades respecte progenitores (A,D,G); adenoma respecte progenitores (B,E,H) i en
adenoma respecte diferenciades (C, F,l). Valors negatius indiquen hipometilacié. J. Nombre
de gens que presenten un determinat perfil de metilacié en la corresponent regié CpGi

promotora.
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Els gens amb la regié promotora hipermetilada presentaven un enriquiment funcional en
processos biologics relacionats amb el desenvolupament i la regulacié de I'expressio (analisi
GO amb el software DAVID, Apéndix 2). A més s’observa una sobrerepresentacido en gens
associats a vies de senyalitzacié implicades en cancer (KEGG pathway), involucrant 20 gens
(Bmp4, E2f3, Ber, Ctbp2, Egin3, Runx1T1, ltga3, Dapk2, Stk4, Ralgds, Shh, Ctnnb1, Tgfb2,
Hsp90B1, Hsp90AB1, Cdkn1A, Lamab, Slc2A1, Rara, Axin2). D’aquests, 17 estan descrits a la
bibliografia com a sobreexpressats en tumors i 8 d’ells estan associats a CRC (Bmp4, Stk4,
Shh, Ctnnb1, Tgfb2, Hsp90B1, Hsp90AB1, Sic2A1). Cal dir, que I'expressié de 9 d’aquests
gens no es detecta en intesti normal de ratoli (dades obtingudes de la base de dades The

Gene Expresion Barcode 2.0).

A més, alguns dels gens especifics d’'SC adultes de l'intesti (Lgr5, Sox9, Zfp503 i Dbp) estaven
hipermetilats en cél-lules diferenciades, essent tres d’ells (Lgr5, Sox9 i Zfp503) implicats en la
via de senyalitzacié Wnt en linies cel-lulars de cancer colorectal (Sabates-Bellver et al., 2007;

van der Flier and Clevers, 2009).

També es va determinar quines marques d’histones estaven associades a aquests gens en
diferents linies cel-lulars, prenent com a referéncia I'estudi realitzat per Bernstein i
col-laboradors, malgrat emprar un model cel-lular diferent (Mikkelsen et al., 2007). En aquest
estudi s’inclouen 485 dels 608 gens que vam trobar hipermetilats durant la diferenciacié
mitjangant AIMS-Seq. Tal i com es mostra en al Taula R3, la major part d’aquests gens
tenen la marca activa H3K4me3 tant en les cél-lules pluripotents (ESC) com en les més
diferenciades (MEF, NPC), mentre que un 31% es caracteritzen per la presencia de dominis

bivalents que poden ser resolts o no en linies cel-lulars més diferenciades.

K4H3me3 TS Ka7H3me3  None
ESC 318 145 4 19
MEF 333 03 38 20
NPC 349 19 29 88

Taula R3. Marques dhistones en les regions promotores dels gens
hipermetilats durant la diferenciacié (determinat per AIMS-Seq). Les dades
s’han obtingut del treball de Bernstein i col-laboradors (Mikkelsen et al.,
2007). ESC = SC embrionaries murines. MEF = fibroblastes embrionaries de

ratoli. NPC = cél-lules neuronals progenitores murines.
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Tot seguit es van analitzar els amplicons diferencialment metilats en algunes de les
comparacions descrites fins ara amb els canvis de metilacié observats en CT26 respecte el
teixit de colon sa, per tal de determinar el seu estat de metilacié en estadis avancats de la
carcinogenesi. Els resultats d’AIMS-Seq obtinguts en colon vs CT26 estan detallats i comentats
ampliament en l'apartat seglient (1.3). En la Figura R4.A es mostren els amplicons associats a
CpGi ilo CpGi shores hipermetilats en les diferents comparacions, observant que un 32,9% dels
amplicons hipermetilats en cél-lules diferenciades respecte progenitores i el 33,2% dels
hipermetilats en adenomes també ho estaven en CT26 respecte colon. D’altra banda, en la
Figura R4.B es mostra que només un 19% de les hipometilacions en sequiéncies repetitives

dels adenomes respecte les cél-lules de ratolins sans es van detectar també en CT26.

A Amplicons associated with CpGi andfor CpGi shones B Amplicons associated with repetitive elements

Hyparmatiryiatod in dffergnbated  Hypermathylabed in adencma Hypomathylabed in adencma Hypomathyiaied in adonoma
Wi [ Ogeritar ¥4 progenilos ¥E DrOgEilo v differanbaied

AA Q)

Hypsarmethylabed in CT25 Hypamaiivylated n CT26 vs
Ve coon ckan

Figura R4. Diagrames de Venn dels amplicons diferencialment metilats en cada
comparacié. A. Amplicons associats a CpGi i/o CpGi shores que estan hipermetilats en
cél-lules diferenciades i adenoma respecte les cel-lules progenitores i en CT26 respecte
colon. B. Amplicons associats a elements repetitius que estan hipometilats en adenoma
respecte cél-lules progenitores i diferenciades, i en CT26 respecte colon.
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Alguns dels canvis de metilacié observats es van corroborar mitjangant sequienciacié de bisulfit,
que es considera avui per avui el gold standard en técniques d'analisi de metilacié del DNA.
Aquesta técnica va permetre determinar que els canvis corresponien a un petit guany de
metilacié que afectava un baix percentatge de cél-lules. Per exemple, Slitrk1 és un gen amb un
unic ex6é que conté una CpGi. Els amplicons d’AIMS-Seq corresponents a aquest gen estan
representats en la Figura R5.B, junt amb els reads obtinguts en cada mostra. Tal i com
s’observa en la Figura R5.A, els amplicons 133978 i 133981 estaven diferencialment metilats.
Tot i aixi, la sequéncia de bisulfit de la diana Xmal 3’ de 'amplicé 133978 només mostrava un
petit augment de metilacié en les cél-lules diferenciades en comparacio a les progenitores que
estaven totalment desmetilades (Fig. R5.C). Aquest petit guany de metilacié també afectava als
dinucleotids CpG contigus (Fig. R5D).
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Figura R5. A. Nombre de reads i informacié estadistica dels amplicons associats al gen
Slitrk1 (logF C=logarithmic fold change; FDR=false discovery rate). B. Representacié del gen
Slirk1 obtinguda de 'UCSC Genome Browser (NCBI37/mm9), on s’inclou la informaci6 de
'AIMS-Seq: localitzacié dels amplicons (en verd els amplicons < 2Kb i en vermell els
amplicons més grans). C. Captura del cromatograma de la seqiiéncia de bisulfit per a la
diana Xmal 3’ de 'amplicé 133978 en ceél-lules diferenciades i progenitores. D. Diagrames
dels dinucleotids CpG analitzats mitjangant sequiéncia de bisulfit, on: boles blanques= CpG
no metilades; boles grises= CpG poc metilades; ratlla= estat de metilacid no determinat. El

nucleotid CpG corresponent a la diana Xmal esta enquadrat.
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Estudis recents de metilacié a nivell gendmic realitzats per Feinberg i d’'altres (Berman et al.,
2012; Hansen et al., 2011) han senyalat que molts dels canvis de metilacié afecten dominis del
genoma a més de regions puntuals. Els dominis diferencialment metilats en el procés de
diferenciacioé es van determinar amb el paquet estadistic dissenyat per I'analisi de CGH (DNA
copy de Bioconductor). Es van identificar un total de set dominis hipermetilats en cél-lules
diferenciades respecte progenitores. Aquestes regions eren heterogeénies en grandaria,
quantitat de gens i contingut de GpGi (Taula R4). Per exemple, el domini del cromosoma 6 (Fig.
R6) abasta 3,3Mb i engloba gens que estan enriquits funcionalment en la regulacié negativa de
'adhesié cel-lular, la morfogénesi embrionaria i I'activitat aciltransferasa. Altres dominis
contenen un nombre menor de gens, pero igulament sén funcionalment interessants, com és el
cas del gen que codifica per la proteina homeobox 1 de cél-lules de leucemia T (TLX1),
localitzat en el domini del cromosoma 19.
chr. & chr. &

PRI T

L o’ e
Figura R6. Dominis hipermetilats en cél-lules diferenciades respecte progenitores descrits

en els cromosomes 6 i 8. La discontinuitat de la linia vermella indica quan hi ha una variacio

en I'estat de metilacié que afecta a una regid. Les fletxes senyalen els dominis hipermetilats.

. . Virtual Differentially methylated Gene CpGi
Location Size (pb) . .
amplicons amplicons (FDR<0,01) number  number
chr2:37559404-38321507 762.103 25 5 3 9
chr4:139132029-139388132 256.103 20 5 4 7
chr6:82719305-85979523 3.260.218 113 14 70 66
chr8:35685190-36027681 342.491 12 3 3 1
chr8:73289162-73417628 128.466 24 2 9 18
chr8:107793935-108137201 343.266 8 4 20 14
chr19:45229225-45306030 76.805 16 4 1 4

Taula R4. Caracteristiques de les regions hipermetilades en cél-lules diferenciades
respecte cel-lules progenitores. També s’inclouen el nombre maxim d’amplicons sobre els
que I'’AIMS-Seq pot aportar informacio, que estan continguts en la regié (virtual amplicons).

Aquests analisis suggereixen que la metilaci6 del DNA presenta canvis locals i regionals,
encara que a nivells molt limitats, en la diferenciaci6 de l'intesti prim. Resta per determinar si la
metilacio té un paper actiu en el procés de diferenciacio o és secundaria a d'altres mecanismes

de regulacio epigenética.
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1.3 Alteracions en la metilacié en estadis inicials de la tumorigénesis.

L’estudi dels canvis de metilacié associats a la progressié tumoral es va dur a terme fent AIMS-

min/+

Seq d’adenomes macroscopics de ratolins Apc i el seu teixit adjacent, d’intesti prim i colon
de ratolins sans i de la linia cel-lular CT26, sent aquestes les mostres processades partint d’1ug
de DNA (Fig. R1). Per tal d’estudiar els canvis de metilacié associats als estadis inicials de la
tumorigéneis es determinaren les alteracions en la metilacié dels adenomes macroscopics de

min/+

ratolins Apc™"" respecte el teixit adjacent mitjancant I'is d’analisis estadistics aparellats amb el
métode EdgeR (Fig. R7.D). Tot i que lintesti prim també va ser inclds en I'experiment, pocs
canvis significatius es van observar degut a I'elevada variabilitat entre les répliques d’intesti
prim (Fig. R7.C). D’acord als estudis de metilacio en regions especifiques de DNA, els
adenomes presentaven poques variacions respecte el seu teixit adjacent, en comparacio a les
abundants diferéncies observades entre la linia cel-lular de cancer colorectal CT26 i el teixit
normal de colon. La major part de les hipermetilacions en CT26 estaven associades a les CpGi
i/lo regions shore (Fig. R7.H, Taula R5), mentre que les hipometilacions afectaven
majoritariament a elements repetitius (Fig. R7.1, Taula R5). Tot i que gran part de les diferéncies
devien ser resultat del procés tumoral, és important tenir en compte que estavem comparant
teixit contra un linia cel-lular i sovint la qualitat del material obtingut d’una linia cel-lular és

superior al d’un teixit, alhora que el teixit és molt més heterogeni (Auman and McLeod, 2010).

En total hi havia 149 gens que tenien la CpGi promotora i/o la regié CpGi shore més metilada
en adenoma que en el seu teixit adjacent. En aquests, I'analisi de termes GO mitjangant DAVID
va mostrar un enriquiment funcional en: regulacié de diferents components del metabolisme
d'acids nucleics (nucleobases, nucleodsids, nucleotids); procés metabolic d’acids nucleics;
expressio genica; transcripcio depenent de DNA; procés metabolic d’RNA; procés biosintétic

cel-lular i procés biosintétic de macromolécules.

CpGi/
CpGi CpGi shore CpGishore SINE LINE LTR
Adjacent vs Adenoma
hypomethylated in adenoma 0 0 0 0 0 0
hypermethylated in adenoma 13 90 51 16 8 1
Colon vs CT26

hypomethylated in CT26 0 5 43 217 296 283

hypermethylated in CT26 28 157 223 83 36 31
Virtual amplicons 8.926 5.566 2.933 3.185 15.310 4.242

Taula R5. Nombre d’amplicons associats a un element genomic que estan diferencialment
metilats de forma significativa en cada comparacié (FDR<0,01). També es mostren els
amplicons virtuals, el maxim d’amplicons que es poden analitzar per AIMS-Seq.
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Figura R7. Representaci¢ diferencial (MA plot) dels amplicons analitzats per AIMS-Seq.
Cada punt representa el logaritme en base 2 de la ratio en el nombre de reads entre: intesti
prim vs colon (A), vs teixit adjacent (B), i vs adenoma (C); adjacent vs adenoma (D-F); i
CT26 vs normal (G-l). Valors positius indiquen hipermetilacié en: les mostres respecte
intesti prim (A-C); adenoma respecte adjacent (D-F) i en CT26 respecte colon (G-l). Valors
negatius indiquen hipometilacié. Els amplicons diferencialment representats amb un
FDR<0,01 estan marcats en color: tots els elements (vermell), CpGi (verd); CpGi shores
(taronja) i CpGi/CpGi shores (vermell fosc); LINEs (rosa pal‘lid); LTRs (blau); i SINEs
(violeta).

Es va analitzar I'estat d’expressié dels 149 gens que estaven hipermetilats en adenoma
mitjangant microarrays d’expressio, observant que en el 32% no hi havia expressié o aquesta
era baixa i no es detectava. En la resta de gens no es van observar variacions significatives

d’expressio tot i presentar un guany en la metilacié de les regions promotores.
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També, es va determinar la correlacié d’amplicons associats a CpGi i/lo CpGi shores que
estaven hipermetilats en adenomes respecte teixit adjacent i en CT26 respecte colon. En
aquest cas, un 40% dels amplicons associats a CpGi hipermetilats en adenomes també ho
estaven en CT26 (Fig. R8). Dels gens corresponents als amplicons hipermetilats en ambdues
mostres, un 65% estaven silenciats o molt poc expressats. L’analisi de termes GO (software
DAVID) va determinar un enriquiment en els processos bioldgics associats al
desenvolupament, i en concret la regulacié de processos metabdlics, mentre que els gens que
només estaven hipermetilats en adenomes estaven enriquits funcionalment en la regulaci6 de

la transcripcio.

Hypermethylated in adenoma Hypermethylated in CT26
vs adjacent vs colon

93

Figura R8. Diagrama de Venn dels amplicons hipermetilats en cada comparacio.

Finalment, es van determinar els dominis diferencialment metilats en el procés de tumorigénesi,
utilitzant el paquet estadistic dissenyat per I'analisi de CGH (DNA copy de Bioconductor) (Taula
R6). En adenoma s’observaren 2 dominis hipermetilats respecte el seu teixit adjacent, essent el
del cromosoma 10 enriquit en gens implicats en processos metabolics (termes GO, software
DAVID). Com era d’esperar, es van detectar més canvis regionals entre CT26 i colon, havent-hi
hipermetilacions i hipometilacions que afectaven dominis amb diverses propietats, perd amb un

enriquiment en gens implicats en la senyalitzacioé cel-lular (termes GO, software DAVID).

Es compararen els dominis diferencialment metilats obtinguts per AIMS-Seq en mostres
murines amb els blocs determinats per Feinberg i col-laboradors en CRC huma per
sequenciacido shotgun de DNA tractat amb bisulfit (Hansen et al., 2011). Dels dominis
hipermetilats en adenoma i CT26 descrits per AIMS-Seq, només la regié humana ortdloga a la

min/+

hipermetilada en adenoma de ratoli Apc en el cromosoma 6 es troba també hipermetilada
en CRC huma (bloc 2863). Els dominis hipometilats en CT26, en canvi, presentaven una
elevada correlacié amb els descrits en CRC huma. Tot i que els dominis determinats per AIMS-
Seq superiors a 1Mb estaven representats per diferents blocs en huma, aquests estaven

majoritariament hipometilats (60-100%).
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També es van comparar els dominis identificats com a hipermetilats en CT26 amb les regions

regulades per LRES cancer de prostata huma descrites en (Coolen et al., 2010), sense observar

cap correspondéncia entre ambdds grups de regions.

Hypermethylated in adenoma vs adjacent

Location Size (pb) Virtual Differentially methylated Gene CpGi
P amplicons Amplicons (FDR<0,01) number number
chr6:114444930-114821110 376.180 101 2 3
chr10:79756357-80155446 399.089 14 25 35
Hypermethylated in CT26 vs colon
. . Virtual Differentially methylated Gene CpGi
Location Size (pb) amplicons amplicons (FDR<0,01) number number
chr1:3717310-5010318 1.293.008 6 1 6 8
chr6:3002117-6686155 3.684.038 17 0 29 11
chr6:6810640-6814850 4.210 4 2 3 3
chr8:73012588-73015349 2.761 3 3 0 2
chr11:74423819-80288819 5.865.000 75 7 136 116
chr19:42829945-48141777 5.311.832 68 13 96 112
Hypomethylated in CT26 vs colon
. . Virtual Differentially methylated Gene CpGi
Location Size (pb) amplicons amplicons (FDR<0,01) number number
chr1:6153754-27333388 21.179.634 64 17 109 65
chr4:41755940-42804593 1.048.653 13 11 49 16
chr4:139789171-139825256 36.085 7 1 2
chr4:151722978-155604490 3.881.512 87 13 97 61
chr6:55344125-58477133 3.133.008 29 1 48 12
chr11:80326153-82416720 2.090.567 23 13 6
chr12:3149616-31615170 28.465.554 109 121 140

Taula R6. Caracteristiques dels dominis diferencialment metilats en adjacent vs adenoma i

CT26 vs colon. També s’inclouen el nombre maxim d’amplicons sobre els que 'AIMS-Seq

pot aportar informacio, que estan continguts en el domini (virtual amplicons).
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1.4 Variacions en I'expressio genica en estadis inicials de la tumorigenesis.

Per tal de determinar els canvis d’expressié génica associats a estadis inicials de la progressié
tumoral, es van analitzar mitjangant microarrays d’expressié mostres provinents de ratolins
min/+

Apc i ratolins sans. A més, la linia de cancer colorectal murina CT26 també es va incloure

en I'analisi.

Es van dur a terme les comparacions dos a dos descrites en la Figura R9.A i es determinaren
els canvis significatius mitjangant el test estadistic Limma del software TMEV (FDR<O0,05). Els

adenomes macroscopics de ratolins Apc™"*

presentaven un total de 91 gens sobreexpressats
respecte el seu teixit adjacent. En l'estudi de termes GO (software DAVID) es va trobar
enriquiment funcional en gens implicats en migracio, quimiotaxi i gens associats a la regi6
extracel-lular. Tot i que només hi havia 6 gens infraexpressats en adenoma, dos d’aquests

(GPX6 i GPX5) estaven implicats en el metabolisme del glutatio.

Els gens sobreexpressats en adenoma respecte al teixit adjacent estaven inclosos en els 736
gens més expressats en adenoma en comparacié a l'intesti prim del ratoli sa. Tal i com
s’esperava, les diferéncies d’expressié de 'adenoma eren majors respecte el teixit sa i un 26%
dels gens sobreexpressats en adenoma eren comuns als descrits per Gaspar i col-laboradors

en mostres similars (Gaspar et al., 2008).

Es va determinar quin perfil d’expressié génica presentaven els gens diferencialment
expressats entre intesti prim i adenoma en tots els teixits murins analitzats per microarrays

min/+

(cdlon, intesti prim, adenomes macroscopics de ratolinsApc i el seu teixit adjacent). Aixi
doncs, es van agrupar tant els gens sobreexpressats com els infraexpressats en dos subgrups
(clusters) diferents en funcié de la seva expressio en les diferents mostres (Fig. R9), observant

que I'adenoma tenia un perfil d’expressié similar al colon en alguns gens (Fig. R9.C-D).

Tot seguit es va determinar I'enriquiment funcional per cada subgrup de gens (termes GO i
KEGG pathways, software DAVID) que esta llistat en la Taula R7. D’'una banda, els gens
infraexpressats en adenoma respecte intesti prim estaven relacionats amb proteines de
transport, sistema immune i metabolisme dels lipids (fosforilacio o vies de senyalitzacio PPAR),
indenpendentment del subgrup en que es classifiquessin. D’altra banda, els gens més
expressats en adenoma que en intesti prim, perd no en colon, (Fig. R9D) estaven implicats en
la replicacié del DNA i el ribosoma, mentre que els gens sobreexpressats en adenoma respecte
el teixit sa (colon i intesti prim, Fig. R9E) estaven associats a angiogénesi, quimiotaxi,
morfogeénesi del teixit, via de senyalitzacié Whnt, granuls secretors, orientacié axonal i interaccié

de receptors citoquina-citoquina, entre d’altres.
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Figura R9. Diferencies en expressio génica. A. Diagrama de les comparacions realitzades,
incloent el nombre de gens que guanyen o perden expressio en cada comparacio 2 a 2. Les
fletxes senyalen la mostra en que el gen s’expressa més. B-E Box plot de la classificacid
obtinguda mitjangant KMS (k-means/medians clustering) dels gens diferencialment
expressats entre adenoma i intesti prim. B-C. Classificacid dels gens sobreexpressats en

intesti prim. D-E. Classificacié dels gens sobreexpressats en adenoma.
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Functional enrichment in small intestine-adenoma comparison
Genes infraexpressed in adenoma

Cluster 1
Biological P
lipid phosphorylation
phosphorylation
protein transport
regulation of immune effector process
phosphoinositide metabolic process
Cellular Component
cytoplasm
cytoplasmic part
mitochondrial part
intracellular membrane-bounded organelle
mitochondrial membrane
mitochondrial inner membrane
mitochondrial envelope
organelle inner membrane
intracellular organelle
intracellular organelle part
Molecular Function
purine ribonucleotide binding
kinase activity

phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor

Cluster2
Biological P
intracellular signaling cascade
protein transport
Cellular Component
Cytoplasm
extrinsic to membrane
plasma membrane part
Molecular Function

kinase activity

phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor

KEGG Pathway

Antigen processing and presentation
PPAR signaling pathway

Genes overexpressed in adenoma

Cluster 1
Biological P
translation
DNA replication
M phase
centrosome organization
cellular protein metabolic process
DNA metabolic process
microtubule organizing center organization
RNA metabolic process
Cellular Component
ribosome
ribonucleoprotein complex
intracellular organelle
intracellular non-membrane-bounded organelle
nucleus
cytoplasm
intracellular membrane-bounded organelle
cytosolic ribosome
microtubule cytoskeleton
spindle
chromosome
Molecular Function
adenyl nucleotide binding
KEGG Pathway
Ribosome
DNA replication

Cluster2
Biological P
Angiogenesis
blood vessel morphogenesis
organ morphogenesis
Chemotaxis
tissue morphogenesis
blood vessel development
vasculature development
tissue development
morphogenesis of an epithelium
epithelium development
branching morphogenesis of a tube
pancreas development

negative regulation of signal transduction

regulation of signal transduction

regulation of Wnt receptor signaling pathway

cellular cation homeostasis
cell migration
embryonic organ development

negative regulation of cell communication

Cellular Component

secretory granule
Molecular Function

serine-type peptidase activity

peptidase activity, acting on L-amino acid peptides

G-protein-coupled receptor binding
hormone activity

hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds, in linear amidines

KEGG Pathway

Cytokine-cytokine receptor interaction

Axon guidance

Taula R7. Enriquiment funcional dels gens diferencialment expressats. FDR<0.05

100



Resultats

1.5Expressio dels gens diferencialment metilats.

Tal i com s’ha descrit en l'apartat 1.3, els gens amb la regié promotora hipermetilada en
adenoma respecte el teixit adjacent no presentaven variacions en I'expressié génica, tenint en
compte que en un 32% d’aquests no es va detectar expressioé en cap de les mostres de teixit.
D’altra banda, en adenomes no s’observaren hipometilacions en regions CpGi promotores, aixi
que no es va poder correlacionar la perdua de metilacié amb 'augment d’expressio descrit en
adenomes respecte el teixit adjacent. Tot i que hi havia sis gens infraexpressats en adenoma
respecte a teixit adjacent, no es va poder determinar el seu estat de metilacié mitjangant AIMS-
Seq ja que no hi havia amplicons virtuals associats (eren amplicons superiors a 2Kb, sobre els
que 'AIMS-Seq no pot aportar informacio).

En la Figura R7.C es pot observar que l'intesti prim i 'adenoma presentaven pocs amplicons
diferencialment metilats de forma significativa, dels quals sis estaven associats a CpGi
promotores: dos hipermetilats en adenoma i tres hipometilats. Tot i aixd, la proteina ribosdmica
S4 associada al cromosoma X (Rps4x) estava hipometilada i sobreexpressada en adenoma.
Rpx4x és un gen regulat per C-MYC i ha estat proposat com a biomarcador de CRC, essent

més associat a cancers no mucinosos (Jung et al., 2011b).
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2. Silenciament epigenétic regional de gran abast (LRES).

En l'apartat 4.1 de la introducci6 ja s'ha descrit el silenciament epigenétic regional de gran
abast (Long-Range Epigenetic Silencing, LRES) com un fenomen relativament comu en cancer
que pot afectar diverses regions cromosomiques. Els estudis realitzats fins ara han permés
caracteritzar els mecanismes epigenétics implicats en el LRES utilitzant linies cel-lulars de
cancer colorectal tractades amb inhibidors de DNA metiltransferases i de deacetilases (Frigola
et al.,, 2006; Mayor et al., 2009; Rodriguez et al., 2008), pero la dinamica de regulacio
d'aquestes regions en processos cel-lulars com la diferenciacié i fases inicials de la
tumorigénesi roman incognita. Es per aixd que es va estudiar el perfil epigenétic de la regié
2914.2 (silenciada mitjancant LRES en CRC) durant la diferenciacio in vitro de la linia cel-lular
d’adenocarcinoma colorectal CaCo2. A més, es determina la conservacioé del LRES en ratoli.
En concret es va treballar amb teixit normal de colon i la linia cel-lular murina de cancer
colorectal CT26, estudiant el perfil epigenétic de dues regions ortdlogues a les silenciades en
CRC huma (2914.2 i 5g35.2). Finalment, es va analitzar el comportament d’aquestes regions
durant la diferenciacié de l'intesti prim i en estadis inicials de la carcinogénesis, treballant amb

adenomes de ratolins Apc™"".

2.1 Perfil epigenétic de la regié 2q14.2 durant la diferenciacié
de les cél-lules CaCo2.

Caco2 és una linia cel-lular establerta provinent de cél-lules epitelials heterogénies
d’adenocarcinoma colorectal. Tot i el seu origen, el cultiu d’aquestes cél-lules en determinades
condicions suposa la seva diferenciacid i polaritzacié, adquirint propietats d’enterdcit d’intesti
prim. El procés de diferenciacio es pot dur a terme mantenint les cél-lules en confluéncia durant
20 dies o cultivant-les en un suport i medi comercial (BIOCOAT® HTS Caco-2 Assay System).
En ambdés casos es va comparar el perfil epigenétic (metilacié del DNA i patrons de cromatina)
i I'expressio génica de la regid 2q14.2 en les CaCo2 i les CaCo2 diferenciades, per tal

d’estudiar la dinamica de la regié en aquest procés.

La regi6é 2q14.2 abasta 4Mb i conté un nombre elevat de gens, essent molt rica en CpGi. En la
major part de cancers colorectals i en HCT116 (linia cel-lular de cancer colorectal) hi ha un
silenciament transcripcional de la regid6 acompanyat d’'una heterocromatinitzacié (augment
d’H3K9me2). Aquest silenciament implica la disminucié de I'expressié d’un grup de gens i el
silenciament mitjangant la hipermetilacié de les CpGi promotores dels gens EN1, INH-Bg i
SCTR. D'una forma similar al que s'observa en adenomes colorectals humans (Mayor et al.,
2009) la regi6 2q14.2 en les cel-lules CaCo2 presentava una metilacié parcial on la CpGi
promotora de: INH-Bg estava desmetilada, EN1 parcialment metilada, i SCTR totalment
metilada. Aquest patré de metilacié es va mantenir constant durant la diferenciacié (Apéndix
3.1).
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No obstant, la regié 2q14.2 presenta canvis en la conformacié de la cromatina i I'expressio

geénica. Especificament, el procés de diferenciacié va implicar un augment en I'expressio genica

regional, excepte en INH-Bg, en que la disminucié d’expressid esta descrita durant aquest

procés (Fleet et al., 2003). Quan s’indui diferenciacié per confluéncia la poblacié cel-lular

resultant era heterogénia als 11 dies de cultiu en confluéncia (11dpc), i diferenciada als 20 dies

(20dpc). Les propietats d’enterocit es mantenien als quaranta dies de cultiu en confluéncia

(40dpc). Els canvis d’expressio van ser acompanyats per un augment dels nivells d’H3K9ac en

les regions promotores (Fig. R10), mentre que no es van observar canvis en altres marques
d’histones (H3K4me3, H3K27me3, H3K9me2 i H3K9me3; dades no mostrades).
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Figura R10. Perfils d'expressié geénica i acetilaci6 d'H3K9 en CaCo2 diferenciades en

confluéncia. Expressio als 0, 11 i 20 dies de confluéncia: (A) valors normalitzats i (C)

relatius respecte les cél-lules CaCo2 a temps 0. (B) Expressid genica als 0, 20 i 40 dies de

confluéncia: valors normalitzats i (D) valors relatius respecte les cél-lules CaCo2 a temps 0.

E. Nivells d’H3K9ac en les regions promotores dels gens en cél-lules als 0 (CaCo2), 11 20

dies en confluéncia. dpc = dies post-confluéncia.
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El fet de trobar una regié cromosdmica relativament sotmesa a una regulacié de gran abast (en
aquest cas silenciament), sustenta la importancia d’estudiar l'estat de les proteines
encarregades de marcar les barreres fisiques dins de la regi6 (insulators). Aixi doncs, es van
analitzar els nivells de proteina CTCF en els llocs d’unié (CTCFBS) descrits en estudis previs:
ZHAO 2821, ZHAO 2826 i ZHAO 2829 reportats en (Barski et al., 2007); i REN 1951, REN
1964 i REN 1972 identificats en (Kim et al., 2007). S'utilitza com a control negatiu regions
properes als llocs d’'unié perd no definides com a tals, i es determina, a més, la IgG en
ambdues zones (control negatiu del ChIP). Tal i com es mostra en la Figura R11, els nivells de
CTCF en les regions controls (barres verd fosc) eren nuls o similars a la IgG corresponent,
excepte en ZHAO 2826 als 20 dies post-confluéncia. En la resta de llocs d’unié s’observa un
augment en els nivells de CTCF (barres marrons) al llarg de la diferenciacié. L’augment es va
detectar als 11 dies de diferenciacié en ZHAO 2829 i REN 1964, pero no es corrobora als 20
dies degut als elevats nivells d’'lgG. Aquests resultats suggereixen que el silenciament de la

regioé mitjangant LRES va acompanyat de la pérdua de les barreres fisiques internes.
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Figura R11. Valors de ChIP contra la proteina CTCF en les cél-lules diferenciades en
confluéncia durant 0, 11 i 20 dies. A més, es mostren els valors obtinguts pels diferents
controls negatius i la localitzacié de les zones analitzades dins la regi6 2914.2 (imatge
obtinguda de 'UCSC Genome Browser). dpc = dies post-confluéncia. CTCFBS = CTCF
Binding Site.
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Per confirmar els resultats obtinguts en la diferenciacié per confluéncia, es va utilitzar un altre
métode basat en 'accié de I'acid butiric (BIOCOAT® HTS Caco-2 Assay System). En aquest cas,
també es va observar un augment d’expressio regional amb nivells similars als de les cél-lules
diferenciades en confluéncia. Per investigar I'estabilitat dels canvis en el temps, les cél-lules
diferenciades amb acid butiric es van cultivar durant 18 dies en condicions estandards (cél-lules
post-tractament). En aquest cas, 'augment d’expressio va ser molt elevat, incloent I'INH-fg
(Fig. R12.A-B). Tal i com es mostra en Figura R12.C-D per la H3K9ac (dades d’altres marques
d’histones no mostrades), les cel-lules diferenciades amb acid butiric presentaren patrons
alterats en les marques d’histones pero les cél-lules post-tractament recuperaren els nivells
préviament detectats en CaCo2 no tractades, suggerint una remodelacié de la cromatina just
després del tractament amb acid butiric que seria de caracter temporal. D’altra banda el més
probable és que els valors obtinguts en el ChIP de les cél-lules tractades amb acid butiric fossin
deguts a la interferéncia de restes de col-lagen emprat en la diferenciacid, ja que I'acid butiric
és un inhibidor de les deacetilases i s’esperaria que en les cél-lules diferenciades amb acid
butiric hi hagués un augment en H3K9ac (corresponent a I'increment d’expressié observat) i no

tot el contrari.
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Figura R12. Perfils d'expressio genica i H3K9ac en CaCo2 diferenciades amb acid butiric.
A. Expressié de les CaCo2, les cél-lules tractades i les post-tractament (post-t) B. Valors
relatius d’expressié respecte les cél-lules CaCo2. Valors d’H3K9ac en: CaCo2 i cel-lules

tractades (C) i en CaCo2 i cél-lules post-tractament (D).
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Sorprenentment, en ambdds protocols de diferenciacié es va observar un augment d’expressio
del gen SCTR malgrat mantenir la CpGi promotora totalment metilada. Cal tenir en compte que
a més de la sequéncia consens per SCTR, hi ha predita una possible isoforma que no té
associada una CpGi promotora i els resultats presentats fins ara no distingien entre ambdues
isoformes (la regi6 analitzada era I'standard de la Fig. R13.A). Per tal d’elucidar si I'expressio
observada era deguda a la isoforma predita i/0 a la consens es van dissenyar nous primers que
amplificaven ambdues isoformes de forma especifica (validated per la seqiéncia consens i
putative per la predita, Fig. R13.A). Tal i com es pot observar en la Figura R13.B, ambdues

isoforomes (amb i sense CpGi promotora) es sobreexpressaven en les cél-lules diferenciades.
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Figura R13. A. Esquema obtingut de 'UCSC Genome Browser de les diferents isoformes
descrites per SCTR, on s’especifiquen les diferents regions en que es va analitzar
I'expressio per PCR a temps real (standard, validated i putative). B. Valors d’expressio per
les diferents isoformes d’'SCTR en els diferents experiments de diferenciacié de CaCo2
(confluencia o tractament amb acid butiric). L’standard amplifica el fragment descrit en les
anteriors figures com SCTR. C. Valors relatius d’expressié respecte les cél-lules CaCo2.

dpc= dies post confluéncia. post-t= post-tractament.

En resum, quan CaCo2 adquireix propietats d’enterocit, hi ha un augment regional de
'expressié en la major part dels gens de la regié 2q14.2 acompanyat per un increment en els
nivells d’H3K9ac i una recuperacio de les barreres fisiques dins la regié (increment de CTCF),
el que seria coherent amb un establiment de subdominis. Finalment, aquests canvis
d’expressioé i conformacioé de la cromatina no estan associats a variacions en la metilacio de les
CpGi promotores, el que suggereix que els mecanismes implicats en la regulacié d'aquesta

regio durant la diferenciacidé no sén capacgos de revertir la metilacié del DNA.
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2.2 LRES en la linia cel-lular murina de cancer colorectal CT26.

2.2.1 Regions analitzades.

En humans, les regions 2q14.2 i 5935.2 estan silenciades mitjangant LRES en la major part
dels carcinomes colorectals. Les regions ortologues en ratoli, 1qE2.3 i 13gB1 (Fig. R15)
presenten elevada homologia a nivell de seqliiéncia, mantenen l'ordre de gens i conserven les
CpGi promotores. Ens vam plantejar si aquestes regions també estaven silenciades en tumors
de ratoli. Si fos el cas, indicaria que els mecanismes de regulacié d'aquestes regions s'hauria
conservat i, per tant, serien equivalents entre humans i ratoli. D'aquesta manera es podria

disposar del model de ratoli per estudiar la dinamica i la funcionalitat d'aquests processos.

En humans la regié cromosomica 5q35.2 presenta dues variants del gen COMPLEXIN 2
(CPLX2, (Raevskaya et al., 2005). El Cp/x2 de ratoli és equivalent a la variant 2 d’humans i té
associada la CpG47 en la regioé promotora. D’altra banda, el mMRNA corresponent a la variant 1
del Cplx2 va ser detectat també en ratoli (el fragment amplificat esta indicat en Fig. R14).
Aquestes dues variants van presentar perfils diversos en les diferents mostres: 'expressio de la
variant 1 es correlacionava amb l'estat de metilacié de la CpG87, mentre que I'expressio de la

variant 2 estava associada a la metilacié de la CpG47.

Py [ ] . T T -
i Fulld OO Eelbll 00000 ull BTN |

rarer e P i'l.ll-rﬂ n B | mrnie
Rt
ek v R T
Ldownar =, Bom Camflam
A 00 | P

CPLXD vanani 1
CPLC2 vananl 2

e e Eam
Piurist I 5 T4 Thil Fa Beds 'gIl: r-'I

Figura R14. Representacié de 'UCSC Genome Browser per la regi6 del gen Cplx2 en ratoli
(NCBI37/mm9). Les CpGi estan dibuixades en verd i les variants del CPLX2 huma també
estan representades. “Your Sequence from PCR Search” correspon al cDNA amplificat amb
els primers de la variant 1. Aquest producte coincideix amb diferents ESTs descrits. La “net
track” mostra que el cromosoma 5 d’humans, de color vermell, té elevada homologia amb
aquesta regio del genoma de ratoli.
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A més, cal tenir en compte que tot i que en ratoli no hi ha una CpGi descrita en la regio

promotora d’'SCTR, aquesta és rica en CpG.

Resultats
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Per tal de tenir una visid global de l'estat transcripcional d’aquestes regions es va analitzar
I'expressié genica en diferents teixits de ratoli sa (C57BL/6J). Tal i com s’observa en la Figura
R16, per la regié 1qE2.3 cada teixit presentava valors diferents en gens especifics, pero el
perfil d’expressidé de les regions era similar en la major part dels teixits, exceptuant els testicles

on els nivells eren més elevats al llarg de la regio.
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Figura R16. Expressioé génica en diferents teixits de ratolins sans al llarg de la regio6 1qE2.3.
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2.2.2 Perfils d’expressid i estat de metilacié del DNA.

L’analisi de la metilacio del DNA i I'expressié génica van confirmar patrons molt similars entre
humans i ratolins tant en teixit normal com en linies de cancer colorectal (les humanes HCTT16
i murines CT26). En colon de ratolins sans tots els gens analitzats es mantenien actius i
desmetilats, mentre que CT26 mostrava una disminucio global d’expressié en la major part dels
gens localitzats en aquestes regions i la hipermetilacié de determinades CpGi promotores (Fig.
R17.A-D i Apéndix 3.1 i 3.2). En 1qE2.3 la infraexpressio regional anava acompanyada d’'una
pérdua en H3K9ac, una modificacié d’histona directament correlacionada amb I'expressié
génica (Fig. R17.E-F).
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Figura R17. Valors d'expressié génica en la regid 1qE2.3 (A) i 13qB1(B). L’estat de
metilacié de les CpGi promotores de cada gen esta representada en C i D. Els quadrats
representen la CpGi promotora: en negre CpGi metilada, en blanc CpGi no metilada. L’estat
de metilacié de cada dinucledtid CpG esta representat en I'Apéndix 3.1. E. Expressio
relativa del promig de CT26 respecte el promig de teixits normals de colon en la regidé
1gE2.3. Els valors per cada mostra estan representats en I’Apéndix 3.2. F. Valors d’H3K9ac
en la regié 1qE2.3. Els gens del primer grup (poc actius) estan marcats amb * i els del tercer

grup (no CpGi) amb .
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Els gens englobats en aquestes regions podien ser classificats en tres grups diferents d’acord
als nivells d’expressié génica i I'estat de metilacié de la seva regié promotora. El primer grup
consistia en gens silenciats i amb la CpGi promotora hipermetilada en CT26, que estaven poc
expressats en teixit normal, gens poc actius: En1, Sctr, Inh-fs, Gli2 (1qE2.3), Hrh2, Cplix2
variant 2, Sncb i Drd1 (13gB1). El segon grup estava composat per gens amb CpGi promotora
desmetilada en teixits normals i tumorals i que s’expressaven a alts nivells en teixit normal perd
que la reduien en la linia de cancer colorectal, gens actius: Ddx18, Insig2, Ptpn4, Ralbb, Tsn
(19E2.3), Sfxn1, CplIx2 variant 1, Thoc3, Citb, Rnf44 i Tspan17 (13gB1). Un tercer grup incloia
els gens que no tenien CpGi promotora i estaven poc expressats o silenciats tant en mostres
normals com tumorals, gens sense CpGi: Marco (1qE2.3) i pcLKC (13qB1). Es important
destacar que aquesta classificacid es correspon a la que s’ha caracteritzat en teixits normals i
de cancer colorectal humans descrita en (Mayor et al., 2011). Aixi doncs, es confirma que el
comportament epigenétic de tota la regié en el model de ratoli és representatiu del que
observem en humans, fet que avala la conservacié evolutiva del bloc i el manteniment de la

funcionalitat de LRES en cancer.

2.2.3 Dominis bivalents de cromatina.

Com ja s’ha explicat a la introduccio (apartat 5), en els ultims anys diversos estudis han posat
de manifest que la major part dels gens que s’hipermetilen en cancer presenten dominis
bivalents en SC, és a dir presenten simultaniament marques de cromatina activa (H3K4me3) i
inactiva (H3K27me3). Els gens classificats com poc actius i sense CpGi (primer i tercer grup) es
caracteritzaven per la preséncia de la marca repressiva H3K27me3 i I'activa H3K4me3 en el
teixit de ratolins sans (colon i intesti prim, Fig. R18.A), pel que es consideraven bivalents.
D’altra banda, els gens actius (pertanyents al segon grup) només tenien marques d’histones
actives (H3K4me3 i H3K9ac) en les regions promotores i per tant no es consideraven bivalents,
fet que concordava amb I'abséncia d’hipermetilacié de la CpGi corresponent i el manteniment
de I'expressid génica malgrat que els seus nivells expressio estaven disminuits en la linia

tumoral.

Es important destacar que la deteccié per ChIP de dues marques sobre la mateixa regié no
demostra la coexisténcia, ja que es podria tractar de diferents poblacions cel-lulars amb perfils
epigenétics distints. Es per aixod, que es va verificar I'existéncia dels dominis bivalents en
l'intesti prim mitjancant reChIP. Els valors d’histones obtinguts estan representats en al Figura
R18.B, normalitzant respecte l'input de la segona immunoprecipitaci6. Per tal d’avaluar que la
cromatina obtinguda en la primera immunoprecipitacié s’havia eluit correctament i que la
segona immunoprecipitacié funcionava, en la segona immunoprecipitacié es van utilitzar els
anticossos contra H3 (control positiu) i IgG (control negatiu). Tal i com es pot apreciar en la
Figura R18.B, els valors obtinguts van ser superiors i més clars en els teixits immunoprecipitats

primer contra H3K27me3, enlloc d’H3K4me3. Tot i aix0, en totes les condicions es va poder
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confrmar la preséncia de dominis bivalents (H3K4me3+H3K27me3 en groc i
H3K27me3+H3K4me3 en taronja) en tots els gens analitzats, excepte en pcLKC, en que els

nivells de H3K27me3+H3K4me3 eren similars al control negatiu (H3K27me3+IgG).

Tot i que la major part d’aquests gens tenien la CpGi promotora hipermetilada en CT26, els
dominis bivalents es mantenien, és a dir, conservaven també la marca activa H3K4me3 (també
observat en HCT116). En la Figura R18.A s’observa que els nivells d’ambdues marques
d’histones eren inferiors als de teixit normal, fet que va dificultar la deteccid6 mitjangant el
protocol estandard de reChlP. Es per aixd, que els dominis bivalents en CT26 es van analitzar
realitzant reChIP amb beads magnetiques (Low Cell ChIP Kit). Els resultats obtinguts fent la
primera immunoprecipitacié contra H3K27me3 estan representats en la Figura R18.C, mentre
que no hi va haver deteccié immunoprecipitant primer contra la marca activa H3K4me3. En els
gens en els que s’havia descrit la preséncia de dominis bivalents en teixit normal (determinat
per ChlIP o reChlP), es va corroborar el manteniment d’aquests dominis bivalents
(H3K27me3+H3K4me3 en taronja) en CT26, excepte en Inh-fg que no va ser analitzat per falta

del material.

En conclusié, hem demostrat per primera vegada, que en ratoli gens que s’hipermetilen en
cancer de colon i que es localitzen dins de LRES presenten dominis bivalents en cél-lules

normals d’intesti prim i cél-lules canceroses.
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Figura R18. A. Valors d’'H3K4me3 i H3K27me3 en les regions promotores dels gens
pertanyents a la regié 1qE2.3 en intesti prim, colon i CT26. Les barres amb el contorn negre
indiquen les CpGi promotores hipermetilades. En gris s’indiquen els valors d’H3K27me3
considerats soroll. B. Resultats de reChlIP en teixit normal per diferents gens: En1, Inh-/£s,
Gli2 (19E2.3), Hrh2, Cplx2 variant 2, pcLKC i Sncb (13gB1). C. ReChIP en CT26 utilitzant
H3K27me3 en la primera immunoprecipitacio i beads magnetiques per tal de determinar els
dominis bivalents en les regions 192.3 i 13gB1. Els gens classificats com poc actius estan
marcats amb * i els que no tenen CpGi amb *. NA= no analitzat.
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2.2.4 Heterocromatinitzacié en la regié 1qE2.3.

A més d’H3K27me3 es van analitzar altres marques d’inactivacié (H3K9me2 i H3K9me3) en la
regié 1gE2.3 (Fig. R19.A-B). En la linia CT26 s’observa un guany d’H3K9me2 en els gens amb
la CpGi promotora metilada. D’altra banda els nivells es van mantenir elevats en Marco, que
estava silenciat tant en cél-lules normals com en CT26. Per ultim, els valors d’H3K9me3 també

es van incrementar en alguns dels gens que tenien el DNA hipermetilat: En1, Sctri Gli2.

La preséncia de H3K27me3, mostrada en [lapartat anterior, indica la participacié de
components del sistema Polycomb en el silenciament dels gens amb promotor metilat. Per
determinar la implicacié d’aquests complexes es van estudiar algunes proteines pertanyents als
diferents complexos Polycomb. Si bé es va observar un augment en EZH2 en els gens on hi
havia metilacié del DNA (Fig. R19.C), d’'altres proteines com BMI1 i RING (pertanyents al

PRC1) no es van poder detectar.

Aixi doncs, tal i com es podia esperar, la metilaci6 del DNA s’associava a un augment en
marques d’histona inactives com H3K9me2 i H3K9me3. Tot i que hi havia una disminucié dels
nivells d’'H3K27me3 en els gens amb la CpGi metilada, en aquests s’observa un augment

d’EZH2 i per tant una implicacié del sistema Polycomb.
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Figura R19. Marques d’histones inactives en la regi6 i 1gE2.3: H3K9me2 (A) i H3K9me3
(B). Els valors per EZH2 també estan representats (C). Les barres amb el contorn negre
indiquen els gens amb les CpGi promotores hipermetilades. L’area gris marca el nivell que

es considera soroll. Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no

tenen CpGi amb A.
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2.2.5 Barreres fisiques de la cromatina en la regié 1qE2.3.

Per tal d’estudiar la distribucié de barreres fisiques dins la regié es van analitzar els valors de
CTCF en colon i CT26. Es van estudiar alguns dels llocs d’'unié a CTCF de la regié 1qE2.3 que
estaven predits en base a analisis bioinformatics ((Kim et al., 2007) i Insulator Data Base
University of Tennesee Health Science Center). En la major part dels casos es va confirmar la
preséncia de CTCF (barres marrons, Fig. R20) en aquestes regions, que era superior al control
negatiu (IgG) i a les de les regions de control (no predites bioinformaticament com llocs d’unié
de CTCF,barres verdes).

Exceptuant la regid6 PRE 7752 i 7755, els nivells de CTCF eren més elevats en teixit normal
que en les cel-lules CT26. En PRE 7750 hi havia més CTCF en la regio control (barres verdes)
que en el lloc d’'unio predit (barres marrons), pero cal tenir en compte que el CTCF és només
hipotéticament absent en aquestes regions control. En el seu conjunt, aquests resultats
suggerien que el silenciament de la regié anava acompanyat d’'una pérdua de les barreres
fisiques de la cromatina. Tot i aix0, caldria determinar la quantitat global de CTCF en colon i

CT26 i caracteritzar els perfils de CTCF en tota la regié per poder extreure conclusions solides.
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Figura R20. Imatge de la regid 1qE2.3 en ratoli obtinguda de 'UCSC Genome Browser.
(NCBI37/mm09). La localitzacio dels CTCFBS predits estan anotats en “Your Sequence from
Blat Search”. Els resultats de ChIP en codlon i CT26 estan graficats, incloent els valors
controls. CTCFBS = llocs d’uni6 de CTCF.
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En resum, el silenciament de les regions 1qE2.3 i 13gB1 en la linia de cancer colorectal CT26
demostra que el LRES és un fenomen que també es produeix en cél-lules tumorals de ratoli.
Aquest silenciament presenta caracteristiques practicament idéntiques a les observades en la
linia de cancer colorectal humana HCT116. A més, s’ha demostrat de forma clara la preséncia
de dominis bivalent en els gens que es metilen en cancer i que aquesta bivaléncia ja esta
present en les cél-lules normals. Aquesta hipermetilaci6 del DNA s’associa a guanys en la
marca inactiva H3K9me3 i en EZH2. Finalment, s’ha detectat una correlacié positiva entre la
disminucié d’expressié i els nivells de CTCF en la regid, suggerint que el LRES també va

associat a la pérdua al menys parcial de les barreres fisiques de la cromatina.

2.3 Perfil epigenétic en la diferenciacié epitelial.

Per tal d’aprofundir en la caracteritzacio epigenética i funcional de les regions que patien LRES
es va considerar interessant estudiar I'estat de les regions durant la diferenciacio epitelial de
l'intesti prim. Amb aquest abordatge es pretenia entendre millor la regulacié i funcié de la regié i
els gens compresos en condicions normals, al mateix temps que es determinava el
comportament d’aquestes durant la diferenciacié, un procés que també esta alterat en la

progressio tumoral.

Aixi doncs, es va utilitzar una disgregacié mecanica i quimica per tal obtenir dues fraccions
cel-lulars enriquides en: cél-lules de la cripta de ratolins (contenen les cel-lules progenitores) i
les cél-lules del villi (cél-lules diferenciades). A més, es van estudiar les cel-lules que presenten
diferents nivells de diferenciacié al llarg de la cripta, seleccionant en base als nivells d’expressio
del marcador extracel-lular EphB2 mitjangant citometria de flux: cel-lules progenitores
(EphB2"®", high), en diferenciacio (EphB2™™™ medium; i EphB2°", low) i diferenciades
(EphB2™°%°™® negative).

En l'estudi de la metilacié per seqlenciaci6 amb bisulfit no s’observa cap canvi en CpGi
susceptibles a metilarse (d'acord amb les observacions fetes en linies cel-lulars), que
romangueren desmetilades en totes les mostres analitzades. La major part dels gens
expressats a alts nivells (gens actius) van tendir a estar menys expressats en villi (Fig. R21),
mentre que els poc actius i sense CpGi van restar invariables durant la diferenciacid,
exceptuant Cpix2 i pcLKC. Tal i com s’ha descrit préviament, hi ha dues variants descrites per
CpIx2 que presentaren un perfil d’expressio oposat al llarg de la diferenciacio: la variant 1
estava més expressada en cél-lules progenitores, mentre que la variant 2 (poc expressada)
estava infraexpressada en les cél-lules diferenciades. A més, el gen pcLKC, que codifica per
una protocadherina, estava silenciat en les cel-lules progenitores i augmentava la seva
expressio durant la diferenciacié. Aquestes dades obren la porta a hipotetitzar la participacié

d’aquests gens en el procés de diferenciacio.
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Figura R21. Expressi6é génica dels gens de la regié 1qE2.3 (A) i 13gB1 (C) en les cél-lules
diferenciades (villi) respecte les de la cripta. En els panells B i D, I'expressio de les cél-lules
diferenciades (negative) respecte les cél-lules en procés de diferenciacio (medium, low) i les
cél-lules progenitores (high). Els valors normalitzats per aquestes mostres i d’altres
fraccions obtingudes estan representats en I'’Apéndix 3.2. Els gens classificats com poc
actius estan marcats amb * i els que no tenen CpGi amb *. NA= no analitzat. ND= no
detectat.

Tal i com es mostra en la Figura R.22, els patrons de cromatina de les cél-lules de la cripta i les
del villi eren similars, alhora que reproduien el perfil observat en colon: els gens expressats
presentaven marques actives (H3K9ac i H3K4me2) i els gens poc expressats estaven
caracteritzats pels dominis bivalents en les regions promotores. Es pot observar que en alguns
gens, com el Ptpn4 i Thoc3, 'augment d’expressié descrit s’associava a un increment en
H3K4me2, com caldria esperar.
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Figura R22. Valors de ChIP per la fraccié de la cripta i el villien 1gE2.3 (A) i 13gB1 (B). Es
representen els valors obtinguts per H3K9ac, H3K4me2 i H3K27me3 respecte el total
d’Histona H3. En gris s’indiquen els valors de H3K27me3 considerats soroll. Els gens
classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no tenen CpGi amb *. NA=no

analitzat.

A més, es van analitzar les marques d’histones de la regié 13qB1 en cél-lules amb diferent grau
de diferenciacio dins la cripta. Tal i com es pot observar en la Figura R.23, el nivell de soroll del
ChlIP (valors IgG, control negatiu) era molt elevat degut al baix nombre de cél-lules que es van
utilitzar en I'assaig. Els valors d’H3K4me2 i H3K27me3 es van mantenir constants al llarg de la
diferenciacioé excepte en Cplx2 variant1, 'expressioé del qual disminuia i aix0d es traduia en una
pérdua d’'H3K4me2 i un augment d’'H3K27me3. A més, les cél-lules progenitores presentaven
un augment de marca inactiva H3K9me3 en Hrh2, Sncb i pcLKC, essent corresponent al perfil
d’expressi6 en pcLKC. Tot i que Cplx2 variant 2 estava més expressat en cél-lules

diferenciades, un augment en H3K9me3 es va observar en aquesta fraccié cel-lular.

Aixi doncs, els gens de les regions 1gE2.3 i 13gB1 no es regulen de forma coordinada durant la
diferenciacio intestinal, presentant canvis especifics, si bé els perfils d’expressio (definits en
base als tres grups de gens) es mantenen i els gens actius tendeixen disminuir I'expressio en
les cél-lules diferenciades. D’altra banda, Cplx2 variant 2 i pcLKC es sobreexpressen al llarg de
la diferenciacio. La major part dels canvis d’expressid van acompanyats de variacions en les

marques d’histones concordants amb els canvis d'activitat observats.
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Figura R23. Valors d’H3K4me2 (A), H3K27me3 (B) i H3K9me3 (C) pels gens de la regid
13gB1 en les diferents cél-lules de la cripta i villi. Els valors del control negatiu (IgG) estan
representats en color gris a I'esquerra del valor obtingut per la marca d’histona en cada
tipus cel lular. Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no tenen
CpGi amb *. NA=no analitzat.
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2.4 Perfil epigenétic en estadis inicials del procés tumoral.

El LRES és un mecanisme de silenciament associat a estadis avancgats de la progressio

tumoral. Per limitacions técniques i étiques obvies, és dificil estudiar I'estat de les regions

regulades mitjancant LRES en estadis inicials del progrés tumoral en humans, el que és

imprescindible per tal d’entendre la natura i les implicacions del procés. La conservacio

d’aquest mecanisme en ratoli facilita I'estudi en estadis primerencs. En concret, ens vam

centrar en analitzar els perfils epigenétics de les regions 1qE2.3 i 13gB1 en adenomes
min/+ .

macroscopics d’Apc i el corresponent teixit adjacent, alhora que s’analitzava l'intesti prim de

ratolins sans.

Les GpGi estaven desmetilades en els adenomes i el teixit adjacent, de forma similar al teixit sa
de ratoli (Apéndix 3.1). La major part dels gens estaven sobreexpressats en els adenomes, si
bé el fenomen no va ser general. (Fig. R24 i Apéndix 3.2). Els gens poc actius i sense CpGi
presentaven un patré variable d’expressio: Marco, En1 i Drd1 romanien poc expressats; Inh-fs
estava més expressat en adenomes; pcLKC es silenciava en adenomes; i Sctr, Gli2, CpIx2

variant 2, Hrh2 i Snch es mantenien poc expressats tot i que I'expressié variava en els diferents

adenomes.
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Diferents marques d’histones es van estudiar en les regions promotores dels gens mitjan¢ant
assajos d’'immunoprecipitacié de cromatina. Cal tenir en compte que es va realitzar ChIP de
teixits conservats en diferents condicions (teixit fresc, congelat a -80°C, conservat en OCT). En
I'Apéndix 3.3 es mostra ampliament els resultats obtinguts en les proves que es van fer per
comparar les diferents situacions experimentals, concloent que el més important alhora

d’interpretar els resultats de ChlP és que les diferents mostres s’hagin processat igual.

min/+

L’estat de la cromatina era similar en les mostres de ratolins Apc i ratolins sans, com es
mostra en la Figura R25 per la regié6 1qE2.3 (gens de la regié 13qB1 en Apendix 3.4). Es pot
observar que els gens classificats com actius tenien marques d’histona associades a activacio
(H3K9ac i H3K4me3) i els gens poc actius i sense CpGi presentaven dominis bivalents en les
regions promotores. En aquests gens la preséncia d’H3K27me3 anava acompanyada per la
deteccid d’EZH2, mantenint uns nivells constants de proteina en les diferents mostres. Els
nivells d’altres marques associades a repressié (H3K9me2/3) eren molt baixos al llarg de la

regid, com caldria esperar (valors no mostrats).
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Figura R25. Valors de ChlIP per la regié 1qE2.3 en intesti prim de ratolins sans i en teixit de
ratolins Apc"’i”/+: H3K9ac (A), H3K4me3 (B), H3K27me3 (C), EZH2 i IgG (D). En gris
s’indiquen els valors considerats soroll. Els gens classificats com poc actius estan marcats

amb * i els que no tenen CpGi amb A
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min/+

En resum, no es dona LRES en adenomes de ratoli Apc™"", sin6 que els gens tendeixen a
estar més expressats en aquestes mostres. Les marques d’histones de les regions promotores
i els nivells dEZH2 es mantenen constants en les diferents mostres, com també l'estat de
metilacié de les CpGi, que resten desmetilades. Aquest resultats indicarien que, en aquest
model en concret, el LRES no és un fenomen inicial i que més probablement es donaria en

fases més avangades.
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3. Activina B (Inh-Bg) en cancer intestinal.

El gen INH-Bg d’humans es localitza en la regié 2q14.2, regulada mitjangcant LRES en CRC.
Aquest gen junt amb INH-B, i INH-a, codifiquen per un grup de citoquines (Activines i Inhibines)
pertanyents a la familia TGF-B. En humans, I'INH-Bg té la CpGi promotora desmetilada en colon
normal i adenomes, mentre que esta hipermetilada en el 25% dels carcinomes colorectals. A
més, els pacients amb [I'INH-Bg hipermetilat en tumors presenten una supervivencia

significativament menor (Mayor et al., 2009).

En ratoli, el gen Inh-f5 s’expressava poc en colon i intesti prim de ratolins sans, mentre que es
silenciava totalment en CT26, tenint la CpGi promotora totalment metilada (Fig. R26.B), tal i
com s’observa en tumors colorectals avancats en humans. Tot i aix0, Inh-fz estava
sobreexpressat en adenomes de ratolins Apcm"’/ *. Aquest guany d’expressio es va detectar tant
per PCR a temps real (Fig. R26A) com en els arrays d’expressid. Analitzant I'estat d’expressié
de les altres dues isoformes de la familia es va observar que la isoforma Inh-« estava molt poc
expressada, suggerint que la major part d’'Inh-f, i Inh-fs estaven constituint Activines (Activina
A, Activina B i/o Activina AB) (veure Fig. i20).
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Figura R26. A. Expressio de les tres isoformes d'INH en mostres de ratoli (SI= intesti prim;
Adj= teixit adjacent a 'adenoma; Ade= adenoma). B. Els quadrats representen l'estat de
metilacié de la CpGi promotora d’'Inh-fSs: en negre CpGi metilada i en blanc CpGi no

metilada. L’estat de metilacié de cada dinucleotid CpG esta representat en I’Apéndix 3.1.

Aquests resultats junt amb les dades d’altres estudis en els que s’assenyala que el desequilibri
entre les diferents activines i inhibines pot resultar en alteracions de I'activitat cel-lular (apartat 6
d’introduccio), van promoure 'estudi d’aquestes citoquines i els receptors implicats en la seva
senyalitzacié tant en mostres murines com humanes. Aixi doncs, es va analitzar 'expressio i
metilacié de les isoformes en un panell de linies colorectals humanes (Fig. R27.C-D), observant
que INH-Bg estava silenciat en les linies cel-lulars més agressives (HCT116, HT29) perd

s'expressa en SW480, SKCO1 i CaCo2. A més, cal recordar que I'expressio de I'INH-Bg
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disminuia en la diferenciacié de les CaCo2 a cél-lules amb propietats d’enterocit (Fig. R10).
L’Activina B es va detectar en el sobrenedant de les cél-lules SW480, perd no en el total de
proteina cel-lular. En CaCo2 no es va detectar la proteina en el sobrenedant en concordanca

amb la baixa expressio del gen en aquesta linia cel-lular (Fig. R27.E).

A més, en les parelles de teixit normal-tumor humanes analitzades (Fig. R27.A) el gen INH-fBA
estava més expressat en les mostres tumorals, tal i com esta descrit (Takeno et al., 2008) i la
CpGi promotora de I'INH-Bg estava desmetilada en tumors, essent més expressada que en
mostres normals. Es va incloure placenta humana com a control positiu, ja que esta descrit que

ambdds isoformes s’expressen en aquest teixit.
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Figura R27. Expressiéo de les isoformes d’'INH en: (A) mostres humanes, el nombre
correspon al identificador de la parella normal-tumor; (C) linies cel-lulars humanes. La
metilacié del DNA de la CpGi promotora d’INH-Bg esta representada en, teixit d’huma (B) i
les linies cel-lulars humanes (D). Els quadrats representen I'estat de metilacié de la CpGi
promotora: en negre CpGi metilada, en gris parcialment metilada i en blanc CpGi no
metilada. E. Western blot contra Activina B en el sobrenedant de SW480 i CaCo2 (la

proteina recombinant, ActB, també es va incloure com a control positiu).
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L’expressio dels gens que constitueixen el complex receptor per la transduccié de senyal de les
Activines es va determinar en les mostres humanes i murines (Apéndix 4). Breument, els
patrons d’expressié eren similars en els diferents teixits de ratoli (intesti prim de ratoli sa i

min/+

adenomes d’Apc™""), mentre que I'expressio era variable per cada isoforma en cada parella
normal-tumor humana. Aquesta diversitat també es va observar en les linies cel-lulars, per
exemple la CpGi promotora d’ACRV2A estava metilada en HCT116 i DLD1 i tres de les cinc
isoformes dels receptors (Acrv1b, Acrvic i Acrv2a) estaven silenciats en la linia cel-lular murina

CT26.

Aquests resultats es poden interpretar com que I'Activina B podria dur a terme diferents
funcions en estadis inicials i avangats del procés tumoral. Per tal d’elucidar aquesta quiestio es
van realitzar estudis funcionals in vitro silenciant de forma transitoria el gen INH-Bg en les

cel-lules SW480. Aquest silenciament es va validar a nivell d’'RNA i proteina (Fig. R28).
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Figura R28. El silenciament transitori d'INH-Bg es va confirmar a nivell d'RNA (A) i
proteina: el gel d’acrilamida es va utilitzar com a control de carrega (B) del western blot
contra Activina B (C). Com a controls negatius de la transfeccié es van incloure: cél-lules no
transfectades, cél-lules transfectades només amb lipofectamina i cél-lules transfectades
amb el siRNA universal.

L’activitat cel-lular es va determinar mitjangant I'assaig MTT i XTT en cél-lules SW480
neutralitzant I'Activina B secretada per la cél-lula amb un anticos especific contra aquesta o
addicionant la proteina recombinant. L’assaig també es va dur a terme en SW480 amb I'INH-fg
silenciat de forma transitoria. L’activitat cel-lular es va mantenir constant en totes aquestes
condicions experimentals, tal i com es pot observar en la Figura R29 per les SW480 amb I'INH-

Bg silenciat.
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Figura R29. Assajos XTT realitzats a les 24, 48 i 72 hores després de
transfectar I'siRNA control i I'siRNA contra INH-Bg.

Per tal d'estudiar el paper d'INH-Bg en la migracié cel-lular, es va realitzar un assaig de
migracié en SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitoria i cél-lules transfectades amb el
siRNA universal (control negatiu). Igual que en l'assaig anterior, també es va neutralitzar
I’Activina B mitjangant I'addicié d’anticos contra aquesta proteina en el medi. En la Figura R30
s’observa que les ceél-lules SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitoria tendeixen a
migrar menys que les cél-lules control, perd aquest resultat no és significatiu i caldria fer més

estudis per determinar la consisténcia d'aquesta observacio.

universal siRNA INH-Bg siRNA

Figura R30. Assaig de migracié. 24 hores després d’afegir el siRNA

(universal i contra INH-Bg) es va fer la “ferida” i es fotografia I'area oberta a

les Oh i 21h seguents.
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La capacitat d’'invasio de les SW480 amb I'INH-Bg silenciat de forma transitoria i cel-lules
transfectades amb el siRNA universal es va determinar mitjangant la BD Biocoat Matrigel
Invasion Chamber (Fig. R31). Tot i que les cél-lules silenciades tendien a ser menys invasives,
aquest resultat no era reproduible en tots els experiments, per la qual cosa, amb aquestes

dades, no es pot concloure si el silenciament d’INH-Bg té efectes sobre l'invasivitat.
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Figura R31. Assaig d’invasié en matrigel A. Mitjana de les cél-lules contades en 4 camps
del transwell. B. Nombre de cél-lules silenciades respecte cel-lules control (s’ha considerat
el nombre total de cél-lules en el transwell).

En resum, I'expressié diferencial en mostres tumorals suggereix que I'Activina B pot realitzar
diferents funcions al llarg de la progressié tumoral. No obstant, en el model utilitzat (linia
cellular de cancer colorectal SW480) no ha estat possible demostrar de forma evident quins
son els possibles efectes sobre la viabilitat cel-lular i la invasivitat. Altres estudis funcionals sén
necessaris per tal de determinar el rol de I'Activina B en el cancer colorectal, com per exemple
analisis d’adhesié o experiments en condicions d’hipoxia i la utilitzacié de diferents linies i
models representatius dels diferents perfils moleculars que s’observen en els tumors de

pacients.
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Discussio

1. Canvis de metilacié a escala genomica.

1.1 AIMS-Seq: questions técniques.

La metilacio del DNA és la primera marca epigenética descrita i una de les més estudiades, fet
que ha comportat el desenvolupament d’'una gran varietat de técniques pel seu estudi a escala
global (revisat en (Jorda and Peinado, 2010; Laird, 2010)). L’eleccié de la técnica esta

condicionada pel tipus de mostra analitzada i la finalitat del projecte a desenvolupar.

En aquest treball s’utilitza I'AIMS-Seq per tal de determinar els canvis que es produeixen durant
la diferenciacio de l'intesti prim normal i en estadis primerencs de la turmorigenesi. El fet d’estar
realitzant un treball exploratori ens va fer decantar per I'is de la sequienciacié massiva enlloc

de la hibridacié en microarrays comercials o dissenyats especificament.

A més, degut a la naturalesa de les mostres, els resultats podien presentar molts paral-lelismes
als descrits en els estudis de metilacio en teixits sans (Irizarry et al., 2009). Per tant, I'is dels
enzims de restriccid enlloc de métodes d’enriquiment, com és el MeDip, permetia obtenir

informacié de CpGi amb baixes densitats CpG, aixi com, de les regions CpGi shores.

Tot i que ens vam centrar en I'estudi de les regions associades a CpGi promotores, 'AIMS-Seq
permet analitzar un gran nombre d’elements repetitius (en termes absoluts) de forma individual,
fet que és més complex si es treballa amb técniques basades en la transformacié quimica amb
bisulfit. A més, I'analisi amb sequenciacié shotgun de DNA tractat amb bisulfit requereix un cost
elevat si es vol tenir una bona resolucié. Aixi doncs, encara que en el present treball no s'ha
aprofundit en I'estudi de variacions de metilacié en les regions repetitives, aquest és un tema
de gran interés en el nostre grup i I'exploracié d'aquestes dades esta garantida en un futur

proper.

Hi ha diferents enzims sensibles a metilacié que poden ser utilitzats per tal de realitzar els
estudis a escala gendmica. S’empra I'Smal i el seu neosquisomer Xmal per aconseguir una
reduccié de la complexitat de la mostra i facilitar I'analisi, encara que també es podria haver
plantejat I's de Hpall (CC*GG) i el seu isosquisomer Msel, obtenint aixi amplicons més petits

degut a que la diana de restriccié és més recurrent.

Fins ara s’ha demostrat 'adequacié de I'AIMS-Seq per tal d’estudiar les variacions en la
metilacido del DNA en aquestes mostres, perd cal tenir en compte que presenta una série de
limitacions. Primer de tot, el DNA de partida ha d’estar integre i tenir bona qualitat, fet controlat
en les analisis realitzades. Després, 'amplificacio dels fragments digerits mitjangant PCR limita
'analisi a amplicons iguals o inferiors a 2Kb. A més, els amplicons Xmal-Xmal generats
presenten diferents densitats de CpGs i aixd0 comporta un biaix en I'amplificacié per PCR i en la
seqlienciacié massiva, ja que s’ha descrit que la baixa densitat de CpG en fragments 1Kb-2Kb
es relaciona amb una baixa cobertura (Robinson et al., 2010), i a l'inversa. Aquests factors fan

que es pugui comparar el nombre de reads d’'un amplicé en dues mostres diferents perd no es
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pugui utilitzar el nombre total de reads de dos amplicons diferents i extreure conclusions
referent al grau de metilacié absolut. Es més, el fet que un amplicé no tingui cap read no
significa que la diana estigui desmetilada, la manca de reads pot ser deguda a la baixa
eficiencia de la PCR del fragment en concret i/o la baixa mapabilitat de la sequéencia, entre
d’altres factors. Aixi doncs, 'AIMS-Seq informa sobre les variacions de metilacié per cada

amplicé entre les mostres comparades.

Una altre factor important és I'elevada sensibilitat de I'AIMS a I'hora de detectar sequéncies
metilades. En (Frigola et al., 2002) es va testar la capacitat de deteccié d’hipermetilacions
tumorals fent un banc de dilucions de la mostra tumoral i es conclogué que la técnica era capag
de detectar sequéncies hipermetilades en <1% de cél-lules, sent la resposta proporcional al
factor de dilucié. Aquesta sensibilitat es manté en AIMS-Seq i a més, la comparacié de mostres
amb nivells de metilacié baixos i similars, fa que petits canvis de metilacié representin un gran
augment en el nombre de reads. L'elevada sensibilitat s'ha de tenir en compte al validar i
interpretar els resultats. Aixi, les mostres d’intesti prim i cbdlon eren mostres heterogénies
provinents de diferents individus, perd la variabilitat en 'AIMS-Seq de les mostres d’intesti prim
era més elevada que les mostres de colon, que es processaren alhora. En el cas de l'intesti
prim cal tenir en compte que una de les mostres es fragmenta amb un metode diferent alhora
d’obtenir la llibreria i en les altres dues mostres aquest procediment es dugué a terme en
diferents moments per diferents persones. D’altra banda, en I'apartat de resultats es mostra
clarament que només es poden comparar aquelles mostres que s’han processat partint de la
mateixa quantitat de DNA, malgrat haver escalat les reaccions de restriccié i amplificacié.

Aquestes variacions en el procediment limiten I'analisi i interpretacio dels resultats.

S’ha descrit en publicacions anteriors per AIMS (Frigola et al., 2002; Paz et al., 2003; Sadikovic
et al., 2004) i en dades obtingudes pel grup utilitzant AIMS-Seq (no publicades), que aquesta
és una metodologia robusta alhora d’estudiar les alteracions de metilacié del DNA en mostres
normal-tumor, a on el nombre de canvis és gran i molts d'aquests son hipermetilacions
extremes (de 0 a 100%). Els resultats obtinguts en I'analisi de les mostres de diferenciacio i els
estadis inicials de tumorigénesi confirmen la seva aplicabilitat, perd en aquest tipus de mostres,
donat que hi ha pocs canvis i la majoria impliquen variacions petites en el nivell de metilacio,
s’emfatitza la necessitat d’'un disseny experimental molt curds, processant les mostres
conjuntament (sobretot en la obtencid de la llibreria per la sequenciacid) i treballant amb

duplicats o triplicats.
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1.2Heterogeneitat de les mostres analitzades.

Com hem comentat, al treballar amb teixit, 'heterogeneitat cel-lular de la mostra és un factor a
tenir en compte, ja que la preséncia de diferents tipus cel-lulars pot emmascarar diferéncies o
atribuir variacions que son especifiques d'una subpoblacié minoritaria de cél-lules i que poden
no representar la poblacié que es vol estudiar. Les cél-lules progenitores de la cripta intestinal
(EphBZhigh) i les cél-lules diferenciades localitzades en la zona superior de la cripta
(EphB2™%"®) analitzades estaven exemptes d’aquesta problematica, ja que ambdues
poblacions s’obtingueren mitjangant citometria de flux pel marcador extracel-lular EphB2. En
aquest cas el fet de treballar amb cél-lules provinents de diferents animals fa que les variacions

observades siguin degudes al procés de diferenciacié i no a l'individu.

D’altra banda, les mostres d’intesti prim i cdlon d’animals sans, aixi com les mostres de ratolins

min/+

Apc™"" no s’enriquiren per cap tipus cel-lular, fet que cal tenir en compte a I'’hora d’analitzar els
resultats obtinguts en I'estudi de la metilacié del DNA i I'expressio global. En el cas dels ratolins
Apc™™* les variacions en la metilacié del DNA es determinaren mitjangant I'analisi de dades
aparellades (teixit adjacent-adenoma de cada ratoli). Aixo, junt amb el fet que els dos ratolins
pertanyien a la mateixa camada, permet associar les variacions observades a I'estat tumoral i

no al fons geneétic i variacions inter-individuals.

En lestudi s’inclogué la linia cel-lular de cancer colorectal CT26 com a referéncia d’estadis
avangats de carcinogénesis murina, malgrat s’ha descrit que els tumors que genera aquesta
linia sbn mesenquimals (Huber et al., 2010). A més a més, hi ha dos factors addicionals que
condicionen la comparacié d’un teixit amb una linia cel-lular: la qualitat del DNA i RNA és
inferior quan s’obté del teixit; i el teixit €s molt més heterogeni que la linia cel-lular (Auman and
McLeod, 2010), fet accentuat en CT26, ja que és una linia cel-lular clonica. Aixi doncs, els
resultats de les comparacions realitzades amb CT26 s'han de considerar com a orientatius de
les alteracions que es produeixen en estadis avangats de la progressié tumoral. Incloure una
mostra amb un perfil epigenétic molt diferent va ser atil a I'hora d’avaluar el correcte

funcionament de 'AIMS-Seq.
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1.3 Guanys de metilacié durant la diferenciacié d’intesti prim i
la tumorigénesi.

Durant la diferenciacio intestinal es detectaren guanys de metilacié en algunes CpGi i sobretot
en les regions CpGi shore de gens relacionats amb la diferenciacio i la regulacié de I'expressio
génica. Canvis de metilaci6 en aquestes regions han estat descrits per Feinberg i
col-laboradors durant la diferenciacié de diferents fibroblasts parentals a les corresponent SC
pluripotents induides (Doi et al., 2009). El guany de metilacié6 en CpGi promotores també es
descrigué en la diferenciacié de cél-lules progenitores neuronals a cél-lules piramidals (Mohn et
al., 2008), de forma similar al que hem observat durant la diferenciacié en la cripta de l'intesti

prim (36 CpGi de les quals 31 son promotores).

Tot i aix0, els canvis de metilacio observats en la diferenciacié de l'intesti involucraven un petit
percentatge de cel-lules, questionant la implicacié funcional d’aquesta hipermetilacié. Un 78%
dels gens amb tendéncia a la hipermetilacié no s'expressaven, el que suggereix que el lleuger
increment de metilacié no és el mecanisme silenciador si no una tendéncia en gens silenciats,
essent alguns d’ells gens especifics de cél-lules progenitores de la cripta. El fet que gens
sobreexpressats en cancer tendeixin a hipermetilar-se en cél-lules diferenciades, és un
exemple meés de les similituds entre cél-lules tumorals i progenitores, ja que aquestes ultimes
no tenen silenciats mitjangant metilacié gens importants per la progressié tumoral. Cal
destacar, perd, que un 32,9% dels amplicons hipermetilats en cél-lules diferenciades també ho
estaven en CT26 respecte colon, suggerint que si aquesta metilacié succeis en cél-lules amb
propietats de pluripoténcia (cél-lules progenitores de la cripta), aquestes podrien desenvolupar

un fenotip tumoral.

S’ha descrit en diferents treballs que la hipermetilacié del DNA esta associada a la preséncia
de marques d’histones inactives en cél-lules pluripotents progenitores (Rada-Iglesias et al.,
2009; Schlesinger et al., 2007). Malgrat la major part dels gens hipermetilats en la diferenciacio
presentin marques actives de cromatina en SC embrionaries, caldria analitzar les marques
d’histones en les cél-lules progenitores de la cripta per tal de determinar si la metilacié ve
guiada per la preséncia modificacions d’histones especifiques (dominis bivalents o H3K27me3)

o esdevé de forma estocastica.

A més dels treballs que assenyalen la cél-lula progenitora de la cripta com la causant del
procés tumoral (Barker et al., 2009), estudis realitzats per Batlle i col-laboradors descriuen que
els tumors colorectals mantenen I'organitzacio en criptes observada en teixit sa (Merlos-Suarez
et al.,, 2011). Els adenomes analitzats eren heterogenis perd van presentar un patrd
d’hipermetilacié en regions CpGi promotores similar al de les cél-lules diferenciades respecte
les progenitores. Aixd podria ser degut a que: part de les cél-lules descendents de les SC
canceroses han adquirit la metilacié durant les diferents divisions sofertes (similar al que s’ha
descrit durant la diferenciacid); o bé, és una poblacié descendent d’'una SC cancerosa que ha

adquirit aquest perfil aberrant de metilacié. Finalment, el fet que el 33% de les hipermetilacions
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també s’observessin en CT26 i en molts casos amb un grau de metilaci6 molt elevat, és
compatible amb la idea que és el manteniment del silenciament i un elevat nombre de divisions

cel-lulars el que determina els nivells de metilacio.

Malgrat I'estat de metilacié dels adenomes i cél-lules diferenciades era molt similar en les
regions de les CpGi, els dendrogrames agrupaven conjuntament les mostres de l'intesti sa en
una branca allunyada dels adenomes, aquestes diferéncies es traduiren en hipometilacions de
'adenoma en elements repetitius i regions no associades a cap dels elements gendmics
analitzats. Aquestes diferencies podien ser degudes al procés tumoral (Weisenberger et al.,
2005) o al fet de comparar diferents animals (Fraga et al.,, 2005). Val a dir que algunes
d’aquestes hipometilacions observades en adenomes respecte diferenciades també es

descrigueren en CT26 respecte colon: 19% de les hipometilacions en seqliencies repetitives.

Tot i que l'estudi de les CpGi discretes pot aportar molta informacié sobre la implicacié del
silenciament de gens especifics durant el procés de diferenciacid, determinar els canvis
observats a nivell regional pot tenir més rellevancia funcional. Els estudis realitzat per Feinberg
i col-laboradors (Hansen et al., 2011), han descrit 2.871 blocs hipermetilats en CRC huma de
9Kb de mitja, determinats mitjangcant moving windows. L'AIMS-Seq doéna informacié sobre
'estat de metilacié al llarg del genoma (encara que de forma discontinua, dianes Xmal en
amplicons de fins a 2Kb), fet que va promoure la determinacié dels blocs mitjangant el soffware
dissenyat per la deteccié de CGHs. Els resultats obtinguts mostraren la preséncia de dominis
hipermetilats que eren variables a nivell de grandaria, nombre de gens i CpGi. Malgrat
aquestes regions presentaven gens funcionalment interessants cal validar la preséncia i

extensio d’aquests blocs abans d'aprofundir en el seu estudi.

A escala global, el treball realitzat ens indica que els canvis de metilacié al llarg de la
diferenciacié de les cél-lules epitelials de l'intesti prim sén de baixa intensitat o es donen en una
petita subfraccioé de cél-lules. A continuacié cal verificar si aquestes hipermetilacions tenen una
repercussio funcional directa (tant a nivell de totes les cel-lues com si només afecten una
subpoblacié cel-lular) o son conseqiéncia d’'un procés d’'estabilitzacié irreversible de la
cromatina en una estat de silenciament génic durant la diferenciacié. La identitat dels gens
afectats és consistent amb la hipotesi de que els gens que es silencien en el procés de
diferenciacié també tenen funcions antitumorals. La seva inactivacié en cél-lules diferenciades
respon a l'estat terminal d’aquestes que implica el cessament de processos proliferatius i

d’altres que sén comuns de cél-lules pluripotents i tumorals.
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1.4 Estadis inicials de la tumorigénesi: metilacié del DNA i
expressidé génica diferencials.

Per tal d’estudiar regions diferencialment metilades en estadis inicials de la tumorigénesi

min/+

s’estudiaren l'intesti de ratolins sans i ratolins Apc™" ", incloent la linia cel-lular CT26. Tal i com
s’ha comentat a l'inici de la discussio, les répliques d’AIMS-Seq de lintesti prim eren molt
variables, fet que va fer centrar-nos en els canvis de metilacié que succeien en els adenomes

min/+

macroscopics de ratolins Apc respecte el seu teixit adjacent. En aquest cas s’observa la
hipermetilacié en regions promotores associades a una CpGi, perd aquest augment no es
tradui en canvis d’expressio génica, malgrat el 63% dels gens analitzats per microarrays
s’expressaven en aquests teixits. També es determina, que els gens relacionats amb el
desenvolupament presentaven un increment de metilaci6 en adenomes alhora que estaven
hipermetilats en CT26 respecte colon. Aixo indica la importancia de la regulacié d’aquestes vies
en la progressié tumoral, que majoritariament estaven silenciades o poc expressades en els
teixits analitzats. A més, s’observa I'associacié de la hipermetilacié en adenomes amb zones
promotores de gens relacionats amb la regulacio transcripcional, que esta alterada en el procés
tumoral. Cal destacar que a nivell regional es va observar una correlacié entre els dominis
hipometilats en CT26 i els blocs descrits per Feinberg i col-laboradors en CRC (Hansen et al.,
2011), observant un enriquiment en senyalitzacié cel-lular i remodelaci6 de la matriu,

respectivament.

A nivell d’expressié génica, els adenomes es caracteritzaren per la sobreexpressié de gens
relacionats amb la migracié i la quimiotaxis, la desregulacié dels quals esta associada amb la
capacitat metastatica i invasiva del tumor (Bissell and Radisky, 2001; Koizumi et al., 2007).
D’altra banda s’observa un silenciament de GPX6 i GPX5 en adenomes, sent ambdues
proteines encarregades de detoxificar el peroxid d’hidrogen (via de la glutatié peroxidasa).
Aquesta familia de proteines pot desenvolupar funcions de proteccié o patogénics i s’ha descrit
la seva implicacié en la resisténcia a drogues quimioterapéutiques en CRC, entre d’altres
cancers (revisat en (Balendiran et al., 2004)). El fet que estiguessin infraexpressats en
adenomes podia ser degut a que aquests tumors eren benignes i no havien adquirit totes les
propietats necessaries per dur a terme la progressié tumoral, entre aquestes podria estar la

capacitat de detoxificacio per augmentar la supervivencia cel-lular.

En I'analisi d’expressio global no es detectaren canvis significatius entre I'intesti prim del ratoli

min/+

sa i el del ratoli Apc (teixit adjacent). Malgrat aix0, cal destacar que si que es van trobar
variacions petites (-1,2<logFC<1,2) i, a més, eren variables entre individus (FDR>0,01). D’altra
banda, les variacions d’expressié eren més grans entre intesti prim i adenomes macroscopics
que entre adenomes i el seu teixit adjacent. El fet que els gens diferencialment expressats en
adenomes respecte intesti prim tinguessin perfils d’expressié heterogenis en les mostres i
aquests presentessin diferent enriquiment funcional fa dificil la comparacio i interpretacié dels

resultats.
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Tot i aix0, és important destacar que els gens que es sobreexpressaven en adenomes respecte
el teixit normal, mantenien un enriquiment en processos bioldgics relacionats amb quimiotaxis,
citoquines i anigiogénesi, de forma similar a I'enriquiment observat en adenomes respecte el
seu teixit adjacent. D’altra banda s’observa una sobreexpressié en gens relacionats amb la via
de senyalitzaci6 Wnt i I'orientacié axonal, fet que no es detectava al comparar amb el teixit

min/+

adjacent, degut possiblement a que el ratoli Apc tenia alterada per se aquesta via de

senyalitzacié i, com a consequéncia, la ordenacié axial també es veia afectada. Malgrat els
diferents treballs que han estudiat alteracions d’expressié génica en adenomes Apc’"’"'/+
(Sabates-Bellver et al., 2007; Segditsas et al., 2008; Van der Flier et al., 2007) presenten poc
sol-lapament en els gens diferencialment expressats (20% en alguns casos), tots ells han

reportat alteracions en els mateixos processos bioldgics descrits també en aquest treball.

min/+

Les analisis de metilacio i expressio global en mostres de ratolins Apc també destaquen el
paper la metilacié del DNA en la regulacié dels gens implicats en el desenvolupament. A més,
suggereixen que l'alteracié de gens relacionats amb la migracid, I'angiogenesi, la quimiotaxis i
la senyalitzacio via citoquines son les encarregades d’iniciar el procés tumoral. L’adquisicié de
fenotips malignes manté relacié amb l'alteracié d’aquests processos bioldgics perd variacions

en altres gens sén necessaries per tal d’'obtenir la capacitat d’'invasié i metastasi.
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2. Silenciament epigeneétic regional de gran abast.

2.1 Regulacié de dominis cromosomics en diferenciacié
cel-lular i carcinogénesi: el cas de LRES.

Com hem descrit ampliament en la introduccié (apartat 4.1) el LRES és un mecanisme de
silenciament epigenétic identificat primerament en CRC (Frigola et al., 2006), observat en altres
tumors i caracteritzat a escala global en cancer de prostata (Coolen et al., 2010). Una de les
principals limitacions alhora d’estudiar la dinamica del LRES en cancer colorectal és la manca
de models in vitro de teixit normal de colon. Tot i que recentment s’ha descrit un protocol de
cultiu de criptes de codlon partint de cel-lules progenitores humanes (Jung et al., 2011a), els
requeriments técnics i I'elevat cost limiten la seva aplicacié i I'Us per determinats estudis. D’altra
banda, la diferenciaci6 i polaritzacié de les cél-lules d’adenocarcinoma colorectal CaCo2 és un
model in vitro que permet estudiar les regions silenciades mitjangcant LRES en cél-lules
canceroses, en cél-lules amb propietats d’enterdcits i en estadis entremitjos d’aquest procés de
diferenciacio (Saaf et al., 2007).

Durant la diferenciacié en confluéncia de Caco2 a enterdcit s’observa un guany d’expressié
geénica en la regié 2q14.2 acompanyat per un augment d’H3K9ac en els promotors dels gens i
un augment de CTCF en regions intergéniques. Aquesta reorganitzaci6 de la cromatina
adquirint un estat més actiu no comporta la desmetilacié del DNA en les CpGi promotores.
L’increment en I'expressio génica i el manteniment de la metilacio de les CpGi s’observa també
en les CaCo2 diferenciades per l'efecte de l'acid butiric. Aquests canvis es mantingueren
estables quan les cel-lules diferenciades es cultivaren en abséncia d’aquest inhibidor de
deacetilases. Aixi doncs, el LRES es reverteix de forma parcial durant la diferenciacié de
CaCo2, el que fa pensar, que en aquestes cél-lules I'estat repressiu es manté de forma activa i

que encara és possible recuperar I'expressio d'alguns dels gens en condicions apropiades.

Tal i com s’havia descrit en I'estudi de cancer de prostata (Coolen et al., 2010), les variacions
en I'expressio genica presentaren una correlacié directa amb els nivells d’'H3K9ac. A més, els
canvis en els nivells de CTCF suggereixen que el silenciament mitjangcant LRES va
acompanyat per la pérdua de les barreres fisiques, que promourien la regulacié conjunta de
gens contigus. Aquest fet ja s’ha descrit anteriorment en una altre regié silenciada mitjangant
LRES, observant que els co-tractaments amb inhibidors de DNA metiltransferases i
deacetilases promouen la pérdua de les barreres facilitant la propagacié de la marca
H3K27me3 al llarg de la regié (Rodriguez et al., 2008). Aquestes observacions son
consequients amb el paper de CTCF com un barrera entre dos estats diferents de la cromatina
(Cuddapah et al., 2009). Daltra banda, s’ha descrit ampliament I'elevada promiscuitat
d’interaccié de CTCF amb d'altres factors (revisat Zlatanova and Caiafa, 2009), els nivells dels
quals podrien disminuir degut a la pérdua de CTCF, col-laborant en I'establiment del LRES. En

qualsevol cas queda per demostrar si aquests canvis de CTCF sén globals (afectant multiples
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regions del genoma) o es donen de forma particular en determinades zones, el que implicaria la

participacié de mecanismes a nivell local regulant I'estructura de la cromatina.

En cancer de prostata s’ha descrit que la major part de les regions de LRES estan localitzades
en eucromatina (bandes R en tinci6 amb Giemsa, Coolen et al., 2010), suggerint que les
regions, malgrat estar silenciades, no es reubiquen en zones d’heterocromatina. De forma
similar Baylin i col-laboradors (Easwaran et al., 2010) van mostrar que la desmetilacié de
regions silenciades per LRES en cél-lules canceroses no comporta un canvi en la localitzacio
dins els compartiments de cromatina. Tenint en compte aquests treballs, és probable que la
pérdua de les barreres fisiques associada al LRES comporti alteracions en I'accessibilitat de la
regid a les factories de transcripcié (Osborne et al., 2004), modificant les interaccions o la
proximitat a determinades regions de cromatina, perd sense comportar canvis profunds de

I'organitzacié nuclear.

Cal mencionar un resultat inesperat: en les ceél-lules diferenciades el gen SCTR es
reexpressava malgrat tenir la CpGi promotora totalment metilada. Es podria hipotetitzar que
enlloc de 5mC sigui 5ShmC, perd tenint en compte que als 40 dies la CpGi seguia totalment
metilada i que la 5hmC s’ha identificat com un estadi intermedi de desmetilacié del DNA
(Tahiliani et al., 2009), aquesta explicacié no sembla molt probable. D’altra banda, un fenomen
similar s’ha descrit en cél-lules tractades amb inhibidors de deacetilases (Raynal et al., 2012),
on les diferents drogues fan que la cromatina adquireixi un estat actiu, els gens s’expressin i el
manteniment de la metilacié del DNA actui com a memoria del silenciament, que es recupera
14 dies després del tractament. De forma similar, en les cél-lules diferenciades 'activacié de la
cromatina en SCTR preval a la metilacié del DNA. Finalment es podria plantejar la participacio

d'altres regions alternatives (CpGi o d’altres) en la regulacié de I'expressié de SCTR.

2.2 El ratoli, un model per I'estudi de LRES en cancer.

La dificultat de I'estudi del LRES en mostres humanes va promoure I'is del ratoli com a model.
S’ha descrit en treballs anteriors del nostre grup que les cél-lules HCT116 presenten perfils de
silenciament similars als dels carcinomes colorectals en les regions cromosomiques 2q14.2 i
5935.2 (Frigola et al., 2006; Rodriguez et al., 2008). En aquestes cel-lules, les regions
regulades per LRES es caracteritzen per la disminucié global de I'expressio i la hipermetilacio
de CpGi associades a gens poc expressats que presenten dominis bivalents (H3K4me3 i
H3K27me3) (Mayor et al., 2009; Rodriguez et al., 2008). Aquests mateixos gens també
presenten dominis bivalents en SC embrionaries (Pan et al., 2007; Zhao et al., 2007). En ratoli,
es constata la conservaci6 del LRES com a mecanisme de silenciament de les regions
ortdlogues en la linia de cancer colorectal CT26, ja que el perfil epigenétic (metilacié del DNA i
modificacions d’histones) i I'expressié génica del teixit de colon sa eren similars en ambdues

especies, aixi com en les linies cel-lulars de cancer colorectal HCT116 i CT26.
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A més, I'is del ratoli va permetre analitzar mitjangant reChlIP la preséncia de dominis bivalents
en teixit normal en els gens poc expressats de la regid, corroborant aixi el manteniment dels
dominis que s’havien descrit en ESC mitjangant ChIP (Mikkelsen et al., 2007). De igual manera,
es va confirma la conservacié d’aquets dominis bivalents en linies cel-lulars tumorals, malgrat
presentar metilacié de la regié promotora del DNA. Diferents treballs han descrit la resolucié
dels dominis bivalents durant el procés de diferenciacié (Meissner et al., 2008; Mohn et al.,
2008) o la progressio tumoral (lliou et al., 2011) associant la hipermetilaci6 del DNA amb la
pérdua de la marca activa. En aquest cas, es va confirmar que la deteccié de dominis bivalents
no era deguda a la preséncia de dues poblacions cel-lulars diferents, i que quan les CpGi estan
metilades els nivells de marca activa i inactiva disminuien respecte el teixit normal, perd es

mantenia la bivaléncia.

La hipermetilacié del DNA també s’associa a un augment en els nivells de H3K9me2, tal i com
s’ha descrit ampliament en la bilbiografia (Fahrner et al., 2002; Kondo et al., 2003; Weng et al.,
2009). A més hi hagué un increment en els nivells d’EZH2, malgrat els nivells d’H3K27me3 van
disminuir en els gens metilats. S’ha descrit que els nivells globals de H3K27me3 sén inferiors
en diferents tumors (Wei et al., 2008), fet que podria explicar la contradiccié observada en
CT26 (perdua H3K27me3, guany de EZH2), pero caldria corroborar-ho determinant els nivells
globals d’'H3K27me3 en ambdues mostres. D’altra banda 'augment d’EZH2 podria ser el
causant del reclutament de les DNMTs que hipermetilarien les CpGi promotores dels gens (Vire
et al., 2006).

Aixi doncs, podem concloure que el LRES és una alteracié que també es produeix en tumors
de ratolins. Aquest silenciament presenta les mateixes caracteristiques descrites en LRES per
les cél-lules canceroses humanes a nivell de perfils de marques d'histones (Coolen et al., 2010;
Rodriguez et al., 2008), i va acompanyat per la disminucié de CTCF, de forma similar a la
situacié observada durant la diferenciacié de CaCo2, el que suggereix un cert paralel-lisme

entre els procesos de transformacié i diferenciacio cel-lular.

2.3 Implicacions del LRES en diferenciacio intestinal i estadis
inicials de la carcinogénesi.

Un altra limitacié per la comprensié del LRES és determinar la regulacié d'aquests gens en
fases incicials de la tumorigénsi i si el fenomen de LRES ja es manisfesta en aquestes etapes.

min/+

Els ratolins Apc han estat una bona eina per estudiar la progressio tumoral i els processos
moleculars associats (Halberg et al., 2009; Sakatani et al., 2005; Samuel et al., 2009; Sodir et
al., 2006, per exemple). Es determina el pefil epigenétic de les regions silenciades per LRES en

min/+

CRC en adenomes de ratolins Apc™, mostrant que en aquestes regions no hi havia un
infraexpressié génica, ans al contrari, s’observa una tendéncia a la sobreexpressio. Tenint en

compte que estudis en humans han determinat que el nombre d’alteracions en adenomes de
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pacients amb FAP és inferior al dels adenomes esporadics (Tarafa et al., 2003) i que la major

min/+

part dels adenomes de ratolins Apc sén benignes, desenvolupant cap o pocs carcinomes,
es pot considerar que estem estudiant estadis molt primerencs del procés tumoral hereditari.
Aixi doncs, aquesta sobreexpressié podria significar un mecanisme de contraposicié al

silenciament regional per LRES associat a estadis de malignitat (adenomes i carcinomes CRC).

Treballs en diferenciacié de la linia cel-lular CaCo2 han mostrat similituds en els perfils
d’expressioé d’aquesta linia cel-lular i les criptes de l'intesti, aixi com en les CaCo2 diferenciades
i les cél-lules diferenciades del villi (Saaf et al., 2007). Malgrat aquests paral-lelismes, s’ha
determinat que el LRES no juga un paper en la diferenciacié al llarg de I'axis cripta/villi en
ratolins sans, essent exclusiu de la progressié de cél-lules tumorals. D’altra banda, s'observa
que alguns dels gens expressats tendien a estar-ho més en cél-lules de la cripta, de forma
similar als patrons descrits en adenomes. Aixi doncs, aquesta sobreexpressié podria ser un
mecanisme per tal d’evitar el silenciament de la regié en cél-lules amb elevada proliferacié que
no presenten (0 encara no presenten) propietats tumorals agressives. Aquest fet, asseguraria
un context favorable per I'expressié del gens supressors de tumors que estan inclosos en

aquetes regions.

Tot i aquesta tendéncia regional, gens puntuals, com Cplx2, presenten un patré d’expressio
especific durant la diferenciacié cel-lular. El gen Cplx2 codifica per una proteina citosolica que
participa en l'exocitosi de vesicules sinaptiques en neurones excitades del cortex cerebral,
I'hipocamp i el cerebel. Estudis duts a terme en humans i rates (Raevskaya et al., 2005) han
mostrat que les dues variants s’expressen diferencialment en aquests teixits en ambdues
especies, perd no s’ha aclarit un rol funcional. La major part dels treballs es centren en les
implicacions d’aquestes proteines en el desenvolupament cerebral, associant el seu
silenciament amb patologies mentals, tals com la depressid, I'esquizofrénia i la malaltia de
Huntington (Glynn et al.,, 2010). L'expressié diferencial d’aquestes isoformes suggereix la
preséncia de mecanismes reguladors que varien durant la diferenciacié de l'intesti. Es podria
especular sobre I'associacié entre aquestes variants amb la transmissié de senyals necessaris

pel manteniment de I'arquitectura intestinal, perd calen estudis funcionals per corroborar-ho.

De la mateixa forma que Cplx2, pcLKC també mostra variacions en l'expressié durant la
diferenciacio. El gen pcLKC, que codifica per la Protocadherina 24, esta sobreexpressat en
cél-lules diferenciades respecte les fraccions progenitores (cripta), infraexpressat en adenomes
respecte el teixit sa i finalment silenciat en CRC. L’estudi d’aquesta Protocadherina en cél-lules
epitelials renals mostra que la seva sobreexpressid esta associada a la polaritzacié cel-lular
(Michael P 2010). A més, els estudis realitzats per Koga i col-laboradors han elucidat que la
sobreexpressio del gen en les cél-lules HCT116 indueix la inhibicid per contacte i evita la
formacié de tumors in vivo (Okazaki et al., 2002), fet promogut per la supressié de la via de
senyalitzacio de la p-Catenina (Ose et al., 2009). El perfil d’expressio de la Protocadherina 24
en la diferenciacio intestinal i la progressié tumoral és un exemple més de les similituds

funcionals que presenten SC adultes i cél-lules tumorals.
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2.4 Model de regulacié de les zones amb LRES durant la
diferenciacio i la tumorigénesi.

El conjunt d’aquests resultats (Fig. D1) permet afirmar que el LRES és un mecanisme de
silenciament associat a la tumorigénesi, i que esta conservat entre humans i ratoli, fet que
avala la seva funcionalitat bioldgica. La infraexpressié génica de la regié esta acompanyada per
la disminucié de 'acetilacié de la Histona H3 i la pérdua de les barreres fisiques internes de la
regid. A més, en estadis avancgats de la carcinogénesis el silenciament regional es reforca amb
la hipermetilaci6 de les CpGi promotores de determinats gens de la regi6 (poc expressats i amb
marques bivalents) i la heterocromatinitzacié d’aquestes regions promotores (2meH3K9 i
EZH2).

A més a més, el fet que les regions silenciades mitjangant LRES en cancer tendeixen a tenir
més activitat génica en cél-lules amb capacitat proliferant en comparacié a les respectives
cél-lules diferenciades, suggereix la preséncia de mecanismes per evitar el LRES en les
cél-lules actives sense capacitat metastatica. En les cél-lules tumorals hauria fracassat aquest

mecanisme i per tant, es perdrien els possibles efectes antitumorals dels gens de la regio.
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Figura D1. Diagrama on es presenta el model desenvolupat en base a la sintesi dels
resultats obtinguts en l'analisi de les regions regulades mitjangant LRES en mostres

normals i tumorals d’humans i ratolins.
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La conservacié d’aquest mecanisme de silenciament en ratoli descrita en aquest treball, aixi
com la seva implicacié en un ampli nombre de regions en diferents cancers (Coolen et al.,
2010; Frigola et al., 2006; Hitchins et al., 2007; Javierre et al., 2011; Rodriguez et al., 2008),
corrobora la importancia funcional del LRES. Tot i que les alteracions en la regulacié de gens
discrets permet obtenir biomarcadors i pot ser molt important alhora de desenvolupar terapies,
cada vegada apareixen més evidéncies d'alteracions epigenétiques que impliquen regions
genomiques de diferent abast (Berman et al.,, 2012; Hansen et al., 2011). Aquest canvi en
I'enfocament de I'analisi és degut a la viabilitat d’estudis epigenétics a escala global. A més, en
els ultims anys ha crescut linterés per les implicacions de l'organitzacid nuclear en la
diferenciacio i situacions patogéniques, ja que diferents treballs han mostrat el seu rol en la
regulacié de la transcripcio génica, la replicacié i reparacioé del DNA (Finlan et al., 2008; Nunez
et al.,, 2009; Splinter et al., 2006; Tiwari et al., 2008; van Steensel and Dekker, 2010). Aixi
doncs, la deteccid de regions regulades coordinadament i I'estudi dels mecanismes implicats
en la definicié i control dels seus estats cromatinics és un factor clau a I'hora d’entendre el

procés tumoral i en el diseny de noves estratégies terapéutiques.

El nostre estudi recolza que el LRES comporta primerament una alteracié en la cromatina, que
afecta els subdominis de la regio facilitant la infraexpressio al llarg de la regid, i en estadis més
avangats el silenciament es reforga mitjangant la hipermetilacié del DNA i heterocromatinitzacio
de gens marcats amb dominis bivalents. Cal destacar que aquest gens tenen dominis bivalents
en SC embrionaries, perd que no es resolen en la diferenciacio, mantenint la doble potencialitat
en teixit normal, com a minim en intesti. Caldra determinar les implicacions del silenciament
transcripcional mitjangant LRES en l'organitzacié nuclear, per tal d’elucidar les interaccions

amb altres zones de la cromatina i elements nuclears associats a aquest silenciament regional.
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3.Carai creu de I’Activina B en cancer intestinal.

El gen INH-Bg junt amb INH-B5 i INH-o sén membres de la familia del TGF-B, citoquines
implicades en el desenvolupament i tumorigénesi entre d’altres processos. Aquestes dimeritzen
combinant-se de forma diversa i constituint les Activines i Inhibines (Fig. i21), glicoproteines

amb funcions oposades.

L’analisi d’expressié del gen INH-Bg en les diferents mostres murines i humanes mostra com
I'expressié d’aquest és molt variable al llarg del procés tumoral: no expressat en intesti de ratoli
normal (ni en cél-lules progenitores de la cripta, ni en poblacié diferenciada); poc expressat en
intesti de ratoli Apcmi”"i cél-lules CaCo2 diferenciades amb propietats d’enterocit; reexpressat
en estadis inicials de la progressio tumoral, associat a teixit hiperproliferatiu perd benigne com
els adenomes d’Apcmi""; mantenint la seva expressié en tumor (CaCo2, SW480 i tumors
analitzats); i essent silenciats en linies cel-lulars agressives, com HCT116, i tumors de pacients
amb pitjor supervivéncia (Mayor et al., 2009). El grau d’expressié de la isoforma INH-a,
suggereix que en mostres tumorals d'INH-Bg forma homodimers o heterodimers amb INH-f,
constituint les Activines. A més s’ha detectat la preséncia d’Activina B en el sobrenedant del

cultiu d’SW480.

Tenint en compte que I'INH-Bg s’ha vist implicat en la migracid epitelial durant el
desenvolupament i la reepitelitzacié de ferides (Burdette et al., 2005; Deng et al., 2006) es
podria esperar que el silenciament d’aquest gen disminueixi la capacitat de la cél-lula de migrar
in vitro, fet que no s’ha observat en els estudis realitzats amb SW480. Aixd podria ser degut a:
(1) una questioé tecnica com que els efectes s'observin a temps més llargs (per exemple 30h)
(Davalos et al., 2011); (2) que en cel-lules tumorals aquest procés ja estigui desregulat
downstream d’INH-Bg; o (3) que existeix una redundancia funcional i I'Activina B participi durant

la reepitelitzacio en cancer juntament amb d'altres mecanismes.

En cancer renal s’ha descrit que el silenciament d’Activina B disminueix la capacitat d’invasio i
augmenta l'adhesié a la matriu extracel-lular, essent regulat pel factor induible d’hipoxia HIF
(Wacker et al., 2009). Els estudis d’invasié realitzats amb SW480, suggereixen que el
silenciament d’INH-Bg comporta una disminucio6 de la capacitat invasiva de la cél-lula, tot i aixo,

cal mencionar les petites variacions obtingudes amb aquests estudis.

Els estudis en cancer renal també han mostrat que el silenciament de I'Activina B disminueix el
creixement del tumor (Wacker et al., 2009), pero el silenciment transitori d'INH-Bg en la linia
cel-lular SW480 no comporta alteracions en I'activitat cel-lular, fet que permet concloure que la

manca d’INH-fg no disminueix la proliferacié de la cél-lula in vitro.

El fet que el silenciament d'INH-Bg amb hipermetilacié de la CpGi promotora s’associi amb
estadis agressius en CRC (Mayor et al., 2009), podria suggerir que el silenciament d’aquest

gen en SW480 hauria d’accentuar les propietats agressives de les cél-lules, augmentant els
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nivells de proliferacié i la capacitat invasiva. Aquesta hipotesi no s’ha corroborat amb els
estudis funcionals duts a terme amb el silenciament transitori d’'INH-Bg en SW480, ja que no es
demostra la implicacié directa d’aquest silenciament i en l'assaig d’invasié s’observa una
tendéncia contraria. Aixi doncs, per tal de determinar si el silenciament de I'INH-Bg té una
implicacié clau en la invasié tumoral és necessaria 'optimitzacié de l'estudi de la invasio i
'analisi funcional en altres linies i models representatius dels diferents perfils moleculars
observats en tumors de pacients. Per tal de tenir una visio global de les implicacions funcionals
de I'Activina B en la progressié tumoral, és imprescindible determinar si t¢ un paper en

I'adhesio cel-lular.

Malgrat calgui ampliar els estudis funcionals, els resultats presentats junt amb els obtinguts en
cancer renal per Wacker i col-laboradors suggereixen que el silenciament d'INH-Bg no es
relaciona amb un estat tumoral més agressiu. Aixi doncs, el fet que els tumors colorectals que
tenen la CpGi promotora d’'INH-Bg hipermetilada es correlacionin amb una menor supervivencia
(Fig. i22) no és degut a la pérdua de funcié d’INH-Bg, sin6 a la preséncia d’'un LRES més extens
o avangat. En suport d'aquesta hipotesi, cal dir que la hipermetilacié d’'INH-Bg en cancer
colorectal gairebé sempre va acompanyada d'hipermetilacié en d'altres illes properes en la
regié de LRES (Mayor et al., 2009). Aixi doncs, es proposaria el grau de repressio de la regio

silenciada mitjangcant LRES com un possible factor pronostic.
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Conclusions

En referéncia als objectius plantejats, les conclusions sén:

Objectiu 1: Determinar els canvis de metilacié associats a
la diferenciacié de l'intesti prim i els estadis inicials de la

carcinogénesi.

1. L’analisi per AIMS-Seq ha permés determinar que durant la diferenciacié de cél-lules
progenitores d’intesti prim hi ha petits guanys de metilacié concentrats majoritariament en

les regions conegudes com CpG island shores.

2. La major part dels gens hipermetilats, tant en processos de diferenciacio cel-lular com en la
tumorigénesi, solen estar implicats en el desenvolupament i s'expressen a nivells molt

baixos en cél-lules diferenciades.

3. En estadis inicials de la tumorigénesi, en adenomes de ratolins APCmin/+, s’observa una
sobreexpressié de gens implicats en processos de comunicacié cel-lular, angiogénesi i

migracio.

Objectiu 2: Estudiar la dinamica del mecanisme de
Silenciament Epigenétic de Gran Abast (LRES) en

processos de diferenciacio i cancer.

4. En el procés de diferenciacié de la linia cel-lular de cancer colorectal CaCo2 hi ha una
reversio del LRES en la regi6é 2q14.2 que es tradueix en un increment de I'expressié genica i

I'establiment de barreres (CTCF) dins de la regiod.

5. El LRES, com a mecanisme de silenciament associat a la tumorigénesi, afecta regions
genomiques conservades al llarg de I'evolucié i presenta perfils genétics i epigenétics molt

semblants en cél-lules tumorals humanes i murines.

6. Assajos de reChIP han demostrat la bivaléncia de la cromatina en la zona promotora de
gens pertanyents a regions regulades per LRES en cél-lules tumorals, aixi com han permés

determinar que aquests dominis ja son presents en teixit normal.

7. En cel-lules amb elevat grau de proliferacio (progenitores i adenomes benignes) les regions
regulades per LRES en cél-lules tumorals presenten una major activitat transcripcional,
suggerint que l'elevada expressio génica podria exercir un paper antitumoral que es perd

amb el silenciament en etapes més avangades.
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Objectiu 3: Elucidar les implicacions funcionals del
silenciament de gens supressors de tumors pertanyents a

regions regulades mitjangant LRES en cancer colorectal.

8. El silenciament d’'INH-Bg in vitro no sembla conferir caracteristiques més agressives o
invasives a la cél-lula tumoral, suggerint que la baixa supervivéncia dels pacients amb INH-
Bs hipermetilat en cancer colorectal estaria relacionada amb I'extensi6 del LRES en si, més

que amb un paper directe d’'INH-fg.
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Apendix

GENE FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER PRODUCT PRODUCT POSITION
(5’-3") (5°-3) LENGTH (nt) (NCBI37/mm9)

mGAPDH TGCACCACCAACTGCTTAG GATGCAGGGATGATGTTC 176 chr9:51810166-51856810
mB2M GCTATCCAGAAAACCCCTCAA CATGTCTCGATCCCAGTAGACGGT 300 chr2:121973423-121978818
18s TTGACGGAAGGGCACCACCAG GCACCACCACCCACGGAATCG 130 chr17:39984505-39984635

L7 GAAGCTCATCTATGAGAAGGC AAGACGAAGGAGCTGCAGAAC 202 chr1:16092859-16093398
SDHA AGTGCGGGTCGATGAGTATGAT TATGAGGGGAAACGCAGGTAAG 271 chr13:74460466-74461403
ACTB CTGCGTTTTACACCCTTTCTT ACGCGACCATCCTCCTCTTA 283 chr5:143665069-143665460
Ki67 CTGCCCGACCCTACAAAATG CTGCTGCTGCTTCTCCTTCAC 119 chr7:142893694-142895822
FABP2 ACACGTGTAGACAATGGAAAGGAG CTCTGAGAAGTTGACTTATTC 132 chr3:122601661-122602214
TSN TCTTCCTGGCAGCATTTGTG GTAGTCTCCAGCAGTGACAC 197 chr1:120197576-120201854
GLI2 TCCACACACCCGCAACAC TGGCTCAGCATCGTCACTTC 147 chr1:120734652-120736874
INHBB GCGTCTCCGAGATCATCA ACATAGGGGAGCAGTTTCAG 148 chr1:121314560-121317236
RALBB AGGACAAGATCCCACTGCTG TTTTTGCCCGGATTTCTCTC 185 chr1:121368366-121372620
PTPN4 AGAGGGCTGGAAAAGAAGAG GTGGATAAACTGGCTGATTG 123 chr1:121564144-121572165
SCTR GGGGTTCTCCAGCCATTTTTGTTG AGGGATCAGCAGGAGGGTGGACTT 260 chr1:121950248-121953004
MARCO CCAGAGGGAGAGCACTTAGCA CCACACCCGCATCTTCATTA 153 chr1:122371247-122373163
EN1 TACTGCACACGCTATTCGG TGGGACTCATTCAGGCTG 209 chr1:122500465-122503624
INSIG2 CTCTATGTCCGTTCTTGGTTG ATAAGACGTCTGCCCTCTTC 141 chr1:123202465-123203521
DDX18 ACTCTCACTCTCTCAAGCAG TTTCTGGTAGCCGAATCCGC 164 chr1:123450651-123451891
DRD1 AGTCGGGGAGCGTGGTCT CAATCTCAGTCACTTTTCGGG 131 chr13:54149879-54150956
SFXN1 TGGTTGGCTTTTGTTTGGTATTC ACACGCCGTATTTCAGGAT 136 chr13:49125318-54201950
HRH2 CAGTGCAAGCGCGCAGTCCTAA GAGACTGAGGCACTGCTGGATG 221 chr13:54287501-54309096
CPLX2var1 | GTGCTATCTACTCTGCTTGGTGTC CAGGCTTTGGTTAATGCTCTC 145 chr13:54407413-54480028
CPLX2var2 CCCTGCAGTGGCTTAGACG CATCCTGCAGGCTTTGGTTA 127 chr13:54472904-54480035
THOC3 CATCAATGCCCATCCTTCTAACT CCAGCATTTTCCCATCGTG 148 chr13:54564881-54565177
CLTB ACCTGGAGGAGTGGAACC TGCTGCTCTTGGGATTGAAG 144 chr13:54695303-54700143
RNF44 CTTTCAATGCTGCCAATGTCA TGTCAGGGTTAAAGCGATACGA 139 chr13:54783496-54783777
pcLKC (a) TGAGAACTCTGTGGACTTGG CTTTTTCTGCTGTTCGCTCG 142 chr13:54836655-54837896
pcLKC (b) TCAGCTGCTTCTGGGGG TCTGGCAGGGTTACTAATGTC 154 chr13:54802898-54814343
pcLKC (c) AACCCTGCCAGAGGACTTAC GTTCGCGTTGACGGAGAAG 127 chr13:54814332-54815377
SNCB AGCAGGCATCGCATCTGG GGCTCGTATTCCTGGTATTC 214 chr13:54860880-54864104
TSPAN17 CCCTTTTCCTGCTGTGTTAG CACGATCAGGTTGTCTTGTAG 159 chr13:54896510-54897407

Taula A4. Primers murins per I'analisi d’expressié d’RNA.
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Apendix

LOCATION GENE FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER PRODUCT PRODUCT POSITION
(5°-3") (5-3) LENGTH (nt) (NCBI37/mm9)
Promoter GAPDH TCCCCTCCCCCTATCAGTTC CATTTCCCCTCCTCCCTCTC 91 chr6:125115783-125115873
Promoter MSUBTEL ATGCCTTCTGGTTGCCTACTGTT GCACCTGCACTCACCATCTTTT 131 chr1:197167796-197167926
Promoter LGR5 GAAGCGCCCAGCACTCC CTCCTCCCTCCCACCATCC 78 chr10:115024926-115025003
Promoter TSN CCTGCCGTCGGGATTCTG GTCGCCGTCGCCACTG 162 chr1:120207733-120207894
Promoter GLI2 GGTGCTTTCCTTGCTGG GATCGTCGCGTCCTTAG 142 chr1:120950326-120950467
Promoter INHBB GGGAAAGAGCGGAGGGAAGA CAGTGCGGGAGGAGACG 124 chr1:121318896-121319019
Promoter RALBB CATTGGTGAAGGTTTGGAAGTA GAATCGCCGCTCTCACG 227 chr1:121401198-121401424
Promoter PTPN4 CGCGCTTCCCTGCTC ACGCGCCCCGAAAGTG 137 chr1:121733762-121733898
Promoter SCTR CTGCCTCTATGCGGGTGTCT GAATAGCAGGGAGGGGTTGG 85 chr1:121903482-121903566
Promoter MARCO ACTATAGGTTTGGATTTGGTCTG TGTCTTCCTTCTTTATGTTTTCTC 158 chr1:122401674-122401831
5'to promoter EN1 CCCATTAAGACCAATCACTGA CTCTGGTGGAGCAAATCTC 148 chr1:122499273-122499420
5'to promoter EN1 CGGCACTGGCGGAGAC TAGGCAGTAGAGGGGTTTGAC 121 chr1:122499022-122499142
Promoter EN1 CGCTCGCCTTTCTTTTTTC TCCCCACCCCACTTTGCC 113 chr1:122499441-122499553
Exon1 EN1 CCGCACCACCAACTTTTTC CCTCGGTCACGCTCCAC 150 chr1:122499921-122500070
Exon1 EN1 ACAGTGGCGGTGGTAGTGG CGGTCCGAATAGCGTGTG 181 ¢chr1:122500307-122500487
Intron1 EN1 GCTCCAGTTTTTGTCCTTTGAT AGCGCCCTTTCCCTACTAA 124 chr1:122500713-122500836
Promoter INSIG2 AGCCTCTCCTCCTCCCAG CTTCACGCTGACGGTAGG 149 chr1:123224389-123224537
Promoter DDX18 TAGCAGTGAAGGGAAAGAGA TACAAACCAAGACTGCACAATAAA 85 chr1:123464682-123464766
Promoter DRD1 GAGGCCCTGCATCTTGGTTA CCGGGGCCTCTGGTTTC 94 chr13:54151117-54151210
Promoter SFXN1 CAGTGTGGCCAGAAGCAGAAG GCCCCGCCCAGAGGT 112 chr13:54167067-54167178
Promoter HRH2 AAAGGAGCGGCTTTCAGAAC TTACCTGGTGCTGCTGCTG 162 chr13:54287405-54287566
Promoter CPLX2var1 ACAGCTGAACAGGTAGGTG ACTCGTAGCTCTGTCTTGAA 120 chr13:54397762-54397881
Promoter CPLX2var2 GAGGTGATTACTTGAGTTTCTG TGCAGCTAGGCTTCATTCC 123 chr13:54472357-54472479
Promoter THOC3 CTGCATGGCGGGATTTGT GCGCCGGAAGCTGGATACT 118 chr13:54570190-54570307
Promoter CLTB TGCTGGCACGCTCTGGA CCGGCTTGCCTGTCACTG 159 chr13:54712689-54712847
Promoter RNF44 CCATTGCACGCTGTGAGGC ATCCCCAGTGCTCGCTATG 147 chr13:54795253-54795399
Promoter pcLKC AGCCAGGAGAGGACAGAAGG ACCAGAGCAGGCAAAACCC 138 chr13:54802593-54802730
Promoter SNCB ATTGCCACCTCCCACCATC CCCTCCGCCTGACTGACA 140 chr13:54867957-54868096
Promoter | TSPAN17 AGTCGTGGTTATGGGCGG GGCTCGGTCTTCTTGGAG 81 chr13:54890606-54890686
Taula A5. Primers murins per ChIP.
PRIMER NAME PRIMER (5'-3’) PRIMER NAME PRIMER (5’-3")

Blue CCGAATTCGCAAAGCTCTGA INHBB_siRNA_577 CCUGUGGCUUUACCUGAAATT
MCA-Blue CCGGTCAGAGCTTTGCGAAT INHBB_siRNA_577 UUUCAGGUAAAGCCACAGGTT
Blue-diana ATTCGCAAAGCTCTGACCGG INHBB_siRNA_957 GCAGGCAACAGUUCUUCAUTT
Blue-CAAC ATTCGCAAAGCTCTGACCGGGCAAC INHBB_siRNA_957 AUGAAGAACUGUUGCCUGCTT
Blue-CGCG ATTCGCAAAGCTCTGACCGGGCGCG

Taula A6. Primers emprats en AIMS-Seq.

Taula A7. Primers pel silenciament d’INH-fg

huma.

171



Apendix

omica.

)Y

T4

2. Metilacié a escala gen

4 DE+O7

3.5E+07

4 0E+07
2 5E+07

B Linambiguaus

-

WECWTES Titer
BAmMbiguous

minmappad

1.0E+07

mFiltered out

5,0E+06

0,0E+00

Zazlo
Haz1D

L BwouspE

|4 BoUsDE

o B IC ] o)

L4 uEoepe

T SUnSSL [ews
LI SURSaUI [ELws
EJ BLISSLN j8 WS
£ UG0D

A @
0]

' rd ayseDau

L i anebau
L'Zs anEDSU

§ L BwouSpE

7 LT BwouSpe

| L1 BLeoLSpe

ET4 yby

£ T4 Yoy

L Ed by
gH907 053

Figura A1. Nombre de reads mapats de forma unica (unambiguous) i descartats per
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Apéndix

Term Gene number FDR

Biological Process Hierarchy 5

regulation of transcription, DNA-dependent 66 1,4E-04
regulation of gene expression 96 1,7E-04

regulation of macromolecule biosynthetic process 94 2,3E-04
regulation of RNA metabolic process 66 2,4E-04
regulation of cellular biosynthetic process 96 3,2E-04
neurogenesis 32 4,3E-04

regulation of transcription 88 4,9E-04

generation of neurons 30 6,5E-04

regulation of nucleobas%erggg?csgg,cgggleotlde and nucleic acid 91 7 6E-04
muscle organ development 16 8,8E-04

striated muscle tissue development 13 1,8E-03

cell morphogenesis 21 2,7E-03

muscle tissue development 13 3,5E-03
proximal/distal pattern formation 6 6,4E-03

negative regulation of transcription, DNA-dependent 20 7,1E-03
negative regulation of gene expression 24 7,2E-03
negative regulation of RNA metabolic process 20 7,7E-03
tissue development 32 9,5E-03

odontogenesis of dentine-containing tooth 7 9,8E-03
chordate embryonic development 24 1,0E-02

cell projection morphogenesis 15 1,3E-02

negative regulation of cell differentiation 14 1,5E-02
odontogenesis 7 1,6E-02

positive regulation of transcription, DNA-dependent 23 2,0E-02
cell part morphogenesis 15 2,1E-02
dorsal/ventral pattern formation 8 2,1E-02

positive regulation of RNA metabolic process 23 2,2E-02
negative regulation of macromolecule metabolic process 26 2,5E-02
central nervous system development 21 2,5E-02
neuron development 18 2,6E-02

organ morphogenesis 29 2,7E-02

negative regulation of transcription 21 2,8E-02

neural crest cell migration 5 4,2E-02

hemopoietic or lymphoid organ development 17 4,4E-02
regulation of cell development 12 4,6E-02

negative regulation of macromolecule biosynthetic process 22 4,8E-02

Cellular Component Hierarchy 5

intracellular organelle 244 1,0E-04
intracellular membrane-bounded organelle 213 4,7E-03
intrinsic to Golgi membrane 6 1,4E-02
integral to Golgi membrane 6 1,4E-02

Molecullar Function Hierarchy 5

cation transmembrane transporter activity 26 1,7E-03

KEGG Pathway
Pathways in cancer 20 7,9E-03

Taula A8. Resultats en termes GO i KEGG (realitzat amb el software DAVID) pels 608 gens
que tenen la CpGi i/o regi6é shore promotora diferencialment metilada. EI DAVID en reconeix
471 gens dels 608.
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Apéndix

3. Silenciament Epigenétic Regional de Gran Abast (LRES).

3.1 Dades de metilacio.

Es representen els valors per cada dinucleotidCpG.

@ 100% methylation O 25% methylation
@ 75% methylation O 0% methylation
@ 50% methylation | Mot determinad

Figura A2. Metilacié durant la diferenciacié de CaCo2. dpc = dies post confluencia. post-t = post tractament
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(Continuacié Figura A2)
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Figura A3. Metilacié en la regié murina 1qE2.3.
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(Continuacio Figura A3)
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(Continuaci6 Figura A3)
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(Continuacio Figura A4)
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(Continuacié Figura A4)
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3.2Dades d’expressiéo d’RNA.
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Gene expression in 1gE2.3 region
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Figura A6. Valors d’expressié génica en la regié 1qE2.3 (A) i 13gqB1(B) en colon de ratoli
sa i CT26. Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no tenen CpGi
amb 2. NA= no analitzat.
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Figura A7. Valors d’expressio génica en la regié6 1qE2.3 (A,B) i 13gB1(C,D) durant la
diferenciacié de l'intesti prim. Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els
que no tenen CpGi amb *. NA=no analitzat. High= cél-lula progenitora de la cripta; Medium i
Low = cel-lules en procés de diferenciacio dins la cripta; Negative = cél-lula diferenciada.
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A Gene expression in 1gE2.3 region
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Figura A8. Valors d’expressioé génica en la regié 1gE2.3 en teixit de ratolins sans i Apc
Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no tenen CpGi amb A.
IM= IMIM (identificador del ratoli).
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Figura A9. Valors d’expressié génica en la regié 13gB1 en teixit de ratolins sans i Apc
Els gens classificats com poc actius estan marcats amb * i els que no tenen CpGi amb A.
IM= IMIM (identificador del ratoli).
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3.3Immunoprecipitacié de cromatina: consideracions técniques.

Per tal d'estudiar les marques d’histones i la preséncia d’altres proteines associades a regions
especifiques de la cromatina es van dur a terme assajos d'immunoprecipitacié6 de cromatina
(ChlIP) treballant amb diverses quantitats i tipus de mostres. Donada la complexitat del estudis
realitzats (heterogeneitat de models, mostres, i procediments), aixi com limitacions tecniques
(variabilitat en I'extraccié de cromatina, eficiencia dels anticossos, etc) es necessari fer algunes

consideracions que cal tenir en compte alhora d’analitzar i interpretar els resultats ChiP.

Primer de tot, en aquest estudi les marques d’histones estan representades normalitzant
respecte la histona H3 total. Altres estudis normalitzen només respecte a l'input, perd donada
I'heterogeneitat dels gens estudiats i de les regions analitzades, s’ha considerat oportu utilitzar
H3 per normalitzar. Segon, els valors obtinguts treballant amb poca quantitat de cel-lules i el Low
Cell ChIP Kit eren superiors als detectats amb el kit i quantitat de cromatina estandard, tal i com
es pot observar en la Figura A.10 en la regié promotora del gen Sctr (també en Apéndix 3.4). En
ambdues situacions, la mateixa quantitat d’anticos va ser utilitzat, perd el Low Cell ChIP Kit
treballava amb beads magnétiques, mentre que en la immunoprecipitacié estandard s’utilitzaven

beads d’agarosa.

SCTR promoter region

' EH3Kdmal
i mH3IK2Tme3
2 08 =
-
o
e 0.6
o
py 0.4
Figura A10. Comparacié6 dels valors T 0.2
obtinguts amb el ChIP Kit estandard i el Low
Cell ChIP Kit en CT26 i colon de ratoli per "
CT26 2 CT26 7 Colong Colon 13
H3K4me3 i H3K27me3 en la regié promotora standard low cell  standard  bow cell

del gen Sctr.

Tercer, la viabilitat de dur a terme ChlIP partint de teixit congelat es va testar. La fixacié6 amb
formaldehid de la mostra es va realitzar a partir de: colon fresc; colon incubat 30 minuts a
temperatura ambient; cdlon congelat; i cdlon conservat en OCT. Resultats obtinguts en aquestes
condicions es representen en la Figura A11.A-B, on es pot observar que la deteccié d’'H3 total es
superior en la cromatina fixada abans de congelar. El mateix va succeir en la deteccio

d’H3K4me3, tot i que es van determinar els valors en totes les condicions descrites.

Finalment, la immunoprecipitacié de la cromatina es va realitzar a partir d’adenomes i teixit

adjacent del mateix animals fixats després de ser congelats o conservats en OCT. Valors similars
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es van obtenir per diferents modificacions d’histones en ambdues condicions (Fig. 2C, valors en

altres regions promotores estan representats en Apéndix 3.4).
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Figura A11. Representaci6 dels valors obtinguts treballant amb teixits frescos o conservats
de forma diferent abans de la fixaci6 amb formaldehid. Valors per H3 total (A) i H3K4me3
(B) en la mateixa mostra de colon conservada en diverses condicions. (C) Els valors per
H3K4me3 i H3K27me3 en diferents adenomes del mateix animal directament congelats o
conservats en OCT. IM= IMIM (identificador del ratoli).

Aixi doncs, encara que es pot realitzar ChIP partint de teixits conservats de forma diferent, i de
diferents quantitats de cromatina, alhora d’analitzar els resultats cal comparar mostres

processades de igual forma.
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3.4Valors d’H3K4me3 i H3K27me3 en mostres de ratoli.

Figura A12. Valors de CHIP en la regié 1qE2.3. Sl= intesti prim; Adj= adjacent; Ade= adenoma; a= zona

distal de l'intesti prim; b= zona proximal de I'intesti prim.
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HiKdme3 and HIK2Tmel in MARCO promoter region
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Figura A13. Valors de CHIP en la regié 13gB1. SI= intesti prim; Adj= adjacent; Ade= adenoma; a= zona

distal de l'intesti prim; b= zona proximal de I'intesti prim.
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(Continuacio Figura A.13)
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Apéndix

(Continuacio Figura A.13)
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Apéndix

4. Activina B (Inh-fg) en cancer intestinal.
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Figura A14. Valors d’expressio i metilacio del DNA dels gens murins que codifiquen pels
receptors implicats en la senyalitzacié de les Activines i Inhibines. Sl= intesti prim; adj=

adjacent; ade= adenoma.
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Figura A15. Valors d’expressio i metilaciéo del DNA dels gens que codifiquen pels receptors
implicats en la senyalitzacid de les Activines i Inhibines en diferents linies cel-lulars

humanes.
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Figura A16. Valors d’expressio dels gens que codifiquen pels receptors implicats en
la senyalitzacié de les Activines i Inhibines en parelles normal-tumor de pacients

amb CRC i placenta com a teixit control.



