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Resumen

En la actualidad, uno de los grandes retos de la ciencia es determinar las alteraciones
moleculares responsables del desarrollo del cancer en general y del de prdstata en
particular. El conocimiento de estas alteraciones posibilita por un lado el desarrollo de
terapias cada vez mds especificas y personalizadas; y, por otro lado, el uso de estas
alteraciones como biomarcadores en el manejo clinico de los pacientes con cancer de
prostata (CP). Son diversos los factores de riesgo que pueden favorecer la aparicién del
CP. Entre ellos encontramos la edad avanzada, la raza, la localizacién geogréfica, la
alimentacion o los antecedentes familiares. En este sentido, el estudio de cambios
epigenéticos asociados al desarrollo del CP resulta especialmente interesante ya que
es bien conocido que con la edad se produce una acumulacién de cambios en las
modificaciones epigenéticas. Ademas, existen un gran numero de trabajos que indican
gue la exposicion a determinados factores ambientales también provoca cambios en
las modificaciones epigenéticas. La principal modificacion epigenética y la mas
estudiada en humanos es la metilaciéon del DNA. Los estudios realizados en las ultimas
décadas indican que alteraciones en esta modificacion juegan un papel muy
importante en el desarrollo del cancer en general y del de préstata en particular. Por
ello, en este trabajo nos hemos centrado en el papel que desempeiia la metilacién del
DNA en el desarrollo del CP y en la busqueda de nuevos marcadores para el
diagnéstico y prondstico de esta enfermedad.

En concreto, en la presente Tesis Doctoral hemos definido el perfil de metilaciéon en CP
y hemos identificado por primera vez que los genes GSTM2 y PENK estan
frecuentemente metilados en los tumores de prostata. Pero quizas el dato mas
interesante para nuestro estudio es que la metilaciéon conjunta de GSTM2 y PENK se
produce en un alto porcentaje de los tumores analizados, por lo que se podria utilizar
como un nuevo biomarcador para el diagnéstico de CP. También hemos demostrado
gue la metilacion de estos dos genes provoca su pérdida de expresion, lo que dada su
funcién, aporta nuevos datos sobre la etiologia de esta enfermedad. Ademas, hemos
seleccionado los genes CFTR y HTR1B como biomarcadores prometedores para
distinguir entre CP agresivos e indolentes ya que su frecuencia de hipermetilacién es
mayor en los pacientes con elevado indice de Gleason y con altos niveles de Ki-67 y
gue por tanto presentan un peor prondstico de la enfermedad. Ademads, en los
pacientes que tenian estos dos genes metilados tanto la supervivencia global como el
tiempo libre de progresién clinica fueron menores.

Por otro lado, hemos identificado a Gfil como un gen frecuentemente metilado en CP
y mama y hemos demostrado por primera vez que Gfil se comporta como un gen
supresor de tumores en estos dos tejidos ya que su reexpresién en las lineas en las que
esta silenciado por metilacién provoca una disminucién de la viabilidad y proliferacién
celular, en la formacion de colonias e inhibe el crecimiento de tumores inducidos en
ratones desnudos. Ademads, Gfil podria estar ejerciendo este efecto mediante el



Resumen

control de la expresién de genes con importantes funciones en el desarrollo tumoral
como son AAT, ACT y Neurog3.
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Introducciéon

1. Prostata

1.1. Funcién y anatomia

La préstata es una glandula del aparato genitourinario masculino con forma de
castana, ubicada delante del recto, debajo y a la salida de la vejiga urinaria que
interviene en la produccion del liquido seminal que protege y nutre a los
espermatozoides.

El modelo anatédmico de la prdstata mas aceptado es el propuesto por McNeal en 1968
(1) en el que se distinguen tres zonas glandulares y una zona no glandular o estroma
fibromuscular anterior:

e Zona periférica: forma la parte posterior, lateral y apical de la glandula
prostatica, llegando por la parte anterior hasta fusionarse con el estroma
fibromuscular anterior. Constituye el 70% del tejido glandular prostaticoy es la
zona en la que se generan el mayor nimero de los adenocarcinomas de
prostata.

e Zona Central: forma la base de la glandula prostatica y constituye
aproximadamente el 25% del tejido glandular de la prdstata.

e Zona periuretral de transicion: constituye aproximadamente el 5% del tejido
glandular prostatico. La proliferaciéon de las células que la componen es la
responsable de la hiperplasia prostatica benigna (BPH) y en ella se producen el
20% de los tumores de prostata.

e Estroma fibromuscular: constituye aproximadamente el 33% del volumen total
de la prostata. Es la zona no glandular que constituye la superficie anterior de
la préstata.

Estas zonas tienen un origen embrionario diferente y pueden ser distinguidas por su
histologia, sus marcas anatdomicas mas relevantes, sus funciones bioldgicas y su
susceptibilidad para sufrir trastornos patoldgicos (2).

1.2. Cancer de préstata

La mayoria de los canceres de préstata (CP) tienen su origen en la zona periférica,
conservan alguna estructura glandular y son clasificados como adenocarcinomas,
constituyendo el 70% de las neoplasias malignas encontradas en la préstata (2, 3). En
1999 De Mazo y col. propusieron que la lesién denominada atrofia inflamatoria
prostatica (PIA) era un precursor de la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y del CP
(4). El PIN es el primer precursor del CP detectado histolégicamente, caracterizado por
un engrosamiento de la capa epitelial y una pérdida de diferentes capas basales y
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secretoras, aunque las células alteradas no invaden otras partes de la prdostata como si
lo harian las células cancerosas. A dia de hoy, es aceptado que la neoplasia
intraepitelial prostatica de alto grado (HGPIN) es una lesion precursora del carcinoma
prostatico (5) (Figura 1).

Una caracteristica del CP es su intima relacién con el envejecimiento. Aunque las
lesiones preneopldsicas puedan aparecer en varones de edades comprendidas entre
los 20 y 50 anos, la mayoria de los tumores de préstata no suelen manifestarse hasta
edades mds avanzadas (entre los 60 o 70 afios) (6). La naturaleza heterogénea y
multifocal del CP dificulta a los investigadores el estudio de las alteraciones
moleculares responsables de su desarrollo. El indice de Gleason es el método mas
usado por los patdlogos en la clasificacidon del CP. Se basa en el grado de diferenciacién
de la arquitectura glandular existente entre el tejido normal y el del CP (7, 8).

En estadios iniciales, cuando el carcinoma estd confinado en la gldndula prostética, es
potencialmente curable por intervencion quirurgica y/o radioterapia. Sin embargo, si
no es detectado de manera temprana, el carcinoma puede avanzar a estadios
caracterizados por una invasion local, seguido por metdstasis 6sea, que conducen
generalmente a la muerte del paciente (7).

Figura 1. Representacidon esquemadtica de la progresion del cancer de préstata. Transformacién del
epitelio normal a PIA, PIN y CP (Adaptado de (9)).

Los andrégenos son esenciales en el normal crecimiento, desarrollo y funcién de la
prostata. La mayoria de los CP dependen inicialmente de los andrégenos (andrégeno-
dependientes), por lo que la deprivacién o ablacién androgénica (Androgen
deprivation therapy, ADT) es el principal tratamiento paliativo en el caso de tumores
de préstata recurrentes, localmente avanzados y metastasicos (10). Sin embargo, en la
gran mayoria de los casos la respuesta inicial positiva es seguida de una progresion del
cancer hacia un estado resistente a estos tratamientos y mucho mas agresivo, a través
del crecimiento selectivo de células andrégeno-independientes que coexisten dentro
de la poblacién de células andrégeno-dependientes previa a la terapia de deprivaciéon
androgénica (11).
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1.3. Epidemiologia del cancer de prostata

El CP ocupa el segundo lugar en cuanto a incidencia y es la quinta causa mds comun de
muerte por cancer entre los hombres a nivel mundial. En el afio 2012 se registraron 1,1
millones de nuevos casos y se produjeron 300 000 muertes por este tipo de tumor en
todo el mundo (https://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html).

Es el cdncer no cutdneo mas comun en los paises occidentales, donde 1 de cada seis
hombres seran diagnosticados con CP en el transcurso de su vida (12). Sin embargo,
para muchos hombres que desarrollan la enfermedad el impacto en la supervivencia es
menor, especialmente en aquellos que sufren tumores de bien a moderadamente
diferenciados, dada la progresidn lenta natural de la enfermedad (13). Los porcentajes
de fallecimiento han disminuido significativamente desde mediados de 1990 (14),
debido probablemente al resultado de las mejoras en el diagndstico temprano vy
tratamiento de la enfermedad.

La incidencia y mortalidad del CP varia entre las diferentes regiones del mundo.
Mientras que en los Estados Unidos (EEUU) y Europa del Norte la incidencia es
elevada, ésta disminuye en el sudeste de Asia (15, 16). Es especialmente agresivo en la
poblacion Afroamericana quienes lo pueden desarrollar a edades muy tempranas (14).

En Europa en 2012 hubo 3,4 millones de nuevos casos de cancer diagnosticados,
ocupando el CP el cuarto lugar por incidencia con 417 000 casos (12,1%), por detras del
cancer de mama, pulmén y colorrectal (17). Su incidencia es mayor en la Europa
septentrional y occidental (>200 por cada 100.000 hombres), mientras que las tasas en
la Europa oriental y meridional han mostrado un aumento continuo (18).

En Espana la tendencia es la misma que en Europa, siendo el CP el mas frecuente, por
detras del cancer de pulmén y con una tasa de mortalidad del 15,2%, (17).

Por tanto, el CP es un importante problema de salud que afecta especialmente a los
paises desarrollados y que provoca grandes costes, tanto personales como
econémicos. Un buen conocimiento de los factores de riesgo en la carcinogénesis
prostatica permite la deteccién temprana de la enfermedad y el desarrollo de terapias
dirigidas. Durante mucho tiempo se han establecido como principales factores de
riesgo de la enfermedad la edad avanzada, el estilo de vida, el origen étnico y la
predisposicion genética. Pero a dia de hoy, sabemos que ademds de los factores
citados anteriormente, las modificaciones epigenéticas pueden ser actores
determinantes en la aparicion y progresion del CP.
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2. Epigenética

La teoria de la epigénesis (del griego epi: sobre; génesis: generacidn, origen, creacion)
postula que el embridn se desarrolla a partir de un zigoto que no se ha diferenciado.
Aunque parece que los origenes de la epigenética se remontan a pocas décadas atras,
debido al creciente numero de publicaciones existentes en la literatura y al gran
interés que suscitan estas investigaciones en la actualidad, nada mas lejos de la
realidad ya que fue Aristételes el primer autor conocido que definid la epigénesis
como “el mecanismo mediante el cual los organismos surgen a partir de un material
amorfo y gradualmente se van desarrollando con el tiempo”. Esta teoria se oponia a la
teoria de la “preformacién” segun la cual los drganos se encontraban presentes en
forma de miniatura dentro de alguno o de los dos gametos.

William Harvey, seguidor de las teorias de Aristoteles, definid la epigénesis en su obra
“Exercitationes de generatione animalium,” 1651, como “el proceso a través del cual el
huevo es una nueva formacién y el embrion se desarrolla de la homogeneidad del
primordio a la heterogeneidad del adulto a través del florecimiento y la subdivisién”.
Sin embargo, fue C.H. Waddington quien introdujo el término epigenética y la definio
como “la rama de la biologia que estudia las interacciones entre los genes y sus
productos que dan al fenotipo” (19), sentando las bases para un mejor estudio de
este campo.

Han sido muchos los avances logrados desde entonces y de ahi la necesidad de
redefinir el concepto de la epigenética como el estudio de los cambios en la funcién
génica que son mitdtica y/o meidticamente heredables y que no implican cambios en
la secuencia de DNA (20). En el afio 2003, el DNA fue completamente secuenciado y
publicado en el Proyecto del Genoma Humano propiciando un gran avance en el
desarrollo de tecnologia para el estudio de la informacion genética y epigenética a
gran escala. Gracias a estos estudios, sabemos que no todo el DNA se expresa, que los
genes no siempre se expresan, que no todos los RNAs son traducidos a proteinas, y
también nos ha permitido identificar un gran nimero de secuencias reguladoras y la
funcién de regiones intergénicas cuyo papel no ha sido determinado hasta los ultimos
anos. La epigenética nos ayuda a entender este mecanismo complejo de regulacién de
la expresion génica. En 2007 A. Bird intenta unificar el concepto de epigenética
definiéndolo como el conjunto de marcas y mecanismos que registran, sefalizan vy
perpetuan los estados de actividad funcional de los cromosomas (21). La epigenética
puede ser entendida entonces como los mecanismos que inician y mantienen los
patrones de expresion y funciéon del material genético de manera heredable sin
cambios en la secuencia del genoma. A pesar de ser heredables, son potencialmente
reversibles y pueden ser influenciados por factores ambientales. Por ejemplo, la
exposicidén de ratones Aguti a Bisfenol A estd asociada a la aparicién de pelaje amarillo
y a un aumento de la obesidad a través de la hipometilacidon de secuencias especificas,
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como el retrotrasposon IAP (Intracisternal A Particle) situado aguas arriba del gen
Aguti, poniendo de manifiesto que la exposicion a determinados agentes puede alterar
las modificaciones epigenéticas produciendo cambios en el fenotipo (22). Ademas, los
cambios epigenéticos estan asociados a procesos de envejecimiento (23, 24, 25).

Por tanto, la epigenética aporta la mejor explicacion de cémo un mismo genotipo
puede dar lugar a diferentes fenotipos. Un ejemplo de ello son las diferencias en los
patrones de metilacién observadas en gemelos monozigéticos. Estas diferencias
aumentan con la edad de los individuos correlacionandose con diferencias fenotipicas
e incluso con la diferente susceptibilidad a padecer una enfermedad (26, 27). Por
tanto, los mecanismos epigenéticos son esenciales en la regulaciéon de la expresion
génica y en el mantenimiento de la integridad gendmica en las células normales, por lo
que es légico pensar que las alteraciones en la funcién normal de la maquinaria
epigenética estan involucradas en el desarrollo y progreso de diferentes enfermedades
entre las que se encuentra el cancer. De ahi, que el estudio de las modificaciones
epigenéticas y de sus alteraciones en los procesos patoldgicos sean de vital
importancia en el desarrollo de nuevas terapias que tengan como diana este tipo de
modificaciones.

Las modificaciones epigenéticas incluyen la metilacion del DNA, las modificaciones
postraduccionales de las histonas, los complejos remodeladores de la cromatina y los
RNAs no codificantes, siendo las dos primeras las mas ampliamente caracterizadas.

2.1. Metilacion del DNA

A pesar de que en la década de los 40 ya se habia detectado la presencia de la 5-
metilcitosina (5mC) en el DNA del timo de ternero (28), no fue hasta 1975 cuando dos
estudios demostraron el importante papel que desempefia esta modificaciéon
epigenética en la regulacidén de la expresion génica y, por tanto, en la biologia de los
organismos eucariotas (29, 30).

A dia de hoy, la metilacidn del DNA es probablemente la modificacién epigenética mas
ampliamente estudiada y mejor conocida (23). En mamiferos esta modificacion
epigenética tiene lugar casi exclusivamente en las citosinas que forman parte del
dinucledtido CpG (5'CG 3°) (31), y consiste en la adicidn covalente de un grupo metilo,
procedente de la S-adenosilmetionina (SAM), al carbono 5 (C°) del anillo pirimidinico
de la citosina. Esta modificacidn postranscripcional no interfiere con el apareamiento
de bases propuesto por Watson y Crick. En organismos procariotas, la metilacién se
produce sobre residuos de adeninas y citosinas y su funcién es proteger a la célula del
material genético foraneo, como es el caso de genomas viricos y bacterianos (32). En
eucariotas, la metilacion de citosinas fuera del contexto CpG (CpH; H=A, T, C) es
frecuente en plantas y hongos, y recientemente se ha descrito en mamiferos, pero su
funcién sigue siendo desconocida. Se ha observado la presencia de la 5mCpA en



Introduccion

células troncales embrionarias humanas (hESC) indiferenciadas, que van
desapareciendo tras el proceso de diferenciacién celular (33). Ademas, diferentes
estudios muestran que la metilacién de residuos no CpG no solo esta restringida a
células pluripotentes, si no que existe una elevada metilacién de residuos no CpG en
células neuronales durante el desarrollo cerebral y después de la neurogénesis (34).

En mamiferos, aproximadamente el 70-80% de las citosinas que forman parte del
dinucledtido CpG estdn metiladas (35). La frecuencia del dinucleétido CpG en el
genoma es mas baja de lo esperado debido a la desaminacidn espontdnea de la 5mC a
timidina, lo que ha conducido a una pérdida de este dinucledtido a lo largo de la
evolucién (36). Sin embargo, existen regiones con una elevada concentracion de los
dinucledtidos CpG denominadas islas CpG (37) las cuales tienen un tamafio
aproximado de 1 kb y se encuentran en aproximadamente el 70% de los promotores
de los genes conocidos. En vertebrados, la mayoria de las islas CpG de estos
promotores no estan metiladas permitiendo la expresiéon de los genes a los que
regulan (38) (Figura 2). Entre los genes que contienen islas CpG en sus regiones
promotoras encontramos los de expresidn constitutiva y algunos genes especificos de
tejido (39). Esta distribucidon refuerza la importancia que tienen estas islas en la
regulacién de la expresion génica. Por tanto, de acuerdo a la distribucién de las CpGs
en los promotores podemos decir que existen dos tipos de genes, los que contienen
islas CpG, principalmente los genes de expresidn constitutiva y genes sin islas CpG, con
una expresion mas débil y restringida (40). Los promotores no metilados, pueden ser
transcripcionalmente activos o inactivos, dependiendo de otros factores entre los que
se incluyen las modificaciones postraduccionales de las histonas y la actividad de
factores de transcripcion especificos del tipo celular (41).

Por otro lado, como parte de la programacién epigenética durante el desarrollo, la
metilacion del DNA es un mecanismo imprescindible para inhibir la expresién de
manera estable y a largo plazo de determinados genes: en la impronta génica se
requiere la metilacion del promotor de uno de los dos alelos para establecer una
expresion monoalélica (42), los genes que se localizan en el cromosoma X inactivado
en mujeres también estan metilados (43, 44), asi como algunos genes especificos de
tejido (45). Por tanto, esta modificaciéon del DNA juega un papel muy importante en la
regulaciéon de la expresion génica y en la determinacion del fenotipo de los individuos,
pero también en otras funciones del DNA como los procesos de reparacion,
recombinacion y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica.

El genoma de los mamiferos es complejo y estd compuesto no solo de secuencias
codificadoras, sino que también contiene otras que no codifican para proteinas como
transposones y otros elementos endoparasitos que se han adquirido a lo largo de la
evolucidn. Estos elementos deben y son silenciados por metilacién del DNA, ayudando
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de este modo a preservar la integridad y la estabilidad gendmica (46).

GEN

Isla CpG

Expresion Génica <P Citosina no metilada
? Citosina metilada

Figura 2. Representacion esquematica de una isla CpG no metilada en la region promotora de un gen
en una célula normal. La linea verde indica el inicio de transcripcién y las cajas E1-E3 representan los
exones.

En el pasado, la mayoria de los trabajos en torno a la metilacion del DNA se han
centrado en el estudio de la funcién que desempefia esta modificacién en las islas CpG
asociadas a los promotores génicos que hemos descrito. Sin embargo, los estudios
realizados en la ultima década han puesto de manifiesto el papel que desempena esta
modificacidon epigenética en el resto del genoma, como por ejemplo en el cuerpo de
los genes, en las secuencias amplificadoras y en los promotores sin islas CpG, entre
otros (47). En concreto, es cada vez mas evidente que la metilacion del DNA en el
cuerpo de los genes no es un mero testigo pasivo en la regulacién de la expresion, si no
gue parece estar implicada activamente en este proceso (48). Las técnicas de alcance
gendmico han permitido determinar que la metilacion del DNA en el cuerpo de los
genes se correlaciona positivamente con la expresion génica (49).

En leucemia linfocitica crénica (CLL), el estado de metilacidon de las CpGs de regiones
intragénicas de alrededor de 900 genes estudiados muestran una correlacién
significativa con la expresion del gen en el que se encuentran localizadas en ausencia
de cambios en la metilacion de las regiones promotoras (50). Las regiones intragénicas
de los genes del cromosoma X activo, y que por tanto se expresan, estan metiladas,
mientras que los promotores no lo estan (51). La metilacidn en el cuerpo de los genes
estd asociada con un mejor posicionamiento nucleosomal que, en este caso, favorece
la elongacién durante la expresidn (52). Ademads, se ha comprobado que las DNA
metiltransferasas (DNMTs) se encuentran fuertemente ancladas a los nucleosomas
(53), lo que demuestra la asociacién entre el posicionamiento nucleosomal y la
metilacion del DNA.

2.1.1. DNA metiltranferasas

La metilacion del DNA es un proceso dindmico, y por tanto su funcién esta
intimamente ligada a los procesos que la establecen y la mantienen. La adicién del
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grupo metilo en la posicién 5°de la citosina esta catalizada por las DNMTs que, como
describimos anteriormente, utilizan la SAM como donante de grupos metilo (Figura 3).

NH:z

|. Citosina
02N, A
SAM
(_) <—DNMT
SAH
NH:z
5-Metilcitosina

Figura 3. Reaccion de metilacion del DNA. SAM: S-adenosilmetionina, SAH: S-adenosilhomocisteina,
DNMT: DNA metiltransferasa

En mamiferos se han descrito cinco DNMTs: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B vy
DNMT3L.

La DNMT1 tiene mayor afinidad por el DNA hemimetilado y es, por tanto, la principal
responsable del mantenimiento de los patrones de metilacidn tras la divisién celular.
En las fases G1 y G2 del ciclo celular muestra una localizacién nuclear difusa, siendo en
la fase S del ciclo cuando se asocia a los focos de replicacion del DNA metilando la
nueva cadena de DNA sintetizada (54, 55) (Figura 4).

Replicacion

Cadena parental

Nueva cadena

De novo ?
DNMT3a/b
‘

)

‘

DNMT1 de
mantenimiento

Figura 4. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de metilacion. La metilacion de novo del
DNA en células troncales embrionarias y en cancer estd catalizada principalmente por la DNMT3A y la
DNMT3B. Después de cada ronda de replicacion, la DNMT1 restablece el patrén de metilacion de la
cadena parental en la nueva cadena sintetizada (Adaptado de (56)).

Las DNMT3A y 3B presentan la misma afinidad por el DNA hemimetilado y sin metilary
son las principales responsables de la metilaciéon de novo (57) (Figura 4). Por tanto,
juegan un papel fundamental en el establecimiento de los patrones de metilacion del
DNA durante el desarrollo embrionario. De hecho, sus niveles de expresién son mas
elevados durante esta fase, produciéndose una disminucién en la mayoria de los
tejidos adultos.
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Aunque durante mucho tiempo se ha aceptado esta estricta separacién de funciones,
existen un gran numero de evidencias que indican que las DNMTs de novo juegan
también un papel muy importante en el mantenimiento de los patrones de metilacién.
La pérdida de expresion conjunta de la DNMT1 y 3B en células de cancer de colon
induce una mayor pérdida de metilacion de DNA que la pérdida de expresion de la
DNMT1 o 3B (58). Los niveles de metilacién encontrados en las células somaticas de
adenocarcinomas en las que se inactivd la DNMT1 mediante ensayos Knockout se
mantuvieron en torno al 80%, dato que indica que las DNMT3s pueden ser capaces de
actuar como enzimas de mantenimiento en determinadas situaciones, compensando
asi la pérdida de DNMT1 (59). Estudios con Knockout en células troncales embrionarias
de ratén han demostrado que es necesaria la cooperacion de las DNMT3s y DNMT1 en
el mantenimiento de las regiones de heterocromatina (60).

La DNMT3L carece de actividad catalitica, pero es necesaria para la metilacidon de novo
ya que interacciona con las DNMT3s y las recluta a las regiones que han de ser
metiladas (61, 62). Para ello, la DNMT3L reconoce los nucleosomas que tienen la lisina
4 de la histona H3 sin metilar, una marca de histonas que como veremos mas adelante
es caracteristica de promotores transcripcionalmente activos. Esta DNMT es necesaria
en el proceso de impronta génica, de hecho, sus niveles de expresién son elevados
durante la gametogénesis, momento en el que tiene lugar dicho proceso. Ademas, es
capaz de reclutar histonas desacetilasas (HDACs) a promotores previamente metilados
como mecanismo para reprimir la expresion génica (63, 64).

La DNMT2 pertenece a la familia de las DNA metiltranferasas pero carece de esta
actividad enzimdtica y su actividad esta relacionada con la metilacion de tRNAs (65,
66).

Recientemente, se ha identificado una nueva DNMT de novo denominada DNMT3C en
células germinales de ratén. Esta enzima parece estar especializada en la metilacién de
retrotransposones (67).

2.1.2. Regulacidn de la transcripcion por metilacion del DNA

Como ya hemos descrito anteriormente, la metilacion del DNA en la regién promotora
de los genes y secuencias repetitivas se relaciona con la pérdida de expresion de los
genes adyacentes. Sin embargo, esta modificacidn por si sola no es capaz de reprimir la
expresion génica. Se han propuesto dos posibles mecanismos a través de los cuales la
metilacion del DNA contribuye a dicho silenciamiento (68):

e Un primer mecanismo implica la interferencia directa de las citosinas metiladas
con la union de factores de transcripcion. Este es el caso de AP-2, c-Myc/Myn,
CREB, E2F y NF-KB que reconocen secuencias que contienen CpGs y cuya unién
se ha visto inhibida cuando estas estan metiladas (69, 70, 71, 72, 73). Pero
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existen otros factores de transcripcidén cuya secuencia de reconocimiento
también contiene CpGs, pero su unién no se ve afectada por la metilaciéon
como es el caso de SP1 por lo que no es un mecanismo generalizado (74).

e Un segundo mecanismo, y el mejor caracterizado, implica el reconocimiento del
DNA metilado por las proteinas de unién a DNA metilado (MBDs). En
mamiferos, estas proteinas se dividen en tres familias: familia con dominio de
unién a DNA metilado (MBDs), proteinas Kaiso y Kaiso-like y proteinas con
dominio SRA (75). En general, estas proteinas contienen un dominio de unién a
DNA metilado y un dominio represor con el que interaccionan con otras
proteinas epigenéticas como las HDACs y los complejos remodeladores de la
cromatina que en conjunto provocan el silenciamiento génico (Figura 5). En
particular, MeCP2, que fue el primer miembro caracterizado de la familia MBD,
interactia con Sin3A, un complejo del que forman parte las histonas
desacetilasas HDAC1 y HDAC2, que provocan la desacetilacién de las histonas y
gue, como veremos mas adelante, conducen a un estado condensado de la
cromatina impidiendo el acceso de la maquinaria trasnscripcional (76, 77).
MeCP2 también interacciona con complejos que contienen proteinas con
actividad histona metiltransferasa (SuvarH1, SuvarH2, G9a, ESET y Eu-HMTasa
1) que metilan la lisina 9 de la histona H3 (H3K9), una marca de histonas
asociada al silenciamiento génico (78). Por otro lado, el silenciamiento génico
por metilacion de la y-globina en los eritrocitos es mantenido por la accién de
la proteina MBD2 (79).
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Figura 5. Mecanismos de represion transcripcional mediante la metilacion de las islas CpG. (A)
Representacion de una isla CpG libre de metilacion (bolas blancas) y que permite el acceso de la
magquinaria transcripcional. (B) Silenciamiento génico debido a la presencia de metilacion en la isla CpG
(bolas negras) que impide directamente el acceso a la maquinaria transcripcional. (C) Silenciamiento
génico mediado por las proteinas con dominio de unién a DNA metilado (MBD) y que es capaz de atraer
complejos represores de la transcripcion. FT: Factor de transcripcidn; PoL Il: Polimerasa |l; HDAC:
Histona desacetilasa; MBD: Proteina de unidon a DNA metilado. (Adaptado de (80)).

Por tanto, es indiscutible que la metilacidn de las islas CpG en los promotores de los
genes impide su expresion. Sin embargo, si ha existido un amplio debate sobre que
evento ocurre en primer lugar, el silenciamiento o la metilacién del DNA. Durante
mucho tiempo se asumidé que el evento director era la metilacion del DNA, como
hemos descrito en el parrafo anterior, el DNA metilado es reconocido por proteinas
gue atraen complejos que son los responsables Ultimos del silenciamiento, pero los
trabajos publicados en los ultimos afios indican que el DNA libre de nucleosomas no es
sustrato para las DNMTs de novo ya que estas son reclutadas al DNA mediante su
interaccion con la DNMT3L, que a su vez, interacciona con el extremo amino terminal
de la histona H3 cuando la lisina 4 esta libre de marca (81). Por tanto, las DNMTs solo
pueden metilar aquellos promotores ocupados por nuclesomas y en ausencia de
marcas de histonas que facilitan la expresion. Por otro lado, la metilacidn del gen Hprt
situado en el cromosoma X inactivado en mujeres tiene lugar después de que el
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cromosoma X haya sido inactivado. Es decir, la metilacion parece que actia como un
refuerzo a genes previamente silenciados, como los asociados al cromosoma X inactivo
(82).

2.2. Desmetilacion del DNA

La metilacion del DNA es un proceso reversible en el que la pérdida de metilacién o
desmetilacién puede ser pasiva o activa. Como ya hemos descrito, los patrones de
metilacion del DNA son mantenidos de células madre a hijas por la DNMT1, por lo que
la ausencia de DNMT1 funcional puede conducir a una desmetilacidon pasiva del DNA
tras sucesivas rondas de replicacion. Por otro lado, existen evidencias que indican que
esa pérdida de 5mC también puede ser llevada a cabo de forma activa e independiente
de la replicacién del DNA. No fue hasta el afio 2009 cuando se llega a un consenso
sobre el mecanismo de desmetilacidn activa. Las claves fueron la identificacidn, por un
lado, de la 5-hidroximetilcitosina (5hmC), un derivado oxidado de la 5mC (83, 84), y por
otro lado, la de una familia de dioxigenasas de DNA (TET1, 2 y 3 (ten-eleven
translocation) (85, 86). Estas enzimas catalizan la conversién de la 5mC a 5hmC
produciendo en ultima instancia la desmetilacién de la citosina a través de sucesivas
oxidaciones y reparacion por escisiéon de bases mediado por una timidina glicosilasa de
DNA (TDG) (84). Estudios posteriores han demostrado que las proteinas TET pueden
oxidar, ademas, la 5hmC a 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxicitosina (5caC) (87, 88, 89)
(Figura 6). Ademads de ser un intermediario en la desmetilacién activa del DNA, la
5hmC puede constituir, per se, una marca epigenética. Esta modificacion es muy
abundante en células troncales embrionarias y en neuronas de Purkinje lo que indica
gue estd presente de manera estable en el genoma de mamiferos y, aunque no se
conoce con exactitud su funcidn, parece ser importante en la regulacién de la
expresion (83). No existen evidencias claras de una correlacion entre la presencia de
5hmC en los promotores génicos y transcripcidn, aunque si se ha demostrado que la
5hmC puede evitar el efecto silenciador de la 5mC al impedir la unién de las MBDs. De
hecho, MeCP2 no es capaz de unirse a su diana cuando la 5mC es convertida a 5 hmC
(90).
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Desmetilacion Pasiva del DNA
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Figura 6. Representacion esquematica de la metilacion y desmetilacion del DNA. La metilacion del DNA
es llevada a cabo por las DNMTs. La desmetilacion del DNA tiene lugar de forma pasiva o activa. En este
Gltimo caso estda mediado por las proteinas TET que oxidan la 5- metilcitosina (5mC) a 5-
hidroximetilcitosina (5hmC). La 5hmC puede ser convertida a citosina mediante una serie de reacciones
enzimaticas y posterior reparacion de DNA por escision de bases (TDG/BER).

2.3. Modificaciones postraduccionales de las histonas

El material genético de los organismos eucariotas esta empaquetado en una estructura
denominada cromatina. La unidad bdsica de la cromatina es el nucleosoma que esta
compuesto por un octamero de histonas formado por dos copias de las histonas H2A,
H2B, H3 y H4 y rodeado por un fragmento de DNA de 147 pb. Los nucleosomas estan
unidos entre si por un fragmento de DNA de tamafio variable y por la histona H1. En el
nucleo celular la cromatina no esta organizada de una manera uniforme, si no que la
podemos distinguir en dos estados funcionales, una cromatina altamente condensada
y, por lo tanto, inaccesible para la maquinaria transcripcional denominada
heterocromatina, y otra poco condensada vy, por tanto, accesible a dicha maquinaria
denominada eucromatina.

Las histonas son proteinas muy conservadas evolutivamente en los organismos
eucariotas que se caracterizan porque el extremo N-terminal es rico en aminoacidos
basicos (lisina y arginina). Este extremo protruye del nucleosoma pudiendo contactar
con otros nucleosomas. Durante muchos afios se pensé que la funcién de las histonas
era de mero soporte estructural para permitir la compactacién del DNA en el nucleo.
Sin embargo, hacia la mitad de los afos 80 del siglo pasado este planteamiento fue
reconsiderado a la luz de los estudios que demostraron que las modificaciones
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postraduccionales que sufren los aminoacidos situados en el extremo N-terminal son
fundamentales no sélo en el mantenimiento de los diferentes estados funcionales de
la cromatina (heterocromatina y eucromatina) sino también en la regulacién de la
expresion, replicacidn, recombinacién y reparacién del DNA (91). Entre las numerosas
modificaciones que pueden sufrir las histonas encontramos la acetilacion, la
metilacion, la fosforilacién, la ubiquitinacién, la sumoilacién y la ADP-ribosilacidn. La
informacién acumulada por la diferente combinacidon de estas modificaciones es
conocida como el “cddigo de histonas” (92). Las modificaciones mejor conocidas son la
acetilacién y metilacion de los residuos de lisina y arginina del extremo amino terminal
de las histonas H3 y H4.

2.3.1. La acetilacion de histonas

La primera modificacion de histonas descrita fue la acetilaciéon (93). Pronto, los
trabajos revelaron la asociacion entre la acetilacion de histonas y genes
transcripcionalmente activos, indicando el papel de esta modificacién en la regulacion
de la transcripcién. Esta modificacién epigenética es un proceso altamente dinamico,
regulado por dos familias de enzimas denominadas histonas acetiltransferasas (HATSs)
e histonas desacetilasas (HDACs). Las HATs catalizan la transferencia de un grupo
acetilo al grupo e-amino de las lisinas, neutralizando la carga positiva de este residuo y
debilitando su interaccién con las cargas negativas del DNA. Como consecuencia se
produce un estado mads relajado de la cromatina que permite el acceso de la
maquinaria transcripcional. Por el contrario, la desacetilacién de histonas incrementa
las interacciones idnicas entre estas y el DNA, conduciendo a un estado mas
condensado de la cromatina e inhibiendo la transcripcién al limitar el acceso de la
magquinaria transcripcional (94).

Ademads de regular la expresidn controlando el estado de compactacién de Ia
cromatina, las lisinas acetiladas generan sitios de unién para proteinas que contienen
los denominados bromodominios y que actian como reguladores de la transcripcion.
Entre las proteinas con bromodominios encontramos las HATs PCAF y GCNS5,
coactivadores de la transcripcion (CBP, CREB-binding protein), factores de transcripcién
(BPTF) y complejos remodeladores de la cromatina (SWI/SNF) (95).

2.3.2. La metilacion de histonas

La metilacion de las histonas estd relacionada con los procesos de regulacién de la
estructura de la cromatina, la transcripciéon y la reparacién del DNA. Tiene lugar en los
residuos de lisina y arginina del extremo amino terminal de las histonas H3 y H4 v al
igual que la acetilacién es un proceso reversible regulado por las histonas
metiltransferasas (HMT) y las histonas desmetilasas (HDM). Las lisinas pueden ser
mono-, di- y trimetiladas, mientras que las argininas pueden estar mono- y
dimetiladas, pero en ningln caso esta modificacion altera la carga de las histonas. Asi
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como la acetilacién de las lisinas esta ligada a la activacién de la transcripcion, su
metilacion puede estar asociada a la activacién o la represidn transcripcional en
funcion del residuo modificado y el grado de metilacién sufrido por cada residuo (96).
De modo que mientras la metilacion de las lisinas 4, 36 y 79 de la histona H3 (H3K4,
H3K36 y H3K79, respectivamente) se relaciona con regiones transcripcionalmente
activas, la de las lisinas 9 y 27 de la histona H3 (H3K9 y H3K27, respectivamente) y
lisina 20 de la histona H4 (H4K20) estan relacionadas con regiones silenciadas (91). Por
ejemplo, la metilacién de la H3K27 estd implicada en el silenciamiento de genes HOX
(codifican para factores de transcripcion implicados en el desarrollo embrionario
temprano), en la inactivacion del cromosoma X y en el proceso de impronta génica
(97). Ademas, el grado de metilacién también va a determinar la funcién y localizacidn
de cada marca de histonas. Asi, las formas di- y trimetiladas de H3K4 (H3K4me3) son
caracteristicas de genes transcripcionalmente activos, pero la forma dimetilada
(H3K4me2) estd distribuida a lo largo del cuerpo de genes activos, mientras que la
forma trimetilada lo es de regiones promotoras (98). A diferencia de la acetilacion y la
fosforilaciéon, la metilacién es mas estable lo que la convierte en una modificacion
epigenética de larga duracion ligada a la conformacion de la cromatina (99).

Dado que esta modificacion no altera la carga neta de las lisinas, el efecto sobre la
actividad transcripcinal no depende del cambio de interaccién de las histonas con el
DNA. En este caso, las histonas metiladas son reconocidas por proteinas con
cromodominios que bien directamente o mediante el reclutamiento de otras proteinas
modifican la estructura de la cromatina y/o sus estados transcripcionales. Por ejemplo,
la H3K9 metilada es reconocida por la proteina de la heterocromatina 1 (HP1) y las dos
cooperan en el establecimiento de las regiones de heterocromatina (100, 101). La
metilacion de la H3K4 es reconocida por HATs y complejos remodeladores de la
cromatina, entre otros, e impide el reclutamiento de las DNMTs favoreciendo de este
modo la transcripcion (102, 103).

2.3.3. Fosforilacion de histonas

La fosforilacidn de histonas tiene lugar en los residuos de serina, treonina y tirosina y
también es un proceso altamente dindmico regulado por proteinas quinasas vy
fosfatasas. Las quinasas de histonas transfieren un grupo fosfato procedente del ATP al
grupo hidroxilo del residuo diana, aumentando la carga negativa de las histonas. La
fosforilacién de histonas estd implicada predominantemente en la remodelacion de la
cromatina y en la regulacion de la expresién génica. En funcion del contexto en el que
tenga lugar, la fosforilacién de histonas puede tener efectos significativamente
divergentes en la estructura de la cromatina. En este sentido, la fosforilacion de la
serina 10 de la histona H3 (H3S10) se asocid inicialmente con la condensacion de la
cromatina durante la mitosis (104, 105), pero también se ha demostrado que favorece
un estado relajado de la misma vy la activacién de la transcripcién durante la interfase
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celular en eucariotas (106, 107). Esto puede ser debido, al igual que ocurre en el caso
de otras modificaciones postraducionales, a que la fosforilacion de un Unico residuo,
no deba ser considerado como un evento independiente, si no que dependiendo del
contexto celular en el que tenga lugar, su relacion con otras modificaciones de
histonas y su interaccién con complejos reguladores de la transcripcion, el efecto final
sera diferente.

2.4. miRNA

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA, entre 18 y 25 nucleotidos,
muy conservadas evolutivamente, que no codifican para proteinas y cuya funcién
principal es la regulacion postranscripcional de la expresién. Fueron descritos por
primera vez en 1993, en un estudio que identificé a lin-14 como un RNA de pequefio
tamafio que regulaba la expresidon del gen lin-4 de Caenorhabditis elegans (108).
Estudios posteriores demostraron que los miRNAs inhiben la expresion mediante su
unidn a secuencias complementarias en la regién 3’'UTR de los mRNA que codifican
para los genes que regulan. Actualmente, se estima que los miRNAs representan
aproximadamente el 5% de todo el genoma de las diferentes especies y que el 60% de
los genes que codifican para proteinas estan regulados por al menos un miRNA. De
hecho, los miRNAs regulan casi todas las funciones celulares como la proliferacion
celular, diferenciacién y apoptosis (109, 110, 111).

En mamiferos, los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il como una molécula
de RNA denominada pri-miRNAs. Este pri-miRNA es procesado, en primer lugar, por
una RNasalll denominada Drosha que produce un pre-miRNA de aproximadamente 70
nucledtidos. Este pre-mRNA es exportado al citoplasma celular y una vez alli es
hidrolizado de nuevo por otra RNasalll denominada Dicer dando lugar a una molécula
de RNA de doble cadena. A continuacidn, las cadenas de este miRNA se separan y una
de ellas da lugar al miRNA maduro que se incorpora a un complejo denominado
Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC) (112, 113). El miRNA incorporado
al complejo RISC reconoce e interacciona con la secuencia del extremo 3’UTR del RNA
diana y reprime su expresidon mediante la inhibicién de la traduccion o induciendo la
degradacion del mRNA dependiendo del grado de complementariedad con la
secuencia diana.

2.5. Interrelacion entre metilacion del DNA y las modificaciones postraduccionales de
las histonas

Las modificaciones epigenéticas no deben ser consideradas individualmente, ni como
meros compartimentos estancos, sino que interactlan unas con otras en la regulacién
de la estructura y funcion de la cromatina, y es la combinacién de estas modificaciones
lo que podriamos denominar como “cédigo epigenético”. Por ejemplo, la metilacion
del DNA en las islas CpG de los promotores de los genes silenciados es acompafiada de
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una pérdida en la acetilacién de las histonas y de la metilaciéon de la H3K9, mientras
gue en los promotores transcripcionalmente activos, el DNA no estd metilado, las
histonas estan acetiladas y la H3K4 esta metilada.

Es particularmente interesante la relacion entre la metilacién del DNA y la metilacion
de las histonas en el restablecimiento del patrén epigenético durante el desarrollo
embrionario. El patrén de metilacién del DNA es borrado tras la fecundacién y debe
establecerse de nuevo aproximadamente en el momento de la implantacion del
embrién. Es en ese momento cuando se produce la metilacién indiscriminada de todo
el DNA salvo los promotores de los genes, proceso catalizado por la DNMT3A vy
DNMT3B. Este proceso puede ser explicado, al menos en parte, mediante la accidn
conjunta de las DNMTs y las modificaciones de histonas. La RNA polimerasa Il se une al
inicio de transcripcion de los genes que se deben expresar y recluta proteinas con
actividad HMT responsables de la metilacién de la H3K4. Para el restablecimiento del
patron de metilacién durante el desarrollo, las DNMT3A y B son reclutadas mediante la
interaccidon con la DNMT3L, que reconoce el extremo aminoterminal de la histona H3,
siendo esta interaccion inhibida por la metilacidn de la H3K4. Por ello, la metilacidn de
novo durante el desarrollo embrionario tiene lugar en la mayoria de los sitios CpG del
genoma, exceptuando los promotores debido a la presencia de la forma metilada de la
H3K4. (52, 81, 114).

Durante el desarrollo se produce la represién de los genes encargados de mantener la
pluripotencialidad de las células embrionarias en los primeros estadios. Este es el caso
del gen Oct 3/4 que se expresa en las primeras etapas y debe ser silenciado al inicio de
la gastrulacién. Este proceso comprende varios pasos en los que se establece una
cooperacion entre diferentes modificaciones epigenéticas. En primer lugar, se produce
el reclutamiento de factores de transcripcion que interaccionan con un complejo del
gue forman parte, entre otros, la histona metiltranferasa G9a e histonas desacetilasas,
que desacetilan y metilan la H3K9. Esta modificacién hace posible la unién de la
proteina HP1 que facilita la heterocromatinizacién del promotor. Ademas, G9a
interacciona con DNMT3A y DNMT3B que metilan el promotor y cooperan en la
represion estable de Oct 3/4 durante el desarrollo (114, 115).

Por otro lado, las proteinas MBDs interaccionan con diferentes enzimas modificadoras
de la cromatina entre las que se incluyen las HDACs vy las lisinas metiltransferasas
(116). Por ejemplo, MeCP2 se asocia con Suv39h 1/2, una histona metiltransferasa que
metila H3K9, y por tanto, cooperan en el silenciamiento génico (78).

Ademas, existen mecanismos adicionales mediante los que se establece esta conexion
entre las diferentes modificaciones epigenéticas. Por ejemplo, EZH2 (Enhancer of Zeste
homolog 2), que es una HMT que forma parte del complejo Polycomb y es la
encargada de metilar la H3K27, es capaz de unirse a las DNMTs vy dirigir la metilacién
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del DNA a los promotores de determinados genes tanto en condiciones fisiologicas
normales como en procesos patoldgicos como el cancer (117, 118).

Por tanto, el correcto establecimiento, regulacion y mantenimiento del patrdn
epigenético de cada tipo celular es fundamental para el funcionamiento normal de la
célula y el mantenimiento de la homeostasis del organismo por lo que las alteraciones
en dichos patrones dan lugar al desarrollo de diferentes patologias entre las que se
encuentra el cancer.

3. Epigenética y cancer

El cdncer es una enfermedad o grupo de enfermedades con una etologia muy
diferente y en la que confluyen un gran numero de factores. Durante décadas, los
estudios en torno a las alteraciones moleculares responsables del desarrollo del cancer
se centraron en la busqueda de alteraciones genéticas (mutaciones, translocaciones,
etc.) que condujeran a cambios en la expresion y/o actividad de proteinas que regulan
procesos importantes para el mantenimiento de la homeostasis celular, como el ciclo
celular y los procesos de muerte celular programada. Esta busqueda ha producido
notables resultados con el hallazgo de un gran nimero de mutaciones que, ademas de
aportar una valiosa informacién sobre la etiologia de cada tumor en particular, han
sido decisivas para la seleccion de biomarcadores y el desarrollo de terapias. Sin
embargo, no todas las alteraciones moleculares asociadas al cancer pueden ser
explicadas desde el punto de vista de la genética, sino que también son debidas a
alteraciones epigenéticas (119).

Las alteraciones en las modificaciones epigenéticas juegan un papel importante en el
inicio y progresion del cancer. El epigenoma del cancer se caracteriza por cambios en
los patrones de metilacion del DNA y en las modificaciones postraduccionales de las
histonas, asi como cambios en la expresion y/o actividad de las enzimas que regulan
estas modificaciones y en las proteinas encargadas de leerlas e interpretarlas. Todos
estos cambios tienen como resultado una desregulacién de la expresién génica que
conducen al desarrollo y progresiéon de la enfermedad (119, 120). Al igual que las
mutaciones, las alteraciones epigenéticas son mitéticamente heredables vy
seleccionadas durante el rdpido desarrollo del cdncer confiriéndole una ventaja
adaptativa a las células tumorales y dando como resultado un crecimiento celular
descontrolado (121). Sin embargo, una ventaja de los cambios epigenéticos asociados
al desarrollo tumoral es que son faciles de detectar y potencialmente reversibles, lo
gue permite su uso como biomarcadores y posibles dianas terapéuticas.

3.1. Metilacion del DNA en cancer

Aunque hay cierto debate sobre si las alteraciones en los patrones de metilacién del
DNA durante la tumorogénesis son eventos conductores, es decir, si son requeridos
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para la transformacion y mantenimiento de la célula tumoral, o bien, son eventos
pasajeros, lo que es indiscutible es que estos cambios contribuyen al fenotipo tumoral.

Una célula cancerosa se caracteriza por una pérdida de metilacion global o
hipometilacion, a la vez que se produce la hipermetilacion de las islas CpG de algunos
promotores génicos (122) (Figura 7).

Célula Normal

GEN

Isla CpG Secuencias repetitivas
I 1 I 1

@ E E3 ]
I—Expresién Geénica

Transformacion Maligna

Célula Tumoral

GEN

Isla CpG Secuencias repetitivas
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Silenciamiento Génico 7 Gitosina no metilada
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Figura 7. Perfil de metilacion en una célula normal y en una célula tumoral. En la célula tumoral se
produce una hipermetilacién de los promotores génicos y una hipometilacion global del DNA que
conduce a una inestabilidad gendmica.

3.1.1. Hipometilacidon del DNA en cancer

Los primeros estudios que evidenciaron una relacidn entre la epigenética y el cancer se
publicaron en 1983 y mostraron una disminucién en los niveles de metilacion global en
las células cancerosas en comparacion con células normales. Desde entonces han sido
numerosos los estudios que han demostrado una estrecha relacidn entre la
disminucion en los niveles de metilacién del DNA y la progresion tumoral (123, 124). La
hipometilacion global del DNA tiene lugar principalmente en secuencias repetitivas,
elementos transponibles y retrovirales integrados en el genoma (47). Esta alteracién
epigenética se ha observado tanto en las primeras etapas del desarrollo (125, 126)
como en la progresion tumoral (127, 128). La hipometilacion del retrotransposon LINE-
1 (Long Interspersed Nuclear Element type 1) estd fuertemente asociada con la
progresion de la leucemia mieloide crénica (CML) sugiriendo que LINE-1 puede ser un
marcador de la progresion de esta patologia (127).
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Se han propuesto tres mecanismos para explicar la contribucion de la hipometilacion
en el proceso de carcinogénesis:

a) La disminucion en los niveles de metilacidn en las secuencias repetitivas puede
favorecer la recombinacién dando lugar a reordenamientos cromosémicos, que
en ultima instancia, promueven la inestabilidad gendmica, predisponiendo la
aparicion de mutaciones, delecciones, amplificaciones, inversiones vy
translocaciones cromosémicas (129, 130, 131). De hecho, hay una relacién
directa entre la hipometilacion y la aparicién de alteraciones cromosdmicas en
pacientes con cancer de colon (132) que, ademas, se asocia con un peor
prondstico de estos pacientes (133). La hipometilacién de retrotransposones
produce su activacion vy translocacion a otras regiones gendmicas
contribuyendo a la inestabilidad observada durante el proceso tumoral (134).
Siguiendo con el ejemplo anterior, LINE-1 se encuentra hipometilado en un
amplio rango de tumores, entre los que se incluyen el de mama (135), higado
(136) y prostata (137).

b) La hipometilacién del DNA en los promotores de oncogenes puede conducir a
un aumento en su expresién, como son los casos de R-Ras, la ciclina D2 vy
MASPIN en cancer gastrico, MAGE en melanoma y S100P en cancer de
pancreas (138, 139, 140).

c) Una disminucidon en la metilacién puede inducir la pérdida del imprintado
gendmico (LOI). Un claro ejemplo, es el caso de IGF2, un factor de crecimiento
que regula la proliferacién celular. En células normales se expresa solo un alelo
permaneciendo el otro inactivado por metilacion del promotor. La
hipometilacidn conduce a un aumento en la expresion de IGF2 provocando un
aumento de la proliferaciéon celular en tumores de mama, higado, pulmén vy
colon (141, 142).

Hasta el momento no se ha descrito el mecanismo por el que se produce la
hipometilacion del DNA en cancer. Sin embargo, diferentes estudios han puesto de
manifiesto que diferentes factores ambientales y hdbitos alimenticios pueden
modificar la actividad de las enzimas responsables del mantenimiento de los estados
de metilacion del DNA. En este sentido, estudios in vitro han demostrado como la
exposicién a Arsénico (As) induce una hipometilacidon global dependiente de la dosis.
La detoxificacidon del As es llevada a cabo por SAM, donador universal de grupos metilo
y sustrato de las DNMTs. La exposicion a As conlleva a una disminucién de SAM vy la
actividad de las DNMTs (143, 144, 145, 146). Por otro lado, una dieta deficiente en
folatos produce una atenuacidn en el ciclo de la metionina, aumentando los niveles de
S-adenosilhomocisteina (SAH) y disminuyendo los de SAM, lo que conduce a una
hipometilacidon del DNA recién sintetizado (147).
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3.1.2. Hipermetilacion del DNA en cancer

De modo paralelo a la pérdida de metilacion global, en cdncer se produce la
hipermetilacion de las islas CpG situadas en algunos promotores de genes con
importantes funciones en el mantenimiento de la homeostasis celular. El primer gen
supresor de tumores cuya hipermetilacion se describié en cancer fue el gen del
retinoblastoma (Rb) que codifica para una proteina implicada en la regulacién del ciclo
celular (148). En las décadas posteriores, y gracias, en gran parte, a las técnicas de
alcance gendmico se ha producido un espectacular aumento en el nUmero de genes
inactivados por metilacion en los diferentes tipos tumorales. Entre los genes
silenciados por metilacion en cdncer encontramos un gran numero de genes
supresores de tumores que regulan funciones directamente implicadas en el desarrollo
tumoral como son el ciclo celular, la reparacién del DNA, la adhesiéon celular, la
apoptosis y la angiogénesis (Tabla 1). Como ejemplo, el silenciamiento de genes
implicados en la reparacion del DNA provoca que las células acumulen lesiones
genéticas asociadas al desarrollo del cdncer, como sucede en el caso de la enzima 0°
Metilguanina DNA metiltransferasa (MGMT), cuya hipermetilacién se asocia con la
acumulacién de mutaciones (G & A) en el gen KRAS en tumores colorrectales (149). La
hipermetilacion también puede regular de manera indirecta la expresién génica al
producir el silenciamiento de factores de transcripcion, como RUNX3, que esta
metilado en cédncer de eséfago (150) y GATA-4 y GATA-5 en céncer de colon y gastrico
(151).
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Tabla 1. Genes hipermetilados en cancer y las funciones que regulan

Gen Funcidén Tipo de Cancer
Reparaciéon del DNA
hMLH1 Reparacién de bases desapareadas Colon, endometrio, estomago
MGMT Reparacién de O6-alquil-guanina Midltiples tipos
WRN Exonucleasa de DNA Midltiples tipos
BRCA1 Reparacion del DNA, Transcripcién Mama, ovario
Ciclo celular
ple'Nkea Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina Mdltiples tipos
p15MNKap Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina Leucemia
Rb Inhibidor del ciclo celular Retinoblastoma
Via p53
p14°RF Inhibidor de MDM2 Colon, estémago, rifion
p73 Homdlogo de p53 Linfoma
HIC-1 Factor de Transcripcion Multiples tipos
Respuesta Hormonal
ER Receptor de estrogenos Mama
PR Receptor de progesterona Mama
AR Receptor de andrégenos Prostata
PRLR Receptor de prolactina Mama
Respuesta vitaminica
RAR Receptor del acido retinoico Colon, pulmén, cabeza y cuello
Sefializacién de Ras
RASSF1A Efector homélogo de Ras Mdltiples tipos
NORE1A Efector homoélogo de Ras Pulmén
Adhesion e Invasion celular
CDH1 E-cadherina, adhesioén celular Mama, estomago, leucemia
CDH13 H-cadherina, adhesién celular Mama, pulmén
FAT Cadherina, supresor tumoral Colon
EXT1 Sintesis de heparan sulfato Leucemia, piel
EMP3 Interacciones célula-célula Glioma, neuroblastoma
Apoptosis
DAPK Pro-apoptotico Linfoma, pulmén, colon
TMS1 Pro-apopt6tico Mama
SFRP1 Secreted Frizzled-related protein 1 Colon
Cascada Tirosina Quinasa
SOCS-1 Inhibidor de la via JAK/STAT Higado, mieloma
SOCS-3 Inhibidor de la viaJAK/STAT Pulmén
SYK Tirosina quinasa Mama
Factores de Transcripcion
GATA-4 Factor de Transcripcién Colon, estomago
GATA-5 Factor de Transcripcion Colon, estomago
Otras Vias
GSTP1 Conjugacion de glutation Préstata, mama, rifion
LKB1/STK1: Serina/threonina quinasa Colon, mama, pulmén
VHL Componente de la Ubiquitina ligasa Rifién, hemangioblastoma
THBS-1 Trombospondina-1, anti-angiogénica Glioma
APC Inhibidor de B-catenina Tracto aerodigestivo
COX-2 Ciclooxigenasa-2 Colon, estomago
SRBC Proteina de union a BRCA1 Mama, pulmén
RIZ1 Metiltransferasa de Histona/proteina Mama, higado
Lamin A/C Proteina estructural Leucemia, linfoma
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La hipermetilacion del DNA es un evento temprano en el proceso tumorogénico,
desempeiiando, muy problablemente, un papel fundamental en su iniciacion y
progresién y creando un escenario propicio para la acumulacién de alteraciones tanto
genéticas como epigenéticas. A pesar del gran numero de datos que muestran una
clara asociacién entre las alteraciones en los patrones de metilacién del DNA vy el
cancer, aln no esta claro si este es un evento conductor en el desarrollo tumoral. En
este sentido, un estudio publicado recientemente demostré que la hipermetilacién de
pl6 induce la formacion de tumores y la progresion de la enfermedad en ratones
(152).

Son muchos los estudios que han encontrado un aumento de la expresion de las
DNMTs en diferentes tejidos y lineas celulares cancerigenas (153, 154, 155), lo que
podria explicar, en parte, la hipermetilacion observada en céncer. Sin embargo, este
aumento no explicaria la hipometilacién global del DNA que se produce de modo
paralelo. Otras de las incdgnitas sin resolver es el por qué unos genes son mas
susceptibles a esta hipermetilacidn y cudles son los mecanismos exactos que definen el
que unas secuencias sean metiladas y otras no. En este sentido, se han propuesto
varias teorias:

e El silenciamiento de determinados genes aportaria una ventaja en el
crecimiento celular, dando como resultado su seleccién y proliferacion clonal
(156). Esta hipermetilacién especifica podria ser debida a un mecanismo
mediante el cual las DNMTs son dirigidas a determinados genes mediante su
interaccion con factores de transcripcidn oncogénicos. En leucemia
promielocitica aguda la proteina de fusion PML-RAR es capaz de reclutar las
DNMTs a los promotores de los genes que tienen la secuencia de
reconocimiento para este factor de transcripcion e inducir de este modo la
hipermetilacion y el silenciamiento génico (157).

e Otra de las posibilidades, y la mas aceptada, es aquella en la que determinadas
modificaciones de histonas podrian actuar como dianas o marcadores para la
metilacion de novo. A menudo, regiones hipermetiladas en cancer estan
marcadas por la trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3 en ESC y en
algunos casos por la presencia de marcas bivalentes como H3K27me3 vy
H3K4me3 lo que sugiere un vinculo entre la regulacién del desarrollo y la
tumorogénesis (118). Las células ESC mantienen genes implicados en el
desarrollo silenciados durante el proceso de diferenciacion gracias a la
existencia de los llamados dominios bivalentes de la cromatina que son
regiones en las que solapan marcas de histonas que favorecen la activaciéon
transcripcional (H3K4me) y otras, que por el contrario, favorecen la represion
(H3K27me3). Estas marcas permiten mantener silenciados determinados
genes, como los genes de la familia HOX durante el desarrollo embrionario, a la
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vez que permiten su posicionamiento hacia la activacion cuando son
necesarios. La hipermetilacion de estos dominios bivalentes conduce al
silenciamiento permanente de genes necesarios durante el proceso de
diferenciacién conduciendo a las ESC a un estado de continua autorrenovacion
y a una predisposicién al desarrollo del cancer (118, 158, 159, 160).

La hipermetilacion de genes supresores de tumores es especifica del tipo tumoral
(161). Esto no quiere decir que cada gen estd hipermetilado especificamente en un
solo tipo tumoral, sino que existe un perfil especifico para cada tumor, es decir, hay
combinaciones de genes cuyo estado de metilacién es exclusivo para cada tipo tumoral
(130, 161). Mientras que algunos genes como el inhibidor del ciclo celular p16INK4a
estd hipermetilado en muchos tipos tumorales, entre los que se encuentran el
colorrectal, el de pulmodn, el carcinoma de mama, el de vejiga y el melanoma (162), la
hipermetilacion de otros genes como EXT1 es caracteristica de leucemias y cancer de
piel (163). Esto, junto con la reversibilidad de esta modificacidon epigenética, y la
disponibilidad de métodos rapidos y sensibles para su deteccién hacen de la metilacién
del DNA una excelente herramienta para el diagndstico, prondstico y su uso como
diana terapéutica.

3.2. Modificaciones postraduccionales de las histonas en cancer

Los avances tecnoldgicos han hecho posible un mejor conocimiento de las alteraciones
de las modificaciones de histonas asociadas al desarrollo tumoral. Dichas alteraciones
representan otro mecanismo epigenético que ayuda a explicar el comportamiento de
la célula cancerosa. De igual modo a como sucede con la metilacién del DNA, en las
ultimas décadas han aparecido un gran numero de trabajos en los que se han
comparado los patrones de las modificaciones de histonas entre células normales y
tumorales. Uno de los primeros estudios demostré que la pérdida de acetilacion de la
lisina 16 de la histona H4 (H4K16ac) y de la trimetilacidn de la lisina 20 de la histona H4
(H4K20me3) en secuencias repetitivas es un evento comun en las células de cancer
humano, que ademds, va asociado a la pérdida de metilacion del DNA en estas
regiones. Ademas, estos cambios en las histonas tienen lugar en etapas tempranas del
desarrollo de esta patologia (164).

Los cambios en los niveles de acetilacidn de histonas observados en cancer pueden ser
debidos a cambios en la expresion y/o actividad de las HDACs y las HATs. En cuanto al
papel que desempefian las HDACs en cancer, un gran numero de estudios han
evidenciado como la alteracion en sus niveles de expresién estan implicados en
diferentes tipos de céncer. Asi, se han encontrado aumentos de expresién de HDAC1
en tumores gastricos, de préstata y colon; de HDAC2 en cancer cervical y gastrico y de
HDAC3 y HDAC6 en cancer de colon y mama, respectivamente (94). El aumento en la
expresion de las HDACs tiene como resultado una disminucién en los niveles de
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acetilacion de las histonas y, por tanto, la represion de genes supresores del
crecimiento promoviendo la proliferacion de células cancerosas. En este sentido,
HDAC2 esta habitualmente sobreexpresada en carcinomas colorrectales, displasias
cervicales, sarcomas del estroma endometrial y carcinomas gastricos (165). Sin
embargo, otros estudios han encontrado que la pérdida de funcién de HDAC2 puede
tener un papel relevante en el desarrollo de tumores con inestabilidad de
microsatélites (166, 167).

Por otro lado, las HATs también se encuentran alteradas en diferentes patologias
incluido el cancer. Se han observado translocaciones de las HAT CBP y MOZ en
leucemia mieloide aguda (AML) (168). En canceres colorrectales y gastricos se han
identificado mutaciones en p300 (169).

En cuanto a los cambios en la metilacién de histonas en cancer, al igual que ocurre con
los cambios en la acetilacion, pueden ser debidos a alteraciones en la expresion y/o
actividad de las HMTs y HDMs. Los cambios en la expresion y/o actividad de las HMTs
son frecuentes en cancer, asociandose, ademas, en algunos casos con un aumento de
su agresividad. Asi, los niveles de expresion de EZH2, ademas de ser un biomarcador
de progresiéon en CP, se ha asociado con una mayor agresividad del cancer de mamay
con la progresion del cancer de vejiga (170).

De igual manera a como sucede con las HMT, también se han descrito un gran nimero
de alteraciones que provocan cambios en la actividad de las HDMs en cancer como
mutaciones, translocaciones y cambios de su expresién (171). Como ejemplo, los
niveles de expresion de LSD1 estan aumentados en cancer de vejiga, préostata, pulmon
y cancer colorrectal (172). JARID1B estd sobreexpresada en canceres de mama
ductales y, ademas, esta alteracion estd asociada a un fenotipo mds agresivo en
canceres de mamay proéstata (173).

3.3. miRNAs en cancer

Los miRNAs regulan la expresidon de una creciente lista de genes implicados en
procesos bioldgicos tan importantes como el desarrollo, diferenciacién, regulacién del
metabolismo vy el ciclo celular (109). La desregulaciéon de estos miRNAs estd implicada
en el desarrollo de un gran numero de patologias entre las que se incluye el cancer. En
funcién de cuales sean sus dianas, los miRNAs pueden actuar bien como supresores de
tumores o bien como oncogenes. En el caso de que el miRNA regule la expresion de un
oncogén se comportaria como un supresor de tumores, mientras que si lo que regula
es un gen supresor de tumores se estara comportando con un oncogén. Muchos
miRNAs supresores de tumores estan reprimidos en cancer, como es el caso de mir-15
y 16, dos miRNAs que tienen como diana el gen antiapoptético BCL2 y cuya expresion
esta disminuida en pacientes con leucemia linfocitica (CLL) (174). Por el contrario, la
expresion de miRNAs oncogénicos esta aumentada en cancer, como es el caso de miR-
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21, que tiene como diana PTEN, y para el que se ha descrito un aumento de expresion
en glioblastoma (175).

Los cambios en la actividad de los miRNAs se pueden producir por una desregulacion
transcripcional, mutaciones, o por defectos en la maquinaria responsable de su
procesamiento (176). Los cambios epigenéticos como la metilacion del DNA vy las
modificaciones en las histonas también pueden ser responsables de la desregulacién
transcripcional de los miRNAs. En este sentido, la hipermetilacién de miR-124a
produce un aumento en la expresion del oncogén CDK6 (177).

3.4. La epigenética como diana terapéutica en el tratamiento del cancer

Un aspecto tremendamente atractivo de las modificaciones epigenéticas es que son
heredables y potencialmente reversibles, caracteristicas que hacen de ellas excelentes
candidatas para su uso como dianas terapéuticas (178). Asi, gran parte de los esfuerzos
en las ultimas décadas se han centrado en el descubrimiento y desarrollo de
compuestos que contrarresten los cambios en la metilacion del DNA y las
modificaciones de histonas descritas hasta el momento, siendo las enzimas que
catalizan estas modificaciones (DNMTs, HDACs, HMTs y HDMs) las dianas para una
posible intervencion farmacoldgica.

Como hemos descrito anteriormente, las alteraciones en los patrones de metilacién
del DNA son cruciales en el desarrollo del cancer, por lo que se ha prestado especial
atencidén al desarrollo de moléculas capaces de inhibir la actividad de las DNMTs. Los
inhibidores de las DNMTs se pueden dividir en dos clases: analogos de nucledsidos (5-
azacitidina y 5’aza-2’ deoxicitidina) y no analogos de nucledsidos. La 5-azacitidina y
5’aza-2’ deoxicitidina son analogos de la citosina que son incorporados al DNA durante
la replicaciéon y forman uniones covalentes con las DNMTs inhibiendo su actividad e
impidiendo que se establezca el patron de metilacién en la nueva hebra de DNA, lo
que conduce a una desmetilacion pasiva del DNA (179). El uso del 5’aza-2’ deoxicitidina
y del 5-Azacitidina, conocidos comercialmente como Dacogen® vy Vidaza®,
respectivamente, ya ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) y por
la AEM (Agencia Europea del Medicamento) para el tratamiento de pacientes con
AML, leucemia mielomonocitica crénica (CMML) y sindromes mielodispldsicos (180).
Sin embargo, los mayores problemas que presentan este tipo de farmacos es su alta
inestabilidad in vivo y una alta toxicidad secundaria, ya que al incorporarse de forma
masiva al DNA provocan la parada del ciclo celular (181). Ademas, presentan una
menor efectividad en tumores sélidos, por lo que los esfuerzos de los Ultimos afios se
han centrado en la busqueda de otro tipo de moléculas que tengan una mayor
efectividad y una menor toxicidadad (182, 183, 184). Este es el caso de la curcumina, la
procaina, la procainamida y la hidralacina que también son inhibidores de DNMTs,
pero no son analogos de nucledsidos. Estos compuestos tienen la ventaja de que son
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capaces de unirse a las DNMTs sin incorporarse al DNA. Sin embargo su aplicaciéon
clinica no ha progresado tan rapidamente (185, 186).

Por otro lado, las HDACs son también unas dianas atractivas para una intervencion
farmacoldgica. Los inhibidores de las HDACs (HDACIi) son un grupo de compuestos que
reconocen el dominio catalitico de estas enzimas bloqueando el reconocimiento de su
sustrato e inhibiendo su actividad. El tratamiento con estos compuestos restaura la
expresion de genes involucrados en la parada del ciclo celular, en la induccién de la
diferenciacién y en la apoptosis, inhibiendo el crecimiento tumoral (187). De hecho,
dos HDACI, vorinostat (SAHA, Merck & Co., Inc.) y depsipeptide (Romidepsin, FK-22,
Glocester Pharmaceutical Inc.) fueron aprobados por la FDA en 2006 y 2009,
respectivamente, para el tratamiento del linfoma cutdneo de células T (CTCL) (188).

Un gran numero de genes silenciados en cancer por metilacion del promotor se
caracterizan, ademas, por la pérdida de acetilacion de las histonas, por lo que el uso
combinado de inhibidores de la metilacion del DNA e inhibidores de las HDCAs es una
terapia prometedora por sus efectos sinérgicos en el restablecimiento de la expresion
de genes supresores de tumores. El uso combinado de 5-azacitidina y entinostat, un
HDACI, mostro resultados prometedores en pacientes con cancer de pulmon de células
no pequenas (NSCLC) (189). El tratamiento combinado con 5’aza-2’ deoxicitidina y
SAHA inhibié el crecimiento celular en cancer de ovario e indujo apoptosis, parada del
ciclo celular y autofagia in vitro e in vivo (190).

4. Epigenetica y cancer de prdstata

El CP es una enfermedad heterogénea cuyos factores de riesgo son la edad avanzada,
el estilo de vida, el ambiente, los factores genéticos y los factores epigenéticos. Dado
gue tanto el ambiente, como la edad influyen de modo decisivo en la epigenética, es
légico pensar que se pueda establecer una correlacidén entre estos factores de riesgo y
las alteraciones epigenéticas que se producen en el inicio y progresién del CP. Aunque
no se conocen los mecanismos exactos por los que se producen estas alteraciones, el
hecho de que se produzcan con mayor frecuencia que las mutaciones y que sean mas
comunes en etapas premalignas de la enfermedad, hacen que sean unos atractivos
biomarcadores para el diagndstico, prondstico y respuesta al tratamiento del CP (191).

4.1. Hipermetilacidon del DNA en cancer de prdstata

El silenciamiento génico por hipermetilacidén de los promotores se ha observado en
lesiones precursoras (PIN) y en estadios tempranos del desarrollo del CP, sugiriendo
gue esta alteracidn epigenética puede tener un papel determinante en el proceso de
transformacién maligna (192). Ademas, los cambios en la metilacion del DNA también
aparecen durante la progresion y metastasis del CP, lo que indica que esta alteracién
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puede actuar también como un evento conductor durante la expansion clonal y
diseminacion metastdsica (193).

La hipermetilacién del DNA es la alteracion epigenética mas estudiada en CP (194). Son
muchos los estudios que se han centrado en su potencial papel como biomarcador por
varias razones: el DNA es mas estable que el RNA o las proteinas, tanto in vitro como
ex vivo (195); el DNA puede ser extraido facilmente de muestras embebidas en
parafina, usadas rutinariamente en clinica; al contrario de lo que sucede con las
alteraciones genéticas, la metilacion del DNA generalmente ocurre en regiones
concretas (hipermetilacidon de las islas CpG) de un gen, lo que simplifica la realizacién
del ensayo (196); los niveles de metilacion pueden ser determinados por métodos
sensibles, rapidos y baratos como la PCR especifica de metilacién (MSP), que pueden
ser implantados facilmente en la practica clinica (197). Ademas, la hipermetilacién del
DNA se puede detectar tanto en sangre como en orina de los pacientes con CP,
permitiendo de esta manera el desarrollo de test diagndsticos poco o nada invasivos
(198, 199, 200).

Sin embargo, el estudio del perfil de metilacion del DNA en estos tumores es
complicado ya que algunos de los cambios que se producen son debidos a influencias
ambientales y a la acumulacion de cambios durante el envejecimiento celular normal
sin que exista relacién con el inicio y progresion del CP. Para que resulten utiles como
biomarcadores, las alteraciones epigenéticas, y en este caso la metilacion del DNA,
deben ser distinguidas de aquellos cambios asociados exclusivamente al
envejecimiento celular.

Hasta el momento, se han identificado mas de 50 genes hipermetilados en CP que
estan implicados en el control del ciclo celular (CDKN2A, CDKN1A), reparacion del DNA
(GSTP1, MGMT), adhesion celular (CD44, EDNRB, CDH13, APC), crecimiento celular,
invasién y metastasis (TIMP2, TIMP3), apoptosis (DAPK) y sefalizacién hormonal (AR)
(195, 201). De estos, el mas ampliamente estudiado es GSTP1, implicado en el
metabolismo, detoxificacidon y eliminacion de compuestos exdgenos potencialmente
genotodxicos (202). La hipermetilacion de GSTP1 (Glutatidn S-transferasa pi 1) es el
biomarcador epigenético mejor establecido por diferentes motivos: su alta
especificidad, estd metilado en mas del 90% de los casos de pacientes con CP, (203);
los niveles de metilacién de GSTP1 permiten diferenciar entre CP, BPH y HGPIN (204);
su metilacion estd asociada a la recurrencia del CP después del tratamiento (202, 205);
y se puede determinar su estado de metilacién en fluidos corporales como suero,
plasmay orina (206, 207).

Sin embargo, aunque la metilacion de GSTP1 sea mucho mas especifica que la
determinacién de los niveles de PSA (Antigeno Prostatico Especifico) en suero, no es
100% especifico de prdstata ya que también estd hipermetilado en otros tipos de
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cancer como el de mama e higado (208, 209, 202). Por ello, la mejor opciéon para
mejorar la especificidad y sensibilidad es la seleccién de paneles de genes cuya
metilacidn conjunta sirva como biomarcador para este tipo de tumores (210, 211). Los
estudios realizados en este sentido indican que las diferentes combinaciones de la
metilacion de GSTP1, RASSF1, CDH1, APC, DAPK, MGMT, p14, P16INK4a, RARB2 y
TIMP3 permiten discriminar entre individuos sanos y pacientes con CP, aumentando la
sensibilidad y la especificidad (212, 213).

El uso de perfiles de metilacién también ha demostrado ser una herramienta muy util
como biomarcador de prondstico de la enfermedad. Asi, la inactivacién por metilacién
de RASSF1 es un evento comun en CP que, ademas, se correlaciona con tumores con
un elevado indice de Gleason (214). De igual modo a como sucede con el diagnéstico,
la seleccidn de grupos de genes metilados mejora la correlacién entre los patrones de
metilacion y las caracteristicas clinicopatoldgicas como el estadio, el grado tumoral y
recurrencia de la enfermedad (215, 216, 217). Asi, la metilacién de la glicoproteina
CD44 y de PTGS2 predice la recurrencia bioquimica en pacientes con CP que han
sufrido una prostatectomia radical e identifica aquellos con tumores mas agresivos
(218). Nuestros datos indican que la hipermetilacidon simultanea de ETV1 y ZNF215
podria ser utilizada como biomarcador para predecir el desarrollo de resistencia de los
tumores de proéstata frente a los tratamientos hormonales (219). También hemos
encontrado que la hipermetilacion de GSTM2 y MYCL2 son buenos marcadores para
predecir la recurrencia bioquimica de los pacientes tratados con prostatectomia radical
(220). Por tanto, es necesaria la busqueda de grupos de genes para su uso como
nuevos biomarcadores para el diagndstico y prondstico del CP que permitan
discriminar entre tumores indolentes o agresivos.

4.2. Hipometilacion en cancer de prdéstata

Como ya describimos, la hipometilacidon del DNA fue una de las primeras alteraciones
epigenéticas descritas en cancer que, ademas, se produce en los primeros estadios del
desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, en CP se ha demostrado que la
hipometilacion global del DNA es un evento tardio en la progresion de la enfermedad,
asociada a una etapa metastdsica avanzada, por lo que esta marca epigenética podria
estar involucrada en la progresidn y propagacion de la enfermedad (221). Un estudio
reciente asocié la hipometilacion del DNA con el diagndstico y el préonostico en CP
demostrando que esta alteracién juega un papel importante tanto en el desarrollo
como en la progresion de esta patologia (222). Entre los genes cuya expresidon parece
estar aumentada en CP debido a la hipometilacidon de su promotor encontramos un
miembro de la familia del citocromo P450 (CYP1B1) (223), la heparanasa (HPSE) (224),
un miembro de la familia wnt (WNT5A) (225) y la uroquinasa activadora del
plasminégeno (PLAU) (226).
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Por ultimo, en estos tumores se ha observado que junto con la hipermetilacion de los
genes COX2, RASSF1A y GSTP1, entre otros, se produce la hipometilacién de las
secuencias repetitivas Alu y LINE-1. Ademas, estas modificaciones se han asociado con
diferentes caracteristicas clinicopatoldgicas, lo que sugiere que la hipermetilacion de
promotores y la hipometilacidon de secuencias repetitivas podrian estar contribuyendo
de manera simultanea en la progresion del CP (227).

4.3. Modificaciones postraduccionales de las histonas en cancer de préstata

Hay muy pocos estudios sobre la relevancia de los cambios en las modificaciones de
histonas en el desarrollo del CP y su posible papel como biomarcadores de diagndstico
y prondstico (228, 229, 230, 231). Entre estos estudios, uno correlaciond los niveles
globales de la acetilaciéon de H3K18 y de H4K12 y la metilacién de H3K9 y H4R3 con el
estadio tumoral. Ademas, demostrd que la combinacion de la acetilacién de H3K18 y
metilacion de H3K4 eran indicativas de la recurrencia en pacientes con tumores de
prostata de bajo grado (228). Por otro lado, se ha demostrado la relacién entre la
metilacion de H3K27 con el estadio tumoral, la penetracién capsular, la infiltracidn en
las vesiculas seminales y con el indice de Gleason en el CP localizado, lo que puede ser
indicativo de un prondstico adverso de la enfermedad (232). En este sentido, los
tumores de proéstata localizados que expresan niveles mas elevados de EZH2, la HMT
encargada de metilar la H3K27, muestran un peor prondstico de la enfermedad (233).
Del mismo modo que en otros tipos de cancer, los niveles de expresion de las HDACs
estan aumentados en CP. En particular, el aumento de expresién de HDAC1 es comun
en estos tumores y sus niveles se ven incrementados en la fase de la enfermedad
resistente al tratamiento hormonal (234). Otro estudio encontré una elevada
expresion de las HDACs de clase 1 (1,2 y 3) en la mayoria de los tumores analizados y en
las lesiones PIN correspondientes, lo que indica que este es un evento temprano en el
desarrollo de esta patologia (235).

4.4. Terapia epigenética en el cancer de prostata

En relacion a la terapia epigenética en CP, aunque hay evidencias de la eficacia de los
inhibidores de las DNMTs 5-azacitidina y 5’aza-2’ deoxicitidina en lineas celulares de
CP, los ensayos clinicos han mostrado un beneficio limitado en pacientes con tumores
avanzados y resistentes a la terapia hormonal (236, 237). RG108 es un inhibidor no
nucledsido de las DNMTs que ha demostrado ser un eficaz supresor del crecimiento en
lineas celulares de CP, efecto asociado, probablemente, a la reexpresion de genes
silenciados por metilacion. (238).
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El CP es uno de los tipos de tumores cuyo desarrollo esta intimamente relacionado con
la edad y los habitos de vida, dos factores que, ademas, se han asociado con cambios
en las modificaciones epigenéticas. Entre las modificaciones epigenéticas, la metilacion
del DNA es la mas ampliamente estudiada y de la que mejor se conoce su relacion con
el desarrollo de cancer. Por ello, en este trabajo nos planteamos realizar un analisis
masivo que nos permitiera definir el perfil de metilacidn caracteristico de este tipo de
tumores para identificar genes cuya inactivacién por metilaciéon esté implicada en el
desarrollo del CP. Ademas, el andlisis de la relacion entre la metilacién de los genes
seleccionados y los diferentes parametros clinicopatoldgicos nos permitiria determinar
su valor como posibles biomarcadores de diagndstico y de prondstico.

El objetivo principal de esta tesis es la busqueda nuevos genes hipermetilados en CP
para determinar su papel en el desarrollo de estos tumores y su posible uso como
biomarcadores para el diagndstico y prondstico de esta patologia. Los objetivos
concretos han sido:

1. ldentificar genes metilados en CP comparando el estado de metilaciéon de un
gran numero de genes en una amplia muestra de tumores y de tejido
prostatico normal mediante el uso de arrays de metilacion de DNA.

2. Estudiar las consecuencias de los cambios de expresién de los genes
seleccionados en el desarrollo y progresién del CP.

3. Analizar el posible uso de los genes seleccionados como biomarcadores en la
deteccién de la enfermedad y en la progresiéon de la misma comparando
neoplasias precoces y avanzadas.
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Materiales y Métodos

1. Lineas celulares y muestras humanas
1.1. Lineas celulares humanas de cancer

Para la realizacidn de este trabajo se han utilizado, principalmente, las lineas celulares
de CP LNCaP, PC3 y DU145 vy la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231. A
continuacion, se describen las caracteristicas de dichas lineas celulares:

e LNCaP (lymph node cancer prostate): linea celular aislada de una biopsia
procedente de un ganglio linfatico con lesion metastasica en un hombre de 50
afios de raza blanca. Esta linea celular expresa el receptor de andrégenos (RA) y
es dependiente de andrégenos.

e PC3: linea celular derivada de una metdstasis dsea en la vértebra lumbar de un
hombre de raza blanca de 62 afios. Estas células no expresan el RA y son
independientes de andrégenos.

e DU145: células epiteliales derivadas de una masa tumoral extraida del cerebro
de un hombre de raza blanca de 69 afios con CP y leucemia linfoide. Al igual
que las PC3, no expresan el RA y son independientes de andrdgenos.

e MDA-MB-231: células epiteliales derivadas de un derrame pleural de una
paciente con cdncer de mama. Estas células expresan el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a).

Todas las lineas fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). Las
células de CP se crecieron en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Medium) y las MDA-MB-231 en DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementados con 4,5 g/l de glucosa, 1 mM de glutamina (Gibco-BRL), 1% de
antibidticos (Penicilina, Estreptomicina, Fungizona, Gibco) y 10% de suero fetal bovino
(FBS, Gibco). Las células se mantuvieron en un incubador Forma Scientific a 37 °C, con
atmdsfera humeda y 5% de CO,. El medio de cultivo se renovd cada tres dias hasta
alcanzar el 80% de confluencia, momento en el que las células se despegaron del
soporte mediante la incubacion con una solucidn de tripsina-EDTA (0,5 g/| de tripsina y
0,2 g/l de EDTA en PBS, Gibco) a 37 °C durante aproximadamente 5 min, dependiendo
de la linea celular. La tripsina se neutralizd con medio completo y las células se
sembraron en nuevos frascos de cultivo a una dilucién entre 1/10 y 1/5, segun la linea
celular.

Para los tratamientos con el agente desmetilante 5-aza-2'-desoxicitidina (Sigma) las
células se sembraron en placas p100 a una densidad entre 1y 2 x 10° células por placa,
segun la linea celular. Tras 24 horas de incubacidn, las células se trataron con 2y 5 uM
de 5-aza-2'-desoxicitidina durante 72 horas, repitiéndose el tratamiento cada 24 horas.
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2.2. Muestras humanas.

Para el estudio del perfil de metilacién en CP se obtuvieron 83 muestras de tumores de
prostata y 10 muestras de tejidos normales de prdstata procedentes de pacientes
tratados en el Servicio de Urologia del Hospital Universitario de Getafe. Para la
obtencién de las muestras se siguieron los protocolos estandarizados y se respeté el
codigo ético correspondiente. Las caracteristicas de los pacientes incluidos en este
estudio se muestran en la tabla 2, en los que estan representados de forma
equilibrada: enfermedad localizada, enfermedad localmente avanzada y enfermedad
diseminada. La media de edad fue de 66,4+7,5 (46-85) afos y la media de los niveles
de PSA fue de 46,5+119,3 (80,3-820,2) ng/ml. El seguimiento medio fue de 62,3 (95%
Cl, 53,5-71,1, rango de 10-166) meses.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio

Edad, afnos

<65 39 (47)

=65 44 (53)
Grado Gleason total

6 4 (4.8)

7 32 (38.6)

8 25 (30.1)

9 19 (22.9)
10 3 (3.6)

Categoria T

T 12 (14.5)

T2 23 (27.7)

T3 36 (43.4)

T4 12 (14.5)

Categoria M
Mo 72 (86.7)
M1 11 (13.3)
Ki-67 (%)

0-5 48 (60)
6-12 14 (17.5)
13-25 8 (10)
>25 10 (12.5)

Muerte por cancer de prostata

Si 26 (31.3)

No 57 (68.7)

Para el analisis de la metilacién de Gfil se obtuvieron, ademds, muestras de DNA de
tumores de mama y colon. En todos los casos, las muestras tumorales fueron
obtenidas siguiendo los procedimientos estandarizados y respetando los cédigos éticos
correspondientes.
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2. Extraccion de DNA de lineas celulares

Para la extraccidon de DNA las células se resuspendieron en 5 ml de tampén proteinasa
K (50 mM Tris pH 8,8; 100 mM NaCl; 5mM EDTA y 1% SDS) al que se afiadié 0,1 mg/ml
de proteinasa K (Roche) y se incubaron toda la noche a 37°C. A continuacion, se afiadié
1,5 M NaCl y tras mezclarlo vigorosamente se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min.
El sobrenadante se mezclé con isopropanol al 100% en una proporcidon 1:1 vy
posteriormente se centrifugé a 13000 rpm durante 5 min. El precipitado obtenido se
lavé con etanol al 70% y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min. Finalmente, el DNA
se resuspendid en agua miliQ estéril y la concentracion se determindé en un
espectrofotémetro (NanoDrop, de Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260
nm. Las muestras de DNA se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

3. Extraccion de DNA de tejidos

Dado que todos los tejidos de los que partiamos estaban incluidos en parafina, el
primer paso fue desparafinar las muestras para lo que se afadiéd 1ml de Xilol a cada
muestra y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min. El precipitado se lavd con etanol
absoluto, centrifugando de nuevo a 12000 rpm durante 15 min. Posteriormente, el
precipitado se resuspendié en 500 ul de tampdn proteinasa K al que se afadié 0,1
mg/ml de proteinasa K y se incubo toda la noche a 58 °C. Transcurrida la incubacidn, se
afiadié un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico en una proporcion 24:1:1 (Sigma),
se agité fuertemente y se centrifugd a 10000 rpm. A continuacidén, se recogio la fase
acuosa y el DNA se precipitd durante toda la noche a -20°C con 2,5 volumenes de
etanol absoluto y acetato sddico 3M, pH 5,5. Para recuperar el DNA se centrifugd a
13000 rpm durante 30 min, tras lo que se lavd con etanol al 70% y se centrifugd de
nuevo a 13000 rpm durante 30 min. Finalmente, el DNA se resuspendié en agua miliQ
estéril y la concentracién se determind en un espectrofotémetro (NanoDrop) a una
longitud de onda de 260 nm. Las muestras de DNA se mantuvieron a -20°C hasta su
uso.

4. Analisis de metilacion del DNA
4.1. Modificacion del DNA con bisulfito sodico

En presencia de bisulfito sédico, las citosinas no metiladas se convierten en uracilos
por desaminacién oxidativa, mientras que las citosinas metiladas permanecen
insensibles a este tratamiento. Tras la amplificacién por PCR, los uracilos se sustituyen
por timinas en la nueva hebra sintetizada, mientras que las citosinas metiladas
permanecen inalteradas permitiendo de esta manera diferenciar entre las citosinas
metiladas y no metiladas en la secuencia original (Figura 8).
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GATCGCTACGTGCTA
/ Bisulfito sédico \
GATCGTTACGTGTTA TTGATTGTTATGTGTTA
Metilado No metilado

Figura 8. Esquema de la modificacion del DNA con bisulfito sédico

Para la modificacion del DNA con bisulfito sédico se siguié el protocolo descrito por
Herman y col. (197). Se partié de 1 ug de DNA en 50 pl de agua miliQ al que se
afadieron 5,7 ul de NaOH 3 M vy se incubd a 37°C durante 15 minutos para
desnaturalizar el DNA y originar de esta manera un DNA sensible a la reacciéon con
bisulfito. A continuacién, se afiadieron 33 pl de hidroquinona 20 mM (Sigma), un
antioxidante que previene la oxidaciéon de intermediarios formados durante el
tratamiento con bisulfito, y 530 ul de bisulfito sddico 4,3 M pH 5 (Sigma) y se incubd a
50°C durante 16-17 horas en oscuridad. Tras la incubacion, el DNA modificado se
purificé con el Kit DNA clean-up (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez purificado, el DNA se precipitd con 450 ul de etanol absoluto frio, 17 ul de
acetato amonico 10 M (Sigma) y 1 ul de glucégeno 10 mg/ml (Roche), y se dejo a -80°
toda la noche. Posteriormente, se centrifugo durante 20 minutos a 13000 rpm. El
precipitado se lavéd con 1 ml de etanol al 70% frio y se centrifugd en las mismas
condiciones. El DNA obtenido en el precipitado se resuspendié en agua miliQ esteril y
se guardo a -20°C hasta su uso.

4.2. PCR especifica de metilacion (MSP)

La PCR especifica de metilacion (MSP, Methylation-specific PCR) permite amplificar
selectivamente los alelos metilados y no metilados tras la modificacion previa del DNA
con bisulfito sddico (197). Para ello, se disefiaron dos pares de cebadores especificos,
uno que amplifica la muestra en el caso de que las citosinas no estén metiladas (U) y el
otro que amplifica si la muestra esta metilada (M) (Figura 9) y se realizaron dos
reacciones de PCR bajo las mismas condiciones:

7 minutos a 95 °C

35 ciclos
30 segundos a 95 °C
30 segundos a X °C (X=temperatura de anillamiento)
30 segundos a72°C

7 minutos a 72 °C
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GATCGCTACGTGCTA
/ Bisulfito sodico \
GATCGTTACGTGTTA TTGATTGTTATGTGTTA
Metilado No metilado

PCR especifica de Metilacion (MSP)

<—
— Primers para MSP

Figura 9. PCR especifica de metilacion (MSP, Methylation-specific PCR). Técnica que permite amplificar
selectivamente alelos metilados y no metilados tras la modificacién del DNA con bisulfito sédico. Las
lineas verticales representan CpGs. Las flechas de color blanco representan los cebadores disefiados
para la reaccion de la PCR.

Los cebadores se disefiaron mediante el programa Methyl Primer Express® Software
v1.0 de Applied Biosystems, garantizando la especificidad para la secuencia de DNA
modificada (Tabla 3). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 15 pl
que contenian 1,5 pul de DNA modificado con bisulfito, tampon 1x (Ecogen), 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM oligonucleétidos y Taq polimerasa (1,5 U) (Ecogen). Los
productos de la PCR se analizarén en un gel de agarosa al 1.5% en TBE (0,089 M Acido
Béricoy 1 mM pH 8 EDTA).

Tabla 3. Cebadores usados en la MSP

Gen de interés Cebador Antisentido Cebador Sentido Reaccion
) 5' CTACAAAATTAAAAACCGCG 3' 5'TTATGGCGTTTTATTGTTITTIC 3° M
ert 5'ACTACAAAATTAAAAACCACACA | 5' TTTTTATGGTGTTTTATTGTTTTT 3' U
5' AAACCTAAAACGCGCTCATA 3' 5'ATTTAGAGTGTAGCGGCGC 3' M
eoTMZ 5' AAACCTAAAACACACTCATAAAA 3| 5 TTAATTTAGAGTGTAGTGGTGT 3' U
5'CCGACCGACAACTTTTAAAT 3 5'AATTTTGTTTTGGGTCGC 3 M
PENK 5'CCCAACCAACAACTTTTAAATA 3’ 5' GGAATTTTGTTTTGGGTTGT 3' U
5" CAAATCCGTATCCTTACCGC 3 5 TAGGAAGTTTTTCGGGGAGTC 3’ M
TR 5" CCAAATCCATATCCTTACCACC 3" | 5’GTTTAGGAAGTTTTTTGGGGAG 3’ U
5'CGATCGCAAATTTATCCC 3 5"AGGAATAATTATAGACGCGGC 3’ M
HTRIE 5’AACAATCACAAATTTATCCCC 3’ 5"GAGAGGAATAATTATAGATGT 3° U
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Como control positivo de la reaccion de no metilacion se utilizé DNA de linfocitos
normales (NL) modificados con bisulfito sddico. Como control positivo de la reaccion
de metilacién se utilizd6 DNA de linfocitos normales metilados in vitro (IVD). Para
obtener IVD se partié de 50 ug de DNA gendmico de linfocitos normales en un
volumen final de 220 pl de agua y se afiadieron 25 pl de tampdn (NE buffer 10 X New
England Biolabs), 2,5 ul de SAM 32 mM (S-adenosilmetionina, New England
Methyonine) y 6,25 ul (25 U) de la metilasa Sssl (Sssl) y se incubd 4 horas a 37 °C. A
continuacion, se afiadieron 5 pl de SAM 32 mM y 3,1 ul de Sssl y se incubd otras 4
horas a 37°C. Una vez terminada la reaccién el DNA se purificé siguiendo el protocolo
de extraccion de DNA explicado anteriormente. EIl DNA metilado se modificé con
bisulfito sédico para su posterior uso en las reacciones de MSP.

4.3. Secuenciaciéon genémica del DNA tratado con bisulfito sédico

Esta técnica nos permite obtener informacion acerca del estado de metilacion de todas
las citosinas comprendidas en la secuencia amplificada por los cebadores (239). Estos
cebadores no deben contener dinucleétidos CpG, por lo que amplificardn la secuencia
de interés independientemente de su estado de metilacién (Figura 10).

GATCGCTACGTGCTA
/ Bisulfito sédico \
GATCGTTACGTGTTA TTGATTGTTATGTGTTA
Metilado No metilado

Secuenciacion con bisulfito

mmmp Primers para secuenciacion con bisulfito

Figura 10. Esquema de la secuenciacion gendmica del DNA tratado con bisulfito sédico. Las lineas
verticales representan CpGs. Las flechas de color negro representan los cebadores disefiados para la
PCR.

Tras modificar el DNA con bisulfito sddico, la zona de interés se amplific6 mediante
una PCR en la que empleamos 1,5 pl de DNA modificado en un volumen final de 25 pl,
con los mismos reactivos y concentraciones descritas para la MSP. Los cebadores se
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disefiaron mediante el programa Methyl Primer Express® Software v1.0 de Applied
Biosystems (Tabla 4). Las condiciones de la PCR fueron:

7 minutos a 95 °C

40 ciclos
30 segundos a 95 °C
30 segundos a X °C (X=temperatura de anillamiento)
30 segundos a72°C

7 minutos a72 °C

Tabla 4. Cebadores usados en la secuenciacién genédmica

Gen de interés Cebador Antisentido Cebador Sentido
Gfil 5' ATTTACTCATTTCCCTTCRAAT 3' 5' AGTGTTTGGGTATGATTTTAGG 3'
GSTM2 5' CTACAACTACTCCACACTTICCC 3' | 5 AGGTGGGAGGAGATITTATIT 3
PENK 5' AACAACAACAACCAAATACAAAA 3'| 5 TTAGGAAAAGAGTYGGGTGT 3'

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1,5 % en TBE y el DNA se purificd mediante el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit de GE Healthcare. A continuacién, los fragmentos amplificados se
clonaron en el vector pGEM-TEasy (Promega) (Figura 11). Para ello se mezclaron 5 pl
de Rapid Ligation Buffer 2X, 1 ul de DNA ligasa T4, 1 ul de vector (50 ng/ ul) y 3 ul de
inserto y se incubaron toda la noche a 4 °C. A continuacién, se transfectaron bacterias
competentes Escherichia coli con el producto de la ligacion. Para ello se mezclaron 50
pl de bacterias con el vector durante 20 min a 4 °C. A continuacién, se realizé un
choque térmico durante 1 min a 42 °C para desestabilizar la membrana bacteriana, y
otra vez a 4 °C durante 2 min. Se afiadieron 800 ul de LB (Luria Broth) y se dejé una
hora en agitacién a 37 °C. Posteriormente, se sembraron en placas de agar-LB con
ampicilina (50 pg/ml), ya que el vector presenta esta resistencia, a las que previamente
se les anadieron 60 pL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) y 6
ul de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) que es un inductor de la expresion de
LacZ. El sistema X-Gal permite seleccionar los clones positivos para el inserto segun el
color de las colonias. Las bacterias que contienen el plasmido sin el inserto expresan el
gen LacZ transformando el sustrato X-Gal en un compuesto azulado que da color a las
colonias mientras que, en las bacterias positivas, la ligacion del inserto en el sitio de
clonaje (MCS) interrumpe la secuencia del gen LacZ, por lo que se generan colonias
blancas. Las bacterias se dejaron crecer entre 16-20 horas a 37 °C, se seleccionaron 10
colonias positivas (blancas) para cada gen/muestra y se crecieron durante toda la
noche en 5 ml de LB con ampicilina (50 pg/ml) a 37 °C en agitacién a 150 rpm. El DNA
plasmidico se extrajo utilizando el Kit de Quiagen siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Una vez extraido el DNA plasmidico, el estado de metilacion de los distintos
promotores se determind mediante secuenciacion, utilizando los cebadores para T7 Y
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SP6 contenidos en el vector. La secuenciacién automatica se llevd a cabo en el Servicio
de Biologia Molecular de la Universidad de Alcald y las secuencias obtenidas se
analizaron mediante el programa BioEdit Sequence Alignment Editor.
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Figura 11. Mapa del vector pGEM-TEasy (Promega)
4.4, Sequenom EpiTyper

Este ensayo permite cuantificar la metilacién de varias CpGs de la regién promotora de
genes sin comprometer la precisidn, sensibilidad o reproducibilidad. Se realizé en el
Servicio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Valencia siguiendo los
protocolos estandar (240). Se basa en la conversidon del DNA mediante bisulfito sédico
seguido de una PCR y de un proceso de escisién especifico de base. El patrén
resultante depende de la presencia o no de citosinas metiladas en el DNA genémico
original. Los productos de escisién son analizados por espectrometria de masas MALDI-
TOF de forma cuantitativa y automatica.

4.5. Array de metilacion

Para analizar el perfil de metilacion del DNA en tumores de proéstata se utilizé el array
de metilacion GoldenGate Methylation Cancer Panel | (Illumina) (Figura 12).
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Figura 12. Array de metilacion GoldenGate Methylation. (A) Muestra sélo la secuencia 5'—> 3" del
fragmento de interés. Si existen otros sitios CpG en las cercanias del sitio CpG diana se supone que
tienen el mismo estado de metilacion del sitio de interés. (B) A través de un paso de conversion con
bisulfito sédico las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, mientras que las citosinas metiladas
permanecen inalteradas. (C) Para cada sitio CpG se disefian dos pares de sondas: un oligo especifico de
alelo (ASO en amarillo) y un oligo especifico del locus (LSO en verde claro) para el sitio CpG metilado y
un correspondiente par ASO-LSO para el sitio CpG no metilado. Los oligos hibridan con la secuencia
diana. Todos los loci se realizan simultdaneamente. (D) La extension se produce desde el ASO hacia el
LSO. (E) La ligacidn (purpura) de la ASO a LSO crea moldes de PCR. Los productos ligados se amplifican
por PCR usando cebadores marcados con fluoréforos comunes y se hibridé a una matriz que lleva las
secuencias de direccién complementaria a los moldes. (F) El cddigo ilumina (IL, azul) contenido en la LSO
hibrida con una secuencia complementaria en la matriz. Se utilizan dos fluoréforos para distinguir entre
el loci metilado y no metilado. El locus 1 muestra un sitio no metilado, el locus 2 semimetilado y el locus
3 metilado (adaptado de /llumina).

Esta plataforma permite analizar el estado de metilacion de 1505 CpGs presentes en la
region promotora de 807 genes entre los que se incluyen oncogenes, genes supresores
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de tumores, genes implicados en reparaciéon del DNA, control del ciclo celular,
diferenciacién y apoptosis. Las combinaciones posibles entre cuatro sondas, dos
especificas de alelo y dos especificas de locus para cada sitio CpG, permite diferenciar
el estado metilado (M) o no metilado (U) de las CpGs analizadas.

El valor de metilacién (B) es una ratio que comprende a la sefial de fluorescencia del
locus metilado con respecto la suma de las sefiales del locus metilado y del no
metilado:

B = Max (M,0)/Max (U,0) + Max (M,0) +100

Por tanto, el valor B es una medida cuantitativa del estado de metilacidn de cada sitio
CpG vy sus valores oscilan entre 0 (nada metilado) y 1 (totalmente metilado). El
programa Genome Studio (lllumina) permite calcular estos valores y revisar los
controles internos del proceso de hibridacion.

Antes de la realizacion del analisis estadistico de los datos proporcionados por el array,
se procedid a un filtrado de posibles variabilidades debidas al procedimiento. Se
emplearon controles para su normalizacion y se compararon los valores de
intensidades detectadas frente al umbral de deteccidn, excluyendo las sondas con un
valor de p>0,01 en mads del 10% de las muestras.

5. Analisis de expresion génica
5.1. Extraccion de RNA

El RNA de las lineas celulares se extrajo empleando Trizol (/nvitrogen) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacién, el RNA se resuspendié en agua DEPC
(dietilpirocarbonato 0,1%, Ambion), se determind su concentracion en un
espectrofotémetro (NanoDrop) a una longitud de onda de 260 nm y se almacend a -
80°C hasta su uso.

5.2. Analisis de la expresién génica mediante RT-PCR y qRT-PCR

Para determinar los niveles de mRNA de los genes de interés se usd RT-PCR
semicuantitativa y cuantitativa (QRT-PCR). Para la obtencién del cDNA, el RNA se
retrotanscribié utilizando el kit Superscript” 11l (Invitrogen) partiendo de 4 pg de RNA 'y
siguiendo el protocolo del fabricante.

5.2.1. Analisis de la expresion génica por RT-PCR

En este caso el cDNA se amplificé mediante PCR utilizando unos cebadores especificos
para los genes de interés y para la gliceraldehido -3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
que se utilizd como control enddgeno. Las reacciones de PCR se realizaron en un
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volumen final de 25 pl que contenian 1 pl de cDNA, tampodn 1x (Ecogen), 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM oligonucledtidos y Taq polimerasa (Ecogen). Los
productos de la PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1,5% en TBE (0,089 M Acido
Boérico y mM pH 8 EDTA 1). Los cebadores se disefiaron sobre exones consecutivos con
el fin de diferenciar la amplificacion del DNA gendmico (Tabla 5). Las condiciones de la
PCR fueron:

7 minutos a 95 °C

35 ciclos
30 segundos a 95 °C
30 segundos a X °C (X=temperatura de anillamiento)
30 segundos a72°C

7 minutos a72 °C

Tabla 5. Cebadores utilizados en el analisis de la expresion génica mediante RT-PCR y qRT-PCR

Gen de interés Cebador Antisentido Cebador Sentido
Gfil 5" CACACGGTCGGTAGCTCTG 3’ 5 CGGAGTTTGAGGACTTCTGG 3’
GSTM2 5 AATGTCTTCGCGAATCTGCT 3’ 5" TTCCCAATCTGCCCTACTIG 3’
PENK 5' CTTCTGGCTCCATGGGATAA 3° 5"GCTGTCCAAACCAGAGCTIC 3
AAT 5" TACCCAGCTGGACAGCTTCTTAC 3| 5° GCCAAGAAACAGATCAACGATTA 3’
ACT 5 TCTTGATCAGGGAGGATGAAGAG 3" |5’ ATGGAACTAGGGGGAAAAATCACA 3
Neurog 3 5'CTATTCTTTTGCGCCGGTAG 3’ 5'CTTCGTCTTCCGAGGCTC T3
GAPDH 5"GGCAGAGATGATGACCCTTITT 3’ 5" TCCACTGGCGTCTTCACC 3’

5.2.2. Andlisis de la expresion génica por qRT-PCR

El cDNA utilizado para estos experimentos se obtuvo como se describié en el apartado
anterior. La reaccidn se realizd en un volumen final de 20 pl, que incluia entre 1y 2 ul
del cDNA previamente diluido 1:10, los cebadores especificos para cada gen (Tabla 5) y
2x SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para la interpretacion de los
valores se realizd una curva de calibrado para cada uno de los genes de interés. Todas
las medidas se realizaron por triplicado. Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo
de PCR cuantitativa a tiempo real 7500 Fast (Applied Biosystems). Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes:

10 minutos a 95 °C

40 ciclos
30 segundos a 95 °C
30 segundos a 61 °C
30 segundos a72°C

10 minutos a 72 °C
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Para cuantificar de forma relativa la expresién de los genes de interés se empled el
método de 2 **“ normalizando los datos en cada caso respecto al gen de expresion

constitutiva GAPDH.

6. Andlisis de la expresion proteica
6.1. Obtencion de extractos proteicos

Para la obtencidn de los extractos proteicos las células se lisaron con tampdn RIPA (150
mM NacCl, 50 mM Tris-HCl pH 8, 1% Nonidet NP40, 0,5% deoxicolato sddico, 0,1% SDS)
al que se afladié una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Una vez
resuspendidas, las muestras se incubaron en hielo durante 30 min y se centrifugaron a
13000 rpm, 20 min a 4° C. Se recogid el sobrenadante que contenia el extracto
proteico y se determind la concentracidon de proteinas por el método de Bradford
utilizando el Bio-Rad Protein Assay Kit (BioRad). Las muestras se conservaron a -80° C
hasta su utilizacién.

6.2. Inmunodeteccién de proteinas mediante Western blot.

En primer lugar, los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
150 V, en presencia de tampoén 25 mM Tris pH 8,3, 190 mM glicina y 0,1% SDS. Las
muestras se prepararon afiadiendo tampdn de carga (0,25 M Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS,
0,5 B-mercaptoetanol, 20% glicerol y azul de bromofenol) e hirviéndolas 5 min a 96 °C.
Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF
mediante transferencia en humedo durante 75 min a 400 mA en un tampdn que
contenia 25 mM Tris pH 8.3, 190 mM glicina, 0,01% SDS y 20% de metanol. Al finalizar
la transferencia, la membrana se tifid con el colorante Rojo Ponceau (0,5% Rojo
Ponceau, 5% éacido acético) para comprobar que las proteinas se habian transferido
correctamente.

Una vez transferidas las proteinas y con el objetivo de bloquear los sitios de unién
inespecificos las membranas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente
con una soluciéon de bloqueo que contenia TTBS (20 mM Tris, 137 mM NacCl, 0,1%
Tween 20) y 5% de leche desnatada. La immunodeteccién se llevd a cabo incubando la
membrana toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente diluido en
solucién de bloqueo. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con TTBS y las
membranas se incubaron una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario especifico conjugado con peroxidasa de rabano diluido en TTBS con 1% de
leche. Por ultimo, se realizaron 3 lavados de 10 min con TTBS y las proteinas se
detectaron mediante quimioluminiscencia en peliculas fotograficas de alta resolucién.
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7. Ensayos funcionales in vitro
7.1. Transfeccion con vector de expresion

El primer paso fue clonar el cDNA que codifica para Gfil en el vector de expresion
pCMVTag 3B que contiene el gen de resistencia a Kanamicina para su posterior
seleccion en bacterias competentes. Para ello, en primer lugar se amplificd la region
codificante del transcrito empleando cebadores especificos y usando como molde el
cDNA de la linea de fibroblastos normales embrionarios MRC5. El cebador directo
contiene el fragmento Kozak y ambos cebadores contienen una cola con 8 bases de
adeninas para el correcto posicionamiento de las enzimas de restriccidn y sus dianas.
Para la amplificacién se utilizd6 una polimerasa de alta eficiencia, la Phusion enzyme
(FINNZYME) siguiendo las siguientes condiciones:

30 segundos a 98 °C

30 ciclos
5segundos a 98 °C
8 segundos a 59 °C
30segundos a72°C

2 minutos a72°C

El producto de amplificacién se separé mediante electroforesis en un gel de agarosa al
0,8 % en TBE a 100 V. La banda correspondiente al tamafio se cortd y se purificé el
DNA. De acuerdo con el sitio de clonaje multiple (MCS) del vector pCMVTag 3B, las
enzimas de restriccién para llevar a cabo el clonaje fueron EcoRI (New England Biolabs)
(directa) y Hindlll (New England Biolabs) (inversa) garantizando la correcta orientaciéon
del inserto. Ambas enzimas requieren el mismo tampdn de reaccién por lo que el
plasmido se cortd en una reaccion que requirid las siguientes condiciones:

» 6 pugde plasmido
» 1uldelaenzima 1 (Hindlll)
» 1uldelaenzima 2 (EcoRl)
» 2 ul de buffer
La digestidn se realizé a 37°C durante 2h.

Para la digestion del inserto se utilizd el producto de la PCR purificado, las mismas
enzimas de restricciéon y las mismas condiciones.

La ligacion del vector cortado y el inserto se llevd a cobo durante toda la noche 4°C con
la enzima T4 ligasa (400.000 U/ pl, New England Biolabs).
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A continuacion, se transformaron bacterias competentes Escherichia coli con el
producto de ligacion siguiendo el protocolo ya mencionado, y se sembraron en placas
de agar con kanamicina de forma que Unicamente crezcan aquellas bacterias que
hayan incorporado el vector.

Para comprobar que el clonaje se habia producido correctamente y seleccionar los
clones que no contenian errores se establecieron tres puntos de control:

1. PCR directa de las colonias, empleando el cebador directo del promotor del
vector y un cebador inverso interno. Para ello, las colonias se resuspendieron
en 50 ul de PBS y se usaron 1,5 pl para la PCR. De esta forma se asegura que el
inserto se haya ligado con el vector y de que lo haya hecho en el sentido
correcto. Aquellas colonias que resultaron positivas se expandieron en cultivo
en SOC a 37 °C durante toda la noche y al dia siguiente se aislé el plasmido
mediante minipreps.

2. Mapa de restriccion. El DNA extraido de las minipreps se digirié con las enzimas
que se utilizaron en el clonaje y se separé el producto por electroforesis en un
gel de agarosa. La obtencidn de las bandas en los tamafos esperados confirmd
el correcto desarrollo del protocolo. A continuacién, se hicieron maxipreps
empleando el Plasmid Maxi kit (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del
fabricante y se purifico el vector de expresién. El vector vacio se purificd
siguiendo los mismos pasos para utilizarlo como control.

3. Secuenciacion del inserto. Para comprobar la fidelidad de la amplificacién del
cDNA se disefiaron cebadores internos que permitieron la secuenciacion de
fragmentos de 400 pb consecutivos y solapantes, desde el principio al final del
inserto, descartando asi la presencia de mutaciones u otras alteraciones en su
secuencia.

7.1.1. Electroporacion

Se electropord una suspension de 10 millones de células con 40 ug del vector
correspondiente. Este proceso se llevd a cabo en un electroporador bajo unas
condiciones de 250 V y 975 uF. Posteriormente las células electroporadas se
sembraron en placas con medio de cultivo suplementado de la forma anteriormente
descrita al que se afnadié el antibidtico Geneticina como medio de seleccién del vector
de expresién pCMV en células eucariotas. La eficiencia de la transfeccion se determiné
mediante qRT-PCR y Western blot.
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7.2. Ensayos de viabilidad celular

Para estos experimentos se sembraron 500 células/pocillo en placas de 24 pocillos y se
determind la viabilidad celular a los 15 dias mediante un ensayo con MTT (Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol). EIl MTT es una sal que es transformada
por las oxido-reductasas mitocondriales a un compuesto denominado formazan que
absorbe a 595 nm, por lo que la viabilidad celular es proporcional a la absorbancia a
esta longitud de onda. EI MTT se afiadié a una concentracion de 0,5 mg/ml y se incubd
a 37 °C y un 5% de CO, durante 3 horas. Posteriormente se retird el medio, se
afiadieron 500 pl de dimetilsulféxido (DMSO) para disolver los cristales de formazan,
producto de la reaccién, y se midié la absorbancia en un espectrofotémetro a 595 nm.

7.3. Ensayos de formacion de colonias

Estos ensayos se realizaron para comparar la capacidad tumorogénica de las células
gue no expresan Gfil frente a las que se ha inducido su expresion. Para ello, las células
se sembraron a una densidad de 1.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se
mantuvieron en medio de seleccién durante 15 dias. Transcurrido este tiempo, las
células se fijaron con 10% 4cido tricloroacético (TCA) durante 15 min a temperatura
ambiente, se tifieron con una solucion compuesta por 0,5% cristal violeta en 25% de
metanol durante 1 hora a temperatura ambiente, y finalmente, se fotografiaron. Los
experimentos compararon en paralelo la capacidad tumorogénica de las células
transfectadas con el vector de expresion de Gfil frente a las mismas células
transfectadas con el vector vacio.

7.4. Ensayos de Migracion en camaras transwells

Las cdmaras transwell constan de dos compartimentos: uno superior (inserto) cuya
base es una membrana de policarbonato con poros de 8 um que se recubrid con
fibronectina (SIGMA) para favorecer la adhesion celular y la activacion de los
mecanismos responsables de la motilidad celular; y otro inferior, donde se afiadid el
medio correspondiente con 10% de FBS. El dia antes del ensayo los transwell se
recubrieron con 50 pl fibronectina a una concentracion final de 0,1 mg/ml en acido
acético 0,1 N y se incubaron a 37 °C sin humedad durante 24h.

A continuacion, las células se resuspendieron en 2 ml de medio sin suero y se
contaron. En el compartimento superior se afiadieron 200 ul de la suspensién celular
gue contenia 40000 células y en el inferior se afiadieron 600 ul de medio completo
como factor quimioatrayente. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, las células se fijaron con acido tricloroacético (TCA) al 10%
durante 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se tifieron con una solucién
compuesta por 0,5% cristal violeta en 25% de metanol durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las células de la cara superior, que no atravesaron la membrana, se

53



Materiales y Métodos

eliminaron con un bastoncillo de algoddn, mientras que las células de la cara inferior,
que migraron, se fotografiaron (al menos 3 campos) para proceder a su cuantificacion
(Figura 13).

Células en suspension

Tincién

DMEM 10% FBS Fibronectina/Matrigel Migratorias/Invasivas

Figura 13. Ensayos de migracion e invasion. Representacion de las camaras transwell tratadas con
fibronectina para los ensayos de migracién y las cdmaras con matrigel en el caso de los ensayos de
invasion. A las 24 h de incubacidn las células que atravesaron el inserto se tifieron con cristal violeta, se
fotografiaron y se cuantificaron.

7.5. Ensayos de Invasion

Para este tipo de ensayos se utilizaron cdmaras similares a las descritas en el apartado
anterior, pero con la diferencia de que la membrana estd formada por una matriz
artificial fabricada con componentes similares a los de la matriz extracelular (Matrigel).
Antes del ensayo, las camaras se atemperaron afadiendo el medio correspondiente
libre de suero e incubandolos a 37°C durante al menos 1 hora antes de afiadir las
células.

En el compartimento superior se afiadieron 200 ul de la suspensidon celular que
contenia 40000 células y en el inferior se afiadieron 600 ul de medio completo como
factor quimioatrayente. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas. A
continuacion, las células se fijaron y se tifieron siguiendo el protocolo descrito en los
ensayos de migracién (Figura 13). Las células de la cara superior, que no atravesaron la
membrana, se eliminaron con un bastoncillo de algodén mientras que las células de la
cara inferior, que migraron, se fotografiaron (al menos 3 campos) para su
cuantificacion.

7.6. Ensayo de incorporacién de [*H]-timidina

Para estos ensayos se sembraron 150000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y
transcurridas 24 horas para permitir su adhesién, se sincronizaron mediante la
incubacién con medio sin suero durante 48 horas. A continuacion, se indujo la
proliferacién durante 12 horas por la adicion de medio completo y se determind la
incorporacion de [*H]-timidina. Para ello se sustituyd el medio de cultivo por otro que
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ademas contenia [>H]-timidina a una concentracién de 0,4 uCi/ml y se incubd en
condiciones normales de crecimiento durante 4 horas. A continuacién, se retiré el
medio, se lavd tres veces con PBS y se incubd con 1 ml de TCA (tricloroacético) al 5 %
durante 15 min a 4 °C. Tras este periodo se retird el TCA, se lavd tres veces con
metanol y se dejé secar al aire. Posteriormente, las muestras se resuspendieron con
0,5 ml de una mezcla de NaOH 0,1 M y SDS al 1%, se transfirieron a un vial de
centelleo, se anadieron 2,25 ml de Optiphase Hisafe 3 y se midieron las
desintegraciones por minuto (d.p.m.) en un contador de centelleo liquido tipo B
(Guardian 1414 de Wallac, Turku, Finland). Los resultados se expresaron como
porcentaje de incorporacién de [*H]-timidina respecto al control.

8. Determinacion del crecimiento tumoral in vivo

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos in vitro, se llevaron a cabo
experimentos en ratones atimicos nu/nu. En la determinacién del crecimiento tumoral
en los modelos de CP y mama se utilizaron 7 machos y 7 hembras, respectivamente, de
6 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en condiciones libres de patégenos
en las instalaciones del animalario de la Universidad de Alcala. Los protocolos
experimentales se realizaron de acuerdo a los criterios del comité ético. Se inyectaron
subcutaneamente 6 x 10° células en ambos flancos de cada animal en un volumen total
de 50 ul de PBS. En el flanco derecho se inyectaron las células transfectadas con el
vector de expresion para Gfil (MDA-MB-231-Gfil o PC3-Gfil) y en el izquierdo las
células transfectadas con el vector de expresién vacio (MDA-MB-231-Mock o PC3-
Mock) utilizadas como control. El desarrollo del tumor fue medido 2 veces por semana.
Los ratones se sacrificaron a los 37 dias. Los tumores se separaron, pesaron y
fotografiaron.

9. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizé en el Dto. de Biomedicina y Biotecnologia de la
Universidad de Alcalda por la Dra. M. Val Toledo Lobo. Las muestras de tejido
embebidas en parafina se cortaron para obtener secciones de 5 um de espesor y
fueron tratadas con xileno y rehidratadas en una serie de lavados graduales con etanol
para la recuperacién del tejido. La recuperacién del antigeno se llevd a cabo con un
tampodn citrato 10 mM durante 3 min. La fluorescencia enddgena se inactivé mediante
incubacién con borohidruro de sodio 4% en una solucién salina tamponada con Tris pH
7,6. Para evitar reacciones inmunes no especificas se incubaron previamente en una
solucion de bloqueo (3% de suero normal de burro, 0,05% de Triton X-100 en solucién
salina amortiguadora Tris, pH 7,5). Para la deteccion de GSTM2 y PENK se utilizaron
anticuerpos especificos diluidos en la solucion de bloqueo (ANTI-GSTM2, Abnova;
ANTI-PENK, Sigma-Aldrich). Después del lavado, las muestras se incubaron durante 5
min con un anticuerpo secundario de conejo conjugado con peroxidasa (Mas Vision,
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Master Diagnostica, Espafia) y se reveld usando como sustrato 3'-diaminobencidina.
Para la tincidon de los nucleos se utilizé hematoxilina de Caracci. Para la preparacién de
los controles negativos las muestras se incubaron con suero de conejo no inmune en
lugar de anticuerpos primarios. Las secciones se cubrieron con un medio de montaje
permanente (Entellan, Merck). La inmunohistoquimica se clasificd en cuatro categorias
basadas en el patrén de tincién de la mayoria de las células tumorales presentes en la
secciéon (0: negativo; 1: débilmente positivas; 2-3: moderadamente positiva, y 4:
altamente positivo).

10. Analisis bioestadistico

Las secuencias de DNA y RNA en formato FASTA se obtuvieron de la pagina
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/.

En el procesamiento de los datos de las funciones bioldgicas se han utilizado los
programas Microsoft Office Excel y GraphPadPrism5. Para la comparacion de medias
entre muestras independientes se utilizé el test de t-Student (estadistica paramétrica).
El analisis de supervivencia fue realizado mediante el método de Kaplan-Meier.

El analisis bioestadistico de los datos del array de metilacion se realizé con el programa
Genome Stuido (V21010.3, lllumina) y con el programa Microsoft Office Excel. Para la
determinacién de diferencias significativas se utilizaron los test de U de Mann-Whitney
para variables continuas y el de contingencia Chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categéricas.
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1. Analisis del perfil de metilacion en pacientes con cancer de prdstata

Como ya hemos descrito, la metilacién del DNA es la modificacidon epigenética mejor
conocida y de la que mas se ha estudiado su papel en la regulacidon de la expresion
génica. Los cambios en el perfil de metilacién caracteristico de cada tipo celular estan
asociados al desarrollo de un gran nimero de patologias entre ellas el cancer, lo que
ha permitido determinar el patréon de metilacién asociado a cada tipo tumoral. Estos
hallazgos han permitido, por un lado, aproximarnos al conocimiento de los
mecanismos moleculares asociados al desarrollo de este grupo de patologias, y por
otro, su uso en la clinica como biomarcadores.

Por ello, el objetivo principal de este trabajo fue identificar el perfil de metilacién
especifico de CP que ademds de ayudarnos a entender mejor como se desarrolla esta
patologia, pudiese ser utilizado para seleccionar un grupo de genes para ser utilizados
como marcadores para el diagndstico y prondstico de esta enfermedad. Con este fin,
hemos determinado el perfil de metilacion de 83 muestras de tumores de prdstata, 10
de tejido prostatico normal y las lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145. Las
caracteristicas de los pacientes incluidos en este estudio se muestran en la tabla 2, y
estan representados de forma equilibrada enfermedad localizada, enfermedad
localmente avanzada y enfermedad diseminada.

Para analizar el perfil de metilacion hemos utilizado un array de metilacién de llumina
(GoldenGate Methylation Panel 1) que nos ha permitido determinar el estado de
metilacion de 1505 CpGs presentes en la regidn promotora (-1500 y +800 bases en
torno al inicio de transcripcion) de 807 genes entre los que se incluyen oncogenes,
genes supresores de tumores, genes implicados en la reparacion del DNA, control del
ciclo celular, diferenciacién y apoptosis. De todas las CpGs analizadas el 69% (n=1044)
se localizan en islas CpG candnicas y el 31% restante (n=461) no.

El andlisis que se representa en la figura 14 muestra, en primer lugar, que el perfil de
metilacion de los tejidos normales difiere del de las muestras de pacientes con CP. En
segundo lugar, el perfil de metilacion de las muestras tumorales es heterogéneo,
mostrando en algunos casos similitudes con las muestras de tejido normal mientras
gue en otros casos exhiben grandes diferencias, lo que podria ser un reflejo de la
diversidad clinicopatologica de las muestras incluidas en el estudio. También
encontramos un grupo aislado de tejidos normales que comparten un patrén de
metilacion muy similar con algunas muestras tumorales, que podria ser debido a que
estas muestras representan estadios muy tempranos en el desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, cuando analizamos las caracteristicas clinicopatoldgicas de
estos pacientes encontramos que estos eran muy heterogéneos por lo que no cabria
esta explicacion.
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Figura 14. Andlisis jerarquico no supervisado de los perfiles de metilacion del DNA. Analisis de los
perfiles de metilacion de los 1505 sitios CpG en 83 muestras de CP (azul) y 10 tejidos de prdstata normal
(amarillo).

Como ya describimos en el apartado de materiales y métodos, el analisis de los datos
obtenidos en el array nos proporciona un valor de metilacién (B) comprendido entre 0
y 1, donde 0 es no metilado y 1 corresponde al valor maximo de metilacién. El criterio
gue aplicamos para la seleccion de sondas metiladas en tumores de prdstata fue
seleccionar aquellas cuyo valor de B fuese <0,2 en los tejidos normales y >0,6 en los
tumores. Siguiendo este criterio, encontramos 273 sondas que estaban hipermetiladas
en al menos una muestra tumoral. De estas, seleccionamos 49 que se corresponden
con 41 genes, por estar significativamente (p<0,01) hipermetiladas en mas del 20%
(n=17) de los tumores analizados (Tabla 6). Entre estos genes encontramos algunos
cuya metilacién ya se ha descrito en CP como son GSTP1, RARB2, APC, SCGB3A1,
RASSF1, CDH13, CAV1 y MDR1, lo que nos indica que este método es una buena
herramienta para la busqueda de nuevos genes hipermetilados en cancer. Pero
también hemos identificado genes cuya metilaciéon aun no se ha descrito en CP como
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es el caso de GSTM2, PENK y Gfil que se encuentran metilados en el 85,5% (n=71),
42,1% (n=35) y 37,3% (n=31) de los casos, respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Genes hipermetilados en mas del 20% de los tumores de préstata

T

GSTM2_E153 F
GSTP1 E322 R
RARB_P60_F
ALOX12_ES5 R
APC P14 F
PDGFRB_P273_
SCGB3A1_E55_
CFTR_P372_R
MT1A_E13 R
PENK_E26_F
TERT_P360_R
CCNA1 E7 F
RARA_P176_R
TALL P594 F

ERG_E28 F

MET_E333_F
GFI1_E136_F
MYCL2_P19 F
SEPT9_P374_F
COL18A1_P494
KLK10_P268 R
MFAP4_P10_R
MMP14_P13 F
TBX1_P885 R
EYA4_E277 F
NEU1_P745 F
POMC_P400_R
GADDA45A_P737
HTR1B_P222 F
RASSF1_E116_
CDH13_P88_F

PDGFRA_P1429

IRAK3_P185_F
ASCL2_P360_F
ESR1_P151 R
HFE_E273 R
IGFBP7_P297_
RARRES1_P426
CAV1 P130 R
THY1_P149 R
BMP4_P123 R

GSTM2
GSTP1
RARB
ALOX12
APC
PDGFRB
SCGB3A1
CFTR
MT1A
PENK
TERT
CCNA1
RARA
TAL1

ERG

MET
GFI1
MYCL2
sep-09
COL18A1
KLK10
MFAP4
MMP14
TBX1
EYA4
NEU1
POMC
GADD45A
HTR1B
RASSF1
CDH13

PDGFRA

IRAK3
ASCL2
ESR1
HFE
IGFBP7
RARRES1
CAV1
THY1
BMP4

glutathione S-transferase mu 2

glutathione S-transferase pi 1

retinoic acid receptor, beta

arachidonate 12-lipoxygenase

adenomatous polyposis coli

platelet-derived growth factor receptor, beta
secretoglobin, family 3A, member 1

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
metallothionein 1A

Proenkephalin

telomerase reverse transcriptase

cyclin A1

retinoic acid receptor, alpha

T-cell acute lymphocytic leukemia 1

v-ets avian erythroblastosis virus €26 oncogene
homolog

met protooncogene

growth factor independent 1 transcription repressor
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2
septin 9

collagen, type XVIII, alpha 1

kallikrein-related peptidase 10
microfibrillar-associated protein 4

matrix metallopeptidase 14

T-box 1

eyes absent homolog 4

sialidase 1

Proopiomelanocortin

growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
5-hydroxytryptamine

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1

cadherin 13, H-cadherin

platelet-derived growth factor receptor, alpha
polypeptide

interleukin-1 receptor-associated kinase 3
achaete-scute complex homolog 2

estrogen receptor 1

Hemochromatosis

insulin-like growth factor binding protein 7

retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1

caveolin 1
Thy-1 cell surface antigen
bone morphogenetic protein 4
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85.54
63.86
61.45
59.04
56.63
54.22
49.40
46.99
43.37
42.17
42.17
40.96
40.96
40.96

38.55

38.55
37.35
37.35
37.35
36.14
36.14
36.14
36.14
36.14
34.94
34.94
34.94
31.33
28.92
27.71
26.51

26.51

25.30
24.10
22.89
22.89
22.89
22.89
21.69
21.69
20.48

1.53E-06
2.19E-06
2.97E-06
1.25E-05
2.02E-05
4.66E-06
2.82E-06
1.31E-05
1.03E-05
5.69E-06
4.22E-06
3.09E-05
2.82E-06
1.37E-05

2.56E-05

5.16E-05
4.90E-06
1.59E-05
4.29E-05
4.66E-06
2.33E-05
3.82E-06
1.92E-05
3.73E-05
5.10E-04
8.94E-05
1.12E-04
3.09E-05
1.44E-05
4.01E-06
7.80E-05

7.12E-05

1.44E-05
1.25E-03
6.03E-04
2.56E-05
5.15E-06
5.15E-06
2.44E-05
1.02E-04
1.65E-03
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Por otro lado, la hipometilacion de oncogenes y genes imprintados es otra de las
alteraciones epigenéticas asociadas al desarrollo de diferentes tipos de tumores, por lo
gue nos resultd interesante la busqueda e identificacién de genes que presentasen una
pérdida de metilacién en las muestras tumorales. Para ello seleccionamos aquellas
sondas metiladas en las muestras de tejido normal p>0.8 y con un B<0.4 en las
muestras tumorales. En este caso, encontramos 44 sondas que estaban hipometiladas
en al menos 1 muestra tumoral y en solo 5 de ellas habia pérdida de metilacién en mas
del 5% de las muestras analizadas. En concreto, el mas frecuentemente hipometilado
fue el gen PGR, que codifica para el receptor de progesterona, que esta hipometilado
en el 9,6% (n=8) de las muestras analizadas. Dado que estos datos no eran
significativos parecia poco probable que la pérdida de metilacién de estos genes pueda
tener un papel relevante en el desarrollo del CP por lo que decidimos continuar solo
con el estudio de los genes hipermetilados.

Una vez definido el perfil de metilacion, seleccionamos los genes GSTM2 (Glutation S-
transferasa de clase mu), PENK (Proencefalina) y Gfil (Growth factor Independence 1)
para su posterior estudio ya que su hipermetilacion no ha sido descrita hasta el
momento en ningun tipo tumoral, estan metilados en un alto porcentaje de los
tumores (Figura 15) y por la relevancia que podria tener su pérdida de expresién por
metilacion en el desarrollo de esta patologia.
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Figura 15. Representacion de los valores de metilacion del array para los genes GSTM2 (A), PENK (B) y
Gfil (C) en las muestras de tejido normal (N) y CP (T). GSTM2, PENK y Gfil se encuentran
diferencialmente metilados y de forma significativa en las muestras tumorales respecto a las muestras
control. ***p<0,0001

Aunque el estudio de los genes GSTM2, PENK y Gfil se ha realizado de modo
simultaneo a lo largo del desarrollo de esta tesis, hemos dividido este trabajo en dos
partes: por un lado la seleccidn de genes implicados en el diagnéstico y prondstico de
la enfermedad y por otro lado, el estudio de la relevancia funcional de la perdida de
expresion por metilaciéon de Gfil (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del procedimiento de seleccion y estudio de genes hipermetilados en CP.

2. ldentificacion de nuevos biomarcadores para el diagndstico y
prondstico del cancer de prdostata

Una vez seleccionados los genes candidatos, el primer paso fue validar los datos
obtenidos en el array. Para ello seleccionamos GSTM?2 y PENK en primer lugar porque
su metilacion simultanea se da en el 40,9% de las muestras analizadas, y hasta el
momento no se ha encontrado su metilacion en CP por lo que la determinacién
conjunta de su metilaciéon podria tener un papel relevante en el diagndstico de esta
patologia. Ademas, la pérdida de funciéon por metilacion de estos dos genes podria
jugar un papel importante en el desarrollo del CP. GSTM2 codifica para la glutatién S-
transferasa de clase mu, una enzima implicada en los procesos de detoxificacion por
conjugacién con glutation de compuestos electrofilicos incluidos carcinégenos, drogas
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terapéuticas, toxinas ambientales y productos del estrés oxidativo (241), mientras que
PENK codifica para una proencefalina que esta implicada en numerosas funciones
como la percepcién del dolor, la respuesta al estrés y en la induccion de la apoptosis
mediada por p53 (242).

2.1. Validacion de los datos de metilacion de GSTM2 y PENK

En primer lugar, y para confirmar los datos obtenidos en el array, analizamos la
metilacion de GSTM2 y PENK mediante la técnica denominada Sequenom que nos
permitio cuantificar la metilacidn de varias CpGs de la regién promotora de estos dos
genes que ademas incluia la CpG analizada en el array. Como muestra la figura 17,
tanto para GSTM2 como para PENK, los valores de metilacién obtenidos mediante esta
técnica corroboran que los tumores de prdstata presentan unos niveles de metilacion
significativamente mas elevados que las muestras de tejido normal.
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Figura 17. Valores de metilacion de la CpG incluida en el array de metilacidn y analizada mediante la
técnica Sequenom EpiTYPER para los genes GSTM2 (A) y PENK (B). Las figuras muestran como en
ambos casos existen diferencias significativas en los valores de metilacién de la CpG analizada entre las
muestras de tejido normal (N) y las muestras tumorales (T). **p<0,01; ***p<0,0001

Aunque los valores de metilacién obtenidos mediante esta técnica fueron inferiores a
los del array, observamos una elevada correlacién entre los valores obtenidos con el
array y mediante Sequenom tanto para GSTM2 (R=0,4917, p<0,0001) (Figura 18A)
como para PENK (R=0,6318, p<0,0001) (Figura 18B).
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Figura 18. Correlacion entre los valores de metilacidon obtenidos con el array de metilacion y mediante
Sequenom EpiTYPER de los genes GSTM2 (A) y PENK (B) en muestras de tejido prostatico normal y
tumoral. *** p<0,0001

Por ultimo, estos datos fueron confirmados también mediante MSP de la regién
correspondiente al inicio de transcripcion que también incluye la CpG analizada en el
array de metilacién. Con esta técnica encontramos que GSTM2 (Figura 19A) y PENK
(Figura 19B) se encuentran metilados en el 75 % y 57 % de los tumores analizados,
respectivamente. En conjunto, estos datos indican que PENK y GSTM2 estdn metilados
en CP y que su metilacion simultdnea se da en un alto porcentaje lo que supone una
valiosa herramienta para el diagndstico de esta enfermedad.

A

N1 N2 T1 T2 T3 T4 NL IVD H20

N1 N2 T1 T2 T3 T4 NL VD H20

Figura 19. PCR especifica de metilacion (MSP) para GSTM2 y PENK. Andlisis del estado de metilacion de
la region promotora de los genes GSTM2 (A) y PENK (B) mediante MSP en muestras de tejido normal (N)
y tumoral (T). La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica que el gen no esta metilado
en esa muestra, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la linea M indica que el gen
estd metilado en esa muestra. Como control de la reaccidn de no metilacién se utilizaron linfocitos
normales (NL) y como control de la reaccion de metilacion se utilizé DNA metilado in vitro (IVD).



Resultados

2.2. Correlacion entre el estado de metilacidn y los niveles de expresion de PENK Y
GSTM2 en lineas celulares de cancer de préstata

Como ya describimos en la introduccion, la metilacién del DNA en la regién promotora
de los genes codificantes es una modificacidén epigenética que se asocia a la perdida de
expresion. Dada la funcionalidad de estos genes, el siguiente paso fue determinar la
correlacién entre la metilacidon y los niveles de expresiéon de GSTM2 y PENK en las
lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145 que también fueron incluidas en el array y
cuyos valores B fueron 0,69, 0,06 y 0,52 para GSTM2 y 0,01, 0,77 y 0,94 para PENK,
respectivamente. En primer lugar, determinamos la metilacién mediante MSP (Figura
20A) y secuenciacidon genémica del DNA tratado con bisulfito (Figura 20B). Ambas
técnicas confirmaron los datos obtenidos en el array. Encontramos que GSTM2 estd
metilado en la linea celular LNCaP, que la linea DU145 presenta un menor grado de
metilacion y que la linea PC3 no esta metilada. Ademads, estos resultados se
correlacionan con los niveles de mMRNA de GSTM?2 determinados mediante gRT-PCR en
los que observamos que la linea celular PC3 es la que presenta mayor nivel de
expresion, unos niveles intermedios en la linea DU145 y la pérdida de expresion en la
linea celular LNCaP (Figura 20C).
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Figura 20. Analisis del estado de metilacion y expresion de GSTM2 en las lineas celulares de cancer de
prostata LNCaP, PC3 y DU145. (A) Analisis de la metilacidn del promotor del gen GSTM2 mediante MSP
en las lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145. La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U
indica que el gen no esta metilado en esa linea, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo
de la linea M indica que el gen esta metilado en esa linea celular. Como control de la reaccién de no
metilacidn se utilizaron linfocitos normales (NL) y como control de la reaccién de metilacidon se utilizo
DNA metilado in vitro (IVD). (B) Representacion esquematica de la region promotora de GSTM2. Los
dinucleodtidos CpG estan representados como lineas verticales negras cortas. Las flechas de color negro
representan los cebadores disefiados para la reacciéon de la secuenciacidon con bisulfito sédico. La
estrella negra representa la citosina analizada en el array de metilaciéon en posicién +153 respecto al
inicio de transcripcion (bloque negro). Se muestran los resultados de la secuenciacion gendmica con
bisulfito de 8 clones individuales en las lineas celulares LNCaP, PC3 y DU145. La presencia de citosinas
metiladas o no metiladas se indican mediante cuadrados negros o blancos, respectivamente. (C) qRT-
PCR de los niveles relativos del mMRNA de GSTM2 en las lineas celulares LNCaP, PC3 y DU145. Se muestra
un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

Una vez que determinamos la perdida de expresion de GSTM2 en la linea celular
LNCAP, el siguiente paso que nos planteamos fue determinar si esa pérdida de
expresion era debida a la metilacién de su regiéon promotora. Para confirmar este
punto, tratamos las tres lineas celulares LNCaP, PC3 y DU145 con el agente
desmetilante 5-aza-2-deoxicitidina y determinamos los niveles de expresién mediante
gRT-PCR. En la linea celular LNCaP, en la que GSTM2 estd metilado y no se expresa,
este tratamiento produjo un aumento en los niveles de mRNA (Figura 21B), mientras
gue no se observaron cambios significativos en los niveles de expresién de GSTM2 en
las lineas PC3 y DU145 en las que no estd metilado (Figura 21Ay C).
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Figura 21. Efecto del tratamiento con 5°-aza-2"-deoxicitidina (2 y 5 pM) sobre los niveles de mRNA de
GSTM2 en las lineas celulares PC3, LNCaP y DU145. El agente desmetilante 5'-aza-2’-deoxicitidina
induce la expresion de GSTM2 en la linea celular LNCaP (B), pero no en las lineas celulares PC3 (A) y

DU145 (C) que no estan metiladas. Se muestra un experimento representativo de tres realizados por
triplicado.

Este mismo estudio los llevamos a cabo para PENK. Los ensayos de MSP (Figura 22A) y
secuenciacion con bisulfito (Figura 22B) confirmaron que PENK estd metilado en las
lineas celulares PC3 y DU145, y no lo esta en la linea LNCaP. Ademas, estos datos se
correlacionaron con los niveles de mRNA (Figura 22C). La hipermetilacion de PENK en
las lineas PC3 y DU145 se correspondid con su pérdida de expresidn, mientras que los
niveles de su mRNA fueron restaurados cuando ambas lineas fueron tratadas con el
agente desmetilante 5-aza-2-deoxicitidina (Figura 23).
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Figura 22. Analisis del estado de metilacién y expresion de PENK en las lineas celulares de cancer de
préstata LNCaP, PC3 y DU145. (A) Analisis de la metilacién del promotor de PENK mediante MSP en las
lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145. La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica
que el gen no esta metilado en esa linea, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la
linea M indica que el genestd metilado en esa linea celular. Como control de la reaccién de no
metilacion se utilizaron linfocitos normales (NL) y como control de la reaccién de metilacion se utilizé
DNA metilado in vitro (IVD). (B) Representacion esquemadtica de la regién promotora de PENK. Los
dinucledtidos CpG estan representados como lineas verticales negras cortas. Las flechas de color negro
representan los cebadores disefiados para la reacciéon de la secuenciacidon con bisulfito sédico. La
estrella negra representa la citosina analizada en el array de metilaciéon en posicién +26 respecto al
inicio de transcripcion (bloque negro). Se muestran los resultados de la secuenciacién gendmica con
bisulfito de 8 clones individuales en las lineas celulares LNCaP, PC3 y DU145. La presencia de citosinas
metiladas o no metiladas se indican mediante cuadrados negros o blancos, respectivamente. (C) qRT-
PCR de los niveles relativos del mRNA de PENK en las lineas celulares LNCaP, PCR y DU145. Se muestra
un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

71



Resultados

>
o
O

14 -
2 A 1,2 -
< < 2"
x 1.6 1 o DE:
S = £ 10 1
[0} [ i
S .00,8 ©
n 1.2 - wn 8 8 -
© o S
= = 0,6 A =
S T T 6
o 0,8 - o) &)
@x X 0,4 - "
n %] o 4 -
Q Q o
00,4 - 2 2
=2 20,2 1 = ]
> = Z 2
0 - 0 A 0
C 2uyM 5uM C 2uyM 5puM C 2uyM 5uM

Figura 23. Efecto del tratamiento con 5°-aza-2"-deoxicitidina (2 y 5 pM) sobre los niveles de mRNA de
PENK en las lineas celulares PC3, LNCaP y DU145. El agente desmetilante 5'-aza-2"-deoxicitidina induce
la expresidon de PENK en las lineas celulares PC3 (A) y DU145 (C), pero no en la linea celular LNCaP (B)
que no esta metilada. Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

En conjunto, estos datos indican que, al igual que con GSTM2, la expresién de PENK
estd regulada por metilacién de su promotor en lineas celulares de CP.

Posteriormente, quisimos determinar si esta correlacion entre la expresion y la
metilacion de estos dos genes también se producia en las muestras de pacientes
incluidas en el array. Para ello, analizamos la expresién de GSTM2 y PENK en las
muestras de pacientes con CP y en las muestras de tejido prostatico normal mediante
inmunohistoquimica, y observamos que ambas proteinas se expresan en prdstata
normal, mientras que su expresién en las muestras tumorales fue muy heterogénea
(Figura 24).
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Figura 24. Expresion de GSTM2 y PENK en tejidos normales y tumorales de prdstata. Se muestran
imagenes representativas de la expresidon de GSTM2 y de PENK determinada por inmunohistoquimica en
tejido normal y muestras de CP. Las tinciones de GSTM2 y PENK en las glandulas normales fueron
intensas y localizadas en los citoplasmas de las células del epitelio glandular (tincion marrdn). A su vez,
la mayoria de las células tumorales mostraron una pérdida evidente de la sefial tanto para GSTM2 como
para PENK.

Por ultimo, determinamos la correlaciéon entre los valores de metilacion de las
muestras tumorales y sus niveles de expresion proteica para GSTM2 (Figura 25A) y
PENK (Figura 25B) para lo que, y siguiendo el criterio de clasificacion de las muestras
establecido por un Unico patdlogo, asignamos un valor de expresion numérico a cada
muestra siendo 0 el valor minimo y 4 el maximo nivel de expresidon. La correlacidn
entre los niveles de metilacién y la expresién fue de -0,78 para GSTM2 (n=68,
p<0,0001) y -0,59 para PENK (n=50, p<0,0001). Para GSTM?2 el 86,2% de los tumores
metilados mostraron pérdida de expresién mientras que la proteina estaba presente
en todos los tumores no metilados. La presencia de PENK se detectd en el 50% de los
tumores no metilados y estuvo ausente en el 90% de los tumores metilados.
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Figura 25. Correlacion entre la metilacion y la expresion de GSTM2 y PENK en tumores de prostata. Se
muestra la correlacidn entre los valores de metilacidon obtenidos en el array de metilacidn y los datos de
expresion de GSTM2 (A) y PENK (B) obtenidos mediante inmunohistoquimica, donde el valor 0 indica la
ausencia de proteina y 4 es el valor maximo de expresion. La metilacion de GSTM2 y PENK se
correlaciond negativamente con la presencia de la proteina en ambos casos. ***p<0,0001

A la vista de estos resultados podemos concluir que la metilacion de GSTM2 y PENK es
un hecho frecuente en CP, que, ademas, se asocia con su pérdida de expresién por lo
que podria tener un papel relevante en el desarrollo de esta patologia. Ademas, y no
menos importante, estos dos genes estdn metilados conjuntamente en el 40,9% de las
muestras tumorales analizadas por lo que la determinacién de su estado de metilacién
podria ser una valiosa herramienta para la deteccién de los tumores de préstata.

2.3. Asociacion entre el perfil de metilacion del DNA y el pronédstico del cancer de
préstata

La metilacién del DNA es una herramienta muy valiosa desde un punto de vista clinico
ya que se puede utilizar no solo como marcador en la deteccién del cancer, sino
también para predecir el prondstico y la respuesta al tratamiento. Dado que las
muestras incluidas en el estudio representan diferentes estadios en el desarrollo de
esta patologia (enfermedad localizada, enfermedad localmente avanzada vy
enfermedad diseminada) resultaba muy interesante analizar si existia alguna relacién
entre la frecuencia de metilacién de los genes seleccionados y las caracteristicas
clinicopatélogicas relacionadas con el prondstico de esta enfermedad como son el Ki-
67 (Tabla 7), el indice de Gleason (Tabla 8) y el tamafio tumoral (Tabla 9). El indice de
Gleason es el método mdas usado por los patélogos en la clasificacién del CP. Se basa
en el grado de diferenciacidon de la arquitectura glandular existente entre el tejido
normal y el del CP (7, 8). Los tumores menos agresivos generalmente tienen un
aspecto similar al del tejido sano, mientras que los mas agresivos, con posibilidades de
crecer y metastatizar tienen un aspecto diferente al tejido sano. El Ki-67 es un antigeno
nuclear que se expresa en las células en las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular y no se
expresa en las células en fase GO. Por tanto, la expresion del Ki-67 nos puede dar idea
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del estado proliferativo de las células tumorales (243). Por ultimo, el tamano tumoral
(T) permite describir el tamafio y la ubicacidn del tumor.

Tabla 7. Genes mas frecuentemente metilados en tumores de prdstata con elevados niveles de Ki-67

Genes Ki-67 0-5, n=48 Ki-67 6-12, n=14 Ki-67 13-25, n = 8 Ki-67 >25, n=10
ALOX12_E85 R 47.91 64.28 87.5 90 0.0027
CFTR_P372_R 375 55 62.5 90 0.002
GFI1_E136_F 27.08 42.85 50 80 0.0015
GSTP1_P74 F 29.16 50 62.5 70 0.0048
HFE_E273_R 12.5 35.71 50 40 0.0081
HTR1B_P222_F 14.58 35.71 37.5 90 <.0001
MT1A_E13_R 33.33 50 62.5 80 0.0032
PDGFRA_P1429 F 16.66 42.85 25 60 0.0069
PDGFRB_P273 _F 41.66 71.42 87.5 80 0.0026
PENK_E26_F 29.16 57.14 50 90 0.0004
RARA_P176_R 33.33 42.85 50 80 0.008
RARRES1 P426 R 125 35.71 37.5 50 0.0038
SEPT9_P374 F 25 35.71 75 80 0.0001
TAL1_P594 F 31.25 42.85 50 90 0.001
THY1_P149 R 12.5 21.42 50 50 0.0017
ZNF215 P71 R 14.58 35.71 50 60 0.0007

Tabla 8. Genes mas frecuentemente metilados en tumores de prostata con elevado indice de Gleason

Gleason <8 Gleason 28

Genes n=36 n=a7 Valor p
BMP4_P123 R 5.55 31.91 0.005
CFTR_P372_R 25 63.83 0.0008
ERG_E28 F 16.66 55.31 0.0005
HTR1B_P222 F 11.11 42.55 0.0029
MYCL2_P19 F 19.44 51.06 0.0056
RARB_P60_F 44.44 74.46 0.0068
TBX1_P885 R 19.44 48.93 0.0063
TERT_P360 R 22.22 57.44 0.0017
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Tabla 9. Genes mas frecuentemente metilados en tumores de préstata con elevada Categoria T

T1-T2 | T3-T4

Genes n=35 n=48 Valor p
ALOX12 E85 R 37.14 75 0.0007
APC_P14 F 37.14 70.83 0.0034
ASCL2_P360_F 8.57 35.41 0.0048
BMP4 _P123 R 571 31.25 0.0052
CAV1_P130_R 5.71 33.33 0.0027
CCNAl _E7_F 22.85 54.16 0.0064
GSTM2_E153_F 71.42 95.83 0.0031
GSTP1_P74 F 20 54.16 0.0029
HFE_E273_R 8.57 33.33 0.0087
IRAK3_P185_F 8.57 37.5 0.0042
MFAP4_P10_R 17.14 50 0.0026
MT1A_E13 R 17.14 62.5 <.0001
MYCL2_ P19 F 17.14 52.08 0.0013

PDGFRA_P1429 F 8.57 39.58 0.0021
PDGFRB_P273_ F 3142 70.83 0.0007

RARB_P60_F 40 77.08  0.0012
SCGB3A1_E55 R 2571 66.66 0.0003
SEPT9_P374 F 14.28 54.16 0.0002
TAL1_P594 F 20 56.25 0.0014
TERT_P360_R 22.85 56.25 0.0033

Con este andlisis encontramos grupos de genes cuya metilacién es mas frecuente en
pacientes con elevado Ki-67 (Tabla 7), elevado indice de Gleason (Tabla 8) o elevado
estado tumoral (Tabla 9), pero no encontramos genes que estuviesen metilados con
elevada frecuencia en pacientes que tuviesen elevadas las 3 variables clinicas
analizadas. En el caso de PENK y GSTM2, los hemos encontrado significativamente
metilados en pacientes con elevado Ki-67 en el caso de PENK y en pacientes con
enfermedad avanzada en el caso de GSTM2, pero no hemos encontrado ninguna
relacion entre el estado de metilacidn de estos genes con el resto de variables. Pero
hemos encontrado dos genes, CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) y HTR1B (5-hydroxytryptamine receptor 1B) que estdn metilados con una
elevada frecuencia en pacientes con elevado indice de Gleason y con un alto indice Ki-
67, dos pardmetros asociados a un peor prondstico en CP. En concreto, CFTR estaba
hipermetilado en el 63,8% de los pacientes que presentaban un indice de Gleason 28y
en un 25% de los pacientes con Gleason < 8, mientras que HTR1B estaba hipermetilado
enel42,5%y el 11% de los pacientes incluidos en estos mismos grupos.
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Ademas, CFTR y HTR1B estan hipermetilados conjuntamente en el 40,4% de los
tumores con un indice de Gleason = 8. Como se muestra en la figura 26 el analisis de
Kaplan-Meier indica que tanto la supervivencia global (Figura 26A) como el tiempo
libre de progresiéon clinica (TLPC) (Figura 26B) fueron menores en los pacientes que
presentan la metilacidon conjunta de estos dos genes (p<0,0001).
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Figura 26. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la relacion entre la metilacion simultanea de CFTR y
HRT1B y la supervivencia global (A) y el TLPC (B). Analisis de la supervivencia global (A) y el TLPC (B) de
los pacientes con CP que presentan metilacion simultanea de los genes CFTR y HTR1B (lineas de color
rojo) y que no presentan metilacion simultanea de CTFR y HTR1B (lineas de color verde). El fallecimiento
de los pacientes esta representado como lineas verticales cortas. El tiempo esta expresado en meses. La
supervivencia global (A) y el TLPC (B) fueron menores en los pacientes que presentan la metilacién
simultanea de estos dos genes. ***p<0,0001

Una vez seleccionados CFTR y HTR1B como marcadores de prondstico, por ultimo,
confirmamos los datos de metilacién obtenidos en el array mediante MSP (Figura 27).
Encontramos que CFTR (Figura 27A) y HTR1B (Figura 27B) estan metilados en el 65% y
en el 22% de los tumores, respectivamente. La discrepancia encontrada respecto al
porcentaje de metilacién obtenido con el array en el caso de CFTR (46,9%) puede ser
debida a la diferente metodologia empleada. Mientras que en el array de metilacion
seleccionamos como tumores metilados solo aquellos que presentaron un valor  >0,6,
en la MSP, debido a su elevada sensibilidad, pueden aparecer metilados tumores que
presentan un valor de metilacién por debajo de 0,6 en el array.
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Figura 27. Validacion de los datos de metilacion de CFTR y HTR1B obtenidos en el array de metilacion
mediante MSP. Analisis de la metilacion del promotor de los genes CFTR (A) y HTR1B (B) mediante MSP
en tejido prostatico normal (N) y CP (T). La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica
que el gen no esta metilado en esa muestra, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de
la linea M indica que el gen esta metilado en esa muestra. Como control de la reaccién de no metilacién
se utilizaron linfocitos normales (NL) y como control de la reaccidon de metilacion se utilizé DNA metilado
in vitro (IVD).

En conjunto, estos resultados sugieren que la hipermetilacién conjunta de CFTR y
HTR1B es un biomarcador que permite distinguir entre tumores de prdstata agresivos
e indolentes.

3. Papel de la metilacion de Gfil en cancer

3.1. Identificacion de Gfil como un nuevo gen hipermetilado en cancer de prdéstata

Otro de los grandes objetivos que nos propusimos en este trabajo fue identificar
nuevos genes silenciados por metilacidon en cancer de prdstata y analizar la relevancia
funcional de su pérdida de expresidn en el desarrollo de esta neoplasia. De la lista de
los 41 genes significativamente hipermetilados (Tabla 6) para este estudio
seleccionamos Gfil por la elevada frecuencia con la que esta metilado (37,3%) (Figura
28), porque su metilacién no se ha descrito hasta el momento en céncer, y por su
funcion. En concreto Gfil codifica para un represor transcripcional implicado en la
diferenciacién de células hematopoyéticas (244). Aunque menos conocido, se ha
demostrado que también regula la diferenciacién de tejidos no hematopoyéticos entre
las que se incluyen las neuronas (245), las células de la membrana del oido interno
(246), pulmon (247) e intestino (248). Como mecanismo para reprimir la expresiéon
génica, Gfil interacciona con proteinas que regulan las modificaciones epigenéticas
como la histona desacetilasa HDAC2 (249) y la histona metiltransferasa G9a (250).
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Figura 28. Valores de metilacion del array para el gen Gfil en las muestras de tejido normal (N) y CP
(T). Gfil se encuentra diferencialmente metilado y de forma significativa en las muestras tumorales
respecto a las muestras de tejido normal. ***p<0,0001

Ya que tanto la metilacién como la funcién de Gfil en prdstata no han sido descritas
hasta el momento, en primer lugar, validamos los datos de metilacién obtenidos en el
array, para posteriormente caracterizar las consecuencias biolégicas de este cambio
epigenético en CP.

Para validar los datos del array analizamos la metilaciéon de Gfil mediante Sequenom
(Figura 29). En este caso no pudimos incluir en el estudio la CpG analizada en el array
debido a que la presencia de numerosas GpGs en la regién promotora dificultaron el
disefio de cebadores que abarcasen la CpG de interés. Por este motivo, determinamos
la metilacidon de otras CpGs de la regidon promotora de Gfil y observamos que las
muestras tumorales presentan unos niveles de metilacidon significativamente mas
elevados que las muestras de tejido normal.
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Figura 29. Valores de metilacion de Gfil analizadas mediante Sequenom EpiTYPER. La figura muestra
diferencias significativas en los valores de metilacion de la CpG analizada, entre las muestras de tejido
normal (N) y las muestras tumorales (T). **p<0,01

A continuacién, analizamos la metilacion en las mismas muestras mediante MSP
(Figura 30). En este caso los cebadores si incluian la CpG analizada en el array. Con esta
técnica encontramos que el 51,3% de los tumores analizados estan metilados. La
discrepancia encontrada respecto al porcentaje de metilacion obtenido con el array
(37,3%) puede ser debida a la diferente metodologia empleada. Como ya explicamos
en el caso de CFTR, mientras que en el array de metilacidon seleccionamos como
tumores metilados solo aquellos que presentaron un valor B >0,6, en la MSP, debido a
su elevada sensibilidad, pueden aparecer metilados tumores que presentan un valor
de metilacién por debajo de 0,6 en el array. En cualquier caso, los datos obtenidos por
estas dos técnicas se correlacionaron en el 78% de las muestras analizadas (n=39), lo
gue confirma que Gfil esta frecuentemente metilado en los pacientes con CP.

Cl Cc2 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 NL IVD H20
uMuUMUMUMUMUMUM UMUMU MU M U M

Figura 30. Analisis de la metilacién del promotor del gen Gfil mediante MSP en tejido normal (N) y CP
(T). La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica que el gen no esta metilado en esa
muestra, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la linea M indica que el gen esta
metilado en esa muestra. Como control de la reaccion de no metilacién se utilizaron linfocitos normales
(NL) y como control de la reaccién de metilacidn se utilizd DNA metilado in vitro (IVD).

3.2. Silenciamiento de Gfil por hipermetilacion de su region promotora en lineas
celulares de cancer préstata

Para determinar si la metilacion de la regién promotora de Gfil provoca cambios en su
expresion utilizamos las lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145, que también
fueron incluidas en el array de metilacidén y cuyos valores para este gen fueron 0,84,
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0,96 y 0,57, respectivamente. Para este estudio, incluimos también la linea celular de
prdstata no tumoral RWPE en la que el promotor de Gfil no estd metilado.

Confirmamos los datos obtenidos en el array de metilacién mediante MSP. Como
esperabamos, encontramos que Gfil se encuentra metilado en las células LNCaP, PC3
y DU145 y que no estd metilado en la linea celular RWPE (Figura 31A). Ademas, estos
resultados se correlacionaron con los niveles de mRNA de Gfil, en los que observamos
gue este gen se expresa en la linea celular RWPE y se produce una disminucién muy
significativa en las lineas celulares LNCaP, PC3 y DU145 (Figura 31B).
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Figura 31. Andlisis del estado de metilacion y expresion de Gfil en las lineas celulares LNCaP, PC3,
DU145 y RWPE. (A) Analisis de la metilacidon del promotor del gen Gfil mediante MSP en las lineas
celulares LNCaP, PC3, DU145 y RWPE. La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica que
el gen no estd metilado en esa linea, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la linea
M indica que el gen esta metilado en esa linea celular. Como control de la reaccidon de no metilacién se
utilizaron linfocitos normales (NL) y como control de la reaccion de metilacidn se utilizo DNA metilado in
vitro (IVD). (B) gRT-PCR de los niveles relativos de mRNA de Gfil en las lineas celulares LNCaP, PC3,
DU145 y RWPE. Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

Una vez determinada la pérdida de expresién de Gfil en las tres lineas celulares de CP,
el siguiente paso fue determinar si esta era debida a la metilacién de su regién
promotora. Para ello, tratamos las tres lineas celulares con el agente desmetilante 5’-
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aza-2’-deoxicitidina y determinamos los niveles de mRNA de Gfil mediante gRT-PCR. El
tratamiento con el agente desmetilante produjo un aumento de los niveles del mRNA
de Gfil en las lineas celulares en las que estd metilado (Figura 32).

400 - 200 - 1200 A
350 1 120 1000
< < 160 S
oz 3007 € 140 £
£ E £ 800 -
- 250 A T 120 °
4 3 8
o
> 200 A 2 100 2 600 -
B © s
@ o) o)
& 150 - x 80 x
3 3 60 8 4001
T 100 1 g 2
z z 40 Z 200
50 1 20
0 1 0 0 -
C 2uM 5uM C 2uM 5uMm C 2uM 5uM

Figura 32. Efecto del tratamiento con 5°-aza-2’-deoxicitidina (2 y 5 pM) sobre los niveles de mRNA de
Gfil en las lineas celulares LNCaP (A), PC3 (B) y DU145 (C). El agente desmetilante 57-aza-2’'-
deoxicitidina aumenta la expresion de Gfil en las tres lineas celulares. Se muestra un experimento
representativo de tres realizados por triplicado.

Estos resultados indican que la expresion de Gfil estd regulada por metilacién de su
promotor en las lineas celulares de CP LNCaP, PC3 y DU145.

3.3. Silenciamiento epigenético de Gfil en cancer de mama

Una vez determinado el silenciamiento epigenético en CP, quisimos determinar si este
era un evento especifico de este tipo de tumores. Para ello, determinamos el estado
de metilacién de Gfil en 27 lineas celulares correspondientes a 8 tipos de tumores
mediante MSP (Tabla 10 y Figura 33A) y secuenciacion genédmica del DNA tratado con
bisulfito sdédico (Figura 33B) y encontramos que Gfil estd metilado muy
frecuentemente en lineas celulares de cancer de mama, en concreto en las lineas
MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT474 y BT549.
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Tabla 10. Representacion esquematica del estado de metilacion de Gfil en 27 lineas celulares
correspondientes a 8 tipos de tumores

Cérvix

MDAH2774

CasKI

Hela

Pulmon

H522

A459

H2126

H2227

H23

Hueso

SAOS-2

CAI178

Endometrio

SKUT1

AN3CA

Mama

MCF7

MDA-MB-231

MDA-MB-468

BT-549

MDA-MB-157

BT-474

Higado

HEPG2

Neuroblastoma

SNU368

SKNBE

LAISS

LAN1

IMR32

SKNAS

Colon

RKO

LOVO
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Figura 33. Analisis del estado de metilacion y expresion de Gfil en las lineas celulares de cdncer mama
BT474, MDA-MB-231 y MDA-MB-157 y en tejido de mama normal (MN). (A) Andlisis de la metilacion
del promotor de Gfil mediante MSP en las lineas celulares de cancer de mama BT474, MDA-MB-231y
MDA-MB-157. La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica que el gen no esta metilado
en esa linea, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la linea M indica que el gen esta
metilado en esa linea celular. Como control de la reaccion de no metilacidon se utilizaron linfocitos
normales (NL) y como control de la reaccidn de metilacion se utilizé DNA metilado in vitro (IVD). (B)
Representacion esquematica de la regidn promotora de Gfil. Los dinucledtidos CpG estan
representados como lineas verticales negras cortas. Las flechas de color negro representan los
cebadores disefiados para la reaccion de la secuenciacion con bisulfito sédico. El bloque negro
representa el inicio de transcripcidén. Se muestran los resultados de la secuenciacidon gendmica del DNA
tratado con bisulfito de 8 clones individuales en tejido de mama normal (MN) y en las lineas celulares de
cancer de mama BT474, MDA-MB-231 y MDA-MB-157. La presencia de citosinas metiladas o no
metiladas se indican mediante cuadrados negros o blancos, respectivamente. (C) gRT-PCR de los niveles
relativos del mRNA de Gfil en las lineas celulares de cdncer de mama MDA-MB-157, MDA-MB-231 y
BT474. Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

Estos resultados se correlacionaron con los niveles de mRNA de Gfil determinados
mediante qRT-PCR en los que observamos una pérdida de expresién en las lineas MDA-
MB-231 y BT474 respecto a la linea MDA-MB-157 en la que no estd metilado (Figura
33C).

Ademads, el tratamiento de las lineas MDA-MB-231 y BT474 con 5-aza-2-deoxicitidina
aumenté los niveles de mRNA de Gfil en ambas, lo que indica que la expresion de Gfil
esta regulada por la metilacion de su promotor en lineas celulares de cancer de mama
(Figura 34).
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Figura 34. Niveles del mRNA del gen Gfil en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 (A) y
BT474 (B) tras el tratamiento con el agente desmetilante 5°-aza-2'-deoxicitidina (2 y 5 uM). El agente
desmetilante 5'-aza-2’-deoxicitidina aumenta la expresion de Gfil en ambas lineas celulares. Se muestra
un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

A la vista de estos resultados el siguiente paso fue extrapolarlos a muestras de
tumores mediante MSP. Como muestra la figura 35, Gfil estd metilado en las muestras
de cédncer de mama (en el 47 % de los tumores analizados, n=44) (Figura 35A),
mientras que no lo estd en las muestras de céncer de colon analizadas (Figura 35B)
confirmando por tanto que la metilacion de Gfil no es un evento general en cancer.

Cancer de mama

Cancer de colon

Figura 35. Analisis del estado de metilacion de Gfil en muestras de cancer de mama y colon mediante
MSP. Analisis de la metilacion del promotor de Gfil mediante MSP cancer de mama (A) y cancer de
colon (B). La presencia de una banda de PCR debajo de la linea U indica que el gen no esta metilado en
esa muestra, mientras que la presencia de una banda de PCR debajo de la linea M indica que el gen esta
metilado en esa muestra. Como control de la reaccién de no metilaciéon se utilizaron linfocitos normales
(NL) y como control de la reaccidn de metilacion se utilizd DNA metilado in vitro (IVD).
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En conjunto, todos estos resultados nos indican que la pérdida de expresion por
metilacion del promotor de Gfil es un evento especifico y frecuente en CP y mama. Ya
que el cdncer de mama y el de préstata son los dos tipos de tumores endocrinos mejor
caracterizados y que comparten grandes similitudes en las principales vias de
sefializacion hormonal que controlan el crecimiento tumoral, decidimos analizar la
implicacion bioldgica del silenciamiento epigenético de Gfil en este tipo de tumores.

3.4. Estudio de la relevancia funcional de la pérdida de expresiéon de Gfil en cancer
de préstata y mama

Los datos disponibles sobre el papel de Gfil en el sistema hematopoyético son
contradictorios, por un lado, hay trabajos que indican que puede actuar como un
oncogén, mientras que otros estudios han demostrado que Gfil disminuye la
proliferacion de células hematopoyéticas y es fundamental para preservar su
integridad funcional (251) proponiendo que puede actuar como un gen supresor de
tumores. Pero no hay datos en la bibliografia sobre el papel de este gen en los tejidos
de préstata y mama, por lo que una vez demostrado que los niveles de expresion de
Gfil estan regulados epigenéticamente, quisimos conocer el significado funcional de su
pérdida de expresiéon en estos dos tipos de tumores. Para ello, en primer lugar,
transfectamos de manera estable las lineas celulares de CP y mama, PC3 y MDA-MB-
231, respectivamente, que han perdido la expresion de este gen por metilacion de su
promotor con un vector de expresion para Gfil (pCMV-Gfil) o con el mismo vector de
expresion vacio (Mock) que nos sirvié como control. Una vez transfectadas, las células
gue han incorporado el cDNA que codifica para Gfil se seleccionaron mediante el
crecimiento en presencia de Geneticina. La eficiencia de la transfeccidén se determiné
mediante, gRT-PCR (Figuras 36A y C) y Western-blot (Figuras 36B y D) y se
seleccionaron aquellos clones que presentaron mayores niveles de expresion.
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Figura 36. Analisis de la eficiencia de la transfeccion de Gfil en las lineas celulares PC3 y MDA-MB-231.
Niveles de expresidn de Gfil en las lineas celulares PC3 (A 'y B) y MDA-MB-231 (C y D) transfectadas con
el vector de expresion que contiene la secuencia de Gfil y el vector de expresidon vacio (Mock) mediante
gRT-PCR (A y C) y Western—Blot (B y D). Como control de carga en el Western-Blot se utiliz6 la a-actina.
Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

3.4.1. Efecto de Gfil sobre la viabilidad y proliferacion celular

Para estudiar el posible papel de Gfil como gen supresor de tumores en nuestro
modelo, en primer lugar, determinamos el efecto de su reexpresion sobre la viabilidad
y la proliferacion celular. La viabilidad celular se determiné mediante un ensayo
colorimétrico que mide la reduccién de la sal Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5
difeniltetrazol (MTT) y observamos que la reexpresion de Gfil redujo
significativamente la viabilidad celular tanto en la linea celular PC3 como en la linea
MDA-MB-231 (Figura 37).
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Figura 37. La reexpresion de Gfil en las lineas celulares PC3 y MDA-MB-231 produce una disminucion
de la viabilidad celular. Las lineas celulares PC3 (A) y MDA-MB-231 (B) se transfectaron con un plasmido
vacio (PC3 Mock o MDA-MB-231 Mock) o con el plasmido que contiene el cDNA de Gfil (PC3 Gfil o
MDA-MB-231 Gfil). La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de MTT 15 dias después de la
siembra. Los datos representan la media + el EMS de tres experimentos realizados por triplicado
**p<0,01; *p<0,05

Para determinar la proliferacion celular realizamos ensayos de incorporacion de
timidina tritiada que se incorpora a las células en la fase de sintesis de DNA y es un
indicativo de que la célula esta proliferando. En este grupo de experimentos las células
fueron sincronizadas mediante la incubacidon con medio sin suero durante 48 h, y tras
inducir la proliferacién durante 12 horas por la adicién de medio completo se
determind la incorporacién de timidina tritiada. Nuestros resultados indican que la
proliferacion celular se redujo significativamente en la linea MDA-MB-231 Gfil (Figura
38B), sin embargo, en la linea PC3 la reexpresion de Gfil no produjo cambios
significativos en la proliferacién celular (Figura 38A).

88



Resultados

140 -
120 -
120 -
= 100 A
© -
S 100 z
§ D 80 A
S 80 <
§ 50 S 60 -
= ke
E S 40 A
% 40 E
hd X
20 20 7
0 0 A
PC3 Mock PC3 Gfil MDA-MB-231 MDA-MB-231

Mock Gfil

Figura 38. La reexpresion de Gfil diminuye la proliferacién celular en la linea celular de cancer de
mama MDA-MB-231. Mediante el ensayo de incorporacion de timidina tritiada se midio la proliferacion
celular. Los datos representan la media t la EMS de tres experimentos realizados por triplicado. En el
caso de la linea PC3 los resultados no fueron significativos. *p<0,05

A continuacion, realizamos ensayos de formacidon de colonias para cada una de las
lineas transfectadas y observamos que tanto en la linea PC3 como MDA-MB-231, la
expresion de Gfil produjo una reduccién en su capacidad para formar colonias (Figura
39). Esta técnica nos da idea de la capacidad tumorogénica de un cultivo in vitro ya que
determina la capacidad de una Unica célula para formar una colonia. En conjunto, este
grupo de resultados indican que la reexpresion de Gfil produce una disminucién en la
capacidad tumorogénica in vitro en las lineas celulares de CP y mama, como
demuestran los ensayos de viabilidad, proliferacidn celular y formaciéon de colonias.
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Figura 39. La reexpresion de Gfil reduce la capacidad de formar colonias en la linea celular de CP PC3
(A) y de cancer de mama MDA-MB-231 (B). Imagen de las colonias tras ser fijadas y tefiidas con cristal
violeta. La imagen superior corresponde a las células Mock y la inferior corresponde a las células
transfectadas de forma estable con el vector de expresion para Gfil. Los experimentos se realizaron por
triplicado.

3.4.2. Efecto de Gfil sobre la migracion y la invasion celular

La migracion y la invasion celular son otros de los procesos ligados a la progresion
tumoral. Como hemos comentado anteriormente, no hay datos sobre la funcién de
Gfil en los tejidos de prdstata y mama y por tanto no se conoce su posible papel sobre
estos dos procesos relacionados con la agresividad tumoral. Por ello, el siguiente paso
fue determinar el posible efecto de la reexpresion de Gfil sobre estos dos procesos en
nuestros modelos celulares. Como muestra la figura 40, la reexpresién de Gfil no
produjo cambios significativos sobre la migracién de estas dos lineas celulares, pero
sorprendentemente si modifico la invasién, aunque de diferente manera: la disminuyd
en el caso de la linea PC3 Gfil (Figura 41A) y la aumenté en las MDA-MB-231 Gfil
(Figura 41B).
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Figura 40. Efecto de la reexpresion de Gfil sobre la migracion celular en las lineas celulares PC3 (A) y
MDA-MB-231 (B). La reexpresién de Gfil no produjo cambios significativos en la migracion celular ni en
la linea PC3 Gfil (A) ni en la linea MDA-MB-231 Gfil (B). Los datos representan la media * la EMS de tres
experimentos realizados por triplicado. Los resultados no fueron significativos.
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Figura 41. Efecto de la reexpresion de Gfil sobre la invasion celular en las lineas celulares PC3 (A) y
MDA-MB-231 (B). La reexpresion de Gfil produjo una disminucién de la invasion celular en la linea PC3
Gfil (A) y la aumentd en el caso de la linea MDA-MB-231 Gfil (B). Los datos representan la media * la
EMS de tres experimentos realizados por triplicado. Los resultados no fueron significativos.
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3.4.3. Efecto de Gfil sobre la capacidad tumorogénica in vivo

Una vez determinado el papel de Gfil como gen supresor de tumores in vitro, el
siguiente paso fue trasladar nuestro modelo de trabajo a un ensayo in vivo. Para ello,
utilizamos los mismos modelos celulares que en los ensayos in vitro y analizamos su
capacidad para formar tumores en ratones atimicos. Con este fin, inyectamos via
subcutdnea las lineas que expresan Gfil (PC3 Gfil o MDA-MB-231 Gfil) en el flanco
derecho vy las células control (PC3 Mock o MDA-MB-231 Mock) en el flanco izquierdo
de los ratones inmunodeprimidos (Figuras 42B y D). El crecimiento tumoral fue
monitorizado cada 3 dias, todos los ratones fueron sacrificados a los 37 dias después
de la inyeccion y los tumores fueron diseccionados y pesados. En todos los casos se
produjo la formaciéon de tumores macroscépicos al final del ensayo. Sin embargo, la
expresion de Gfil redujo la capacidad de formar tumores de manera significativa. Asi,
en el momento del sacrificio, el tamafio medio de los tumores producidos a partir de la
linea celular PC3 Gfil fue un 58% inferior a los producidos por las células control
(Figura 42A), mientras que para el caso de los tumores producidos por la linea MDA-
MB-231 Gfil esta disminucidn fue del 35% (Figura 42C).
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Figura 42. La reexpresion de Gfi-1 redujo el crecimiento de tumores en ratones desnudos. (A y C)
Representacion del volumen tumoral medio generado por las lineas celulares PC3 y MDA-MB-231
transfectadas con el vector de expresion para Gfil o con el vector vacio. Tumores subcutaneos
generados en ratones inmunodeprimidos por las lineas celulares PC3 (B) y MDA-MB-231 (D)
transfectadas de manera estable. La presencia de tumores se indica mediante una flecha. Los
experimentos se realizaron en 7 ratones. ***p<0,0001; * p<0,05

3.4.4. La reexpresion de Gfil disminuye los niveles de mRNA de sus genes diana

Tomados en conjunto todos los datos mostrados hasta el momento indican que Gfil se
podria comportar como un gen supresor en los tumores en préstata y mama ya que su
reexpresiéon disminuye la viabilidad y proliferacion celular, su capacidad para formar
colonias y el crecimiento de tumores en ratones desnudos. Dado que Gfil codifica para
un factor de transcripcidon, podria ejercer su efecto sobre el desarrollo tumoral
regulando la expresion de genes implicados en estos procesos. En este sentido
sabemos que en el sistema hematopoyético Gfil regula la expresion del gen que
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codifica para la al-antitripsina (AAT), E2F5, al-antiquimotripsina (ACT), C/EBP, Ets2, c-
Myc y CXCR4 (252), todos ellos implicados en la regulacién de diferentes funciones
relacionadas con el desarrollo tumoral. Por ello, decidimos analizar el efecto de la
reexpresion de Gfil sobre la expresion de estos genes en nuestros modelos celulares
mediante qRT-PCR. Como se aprecia en la figura 43, la reexpresiéon de Gfil redujo la
expresion de los genes AAT y ATC tanto en la linea celular PC3 Gfil (Figuras 43A y B)
como en la linea celular MDA-MB-231 Gfil (Figuras 43Cy D).
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Figura 43. Niveles de mRNA de los genes AAT y ACT en las linea celulares PC3 Gfil (A y B) y MDA-MB-
231 Gfil (C y D). La reexpresion de Gfil produjo una disminuciéon de los niveles del mRNA de AAT y ATC
tanto en la linea celular de cancer de prdstata (A y B) como en la linea celular de cancer de mama (Cy
D). Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.
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Por ultimo, se ha descrito que la represion del factor de transcripcién Neurog3 por Gfil
provoca la diferenciacion neuroendocrina de la mucosa intestinal (253). Dado que la
diferenciacidén neuroendocrina se asocia con un aumento en la agresividad en CP y con
el desarrollo de resistencia de estos tumores a los tratamientos hormonales,
determinamos el efecto de la reexpresion de Gfil sobre la expresion de Neurog3 en
nuestros modelos celulares y observamos una disminucion en los niveles del mRNA de
este gen en las células que expresan Gfil (Figura 44).
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Figura 44. Niveles de mRNA del gen Neurog3 como diana de Gfil en la linea celular PC3 Gfil (A) y
MDA-MB-231 Gfil (B). La reexpresion de Gfil produjo una disminucion de los niveles del mRNA de
Neurog3 tanto en la linea celular de cancer de prdstata (A) como en la linea celular de cdncer de mama
(B). Se muestra un experimento representativo de tres realizados por triplicado.

Por tanto, podemos sugerir que la pérdida de expresion de Gfil por metilacién podria
estar implicada en el desarrollo del CP y mama mediante el control de la expresién de
genes con importantes funciones en el desarrollo y funcién normal de estos tejidos.

3.5. Relacion entre la hipermetilacion de Gfil y el prondstico de los pacientes con
cancer de proéstata

Por ultimo, quisimos determinar el posible papel de Gfil como biomarcador en el
manejo clinico de los pacientes con CP. Dado, que como hemos demostrado esta
metilado en un elevado porcentaje de tumores de prdéstata y mama, podria ser
utilizado para el diagndstico de estos dos tipos de tumores, aunque su utilidad estaria
limitada a muestras de biopsias y no seria util para el diagndstico en suero. En cuanto a
su papel en la definicién del prondstico, solo pudimos realizar este analisis con los
tumores de préstata ya que no disponiamos de los datos clinicos de los tumores de
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mama incluidos en este estudio. Como ya mostramos en la tabla 5 Gfil esta metilado
con mayor frecuencia en tumores de préstata con elevado indice Ki-67 (p=0,0015)
mientras que no mostré ninguna relacién con el resto de pardmetros clinicos
analizados (indice de Gleason y estado tumoral). Ademas, al analisis de Kaplan Meier
(Figura 45) muestra que tanto la supervivencia global (p< 0,05) (Figura 45A) como el
TLPC (p<0,01) (Figura 45B) fueron menores en los pacientes que tenian Gfil metilado.
Por tanto, y aunque estos datos habria que confirmarlos en un estudio multicéntrico
que incluyera un gran numero de pacientes, estos resultados sugieren que la
metilacion de Gfil podria ayudar a predecir la recurrencia de los pacientes con CP.
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Figura 45. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la relacion entre la metilaciéon del gen Gfil y la
supervivencia global (A) y el TLPC (B) de los pacientes con CP. Los pacientes que presentan metilacién
de Gfil y los que no presentan metilacion estan representados por las lineas roja y verde,
respectivamente. El fallecimiento de los pacientes esta representado como lineas verticales cortas. El
tiempo estd expresado en meses. La supervivencia global (A) y el TLPC (B) fueron menores en los
pacientes que tienen metilado Gfil. Supervivencia globlal *p<0,05; TLPC **p<0,01
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Discusion

En la actualidad, uno de los grandes retos de la ciencia es determinar las alteraciones
moleculares responsables del desarrollo del cancer en general y del de prdstata en
particular. El conocimiento de estas alteraciones posibilita por un lado el desarrollo de
terapias cada vez mds especificas y personalizadas; y, por otro lado, el uso de estas
alteraciones como biomarcadores en el manejo clinico de los pacientes con CP.
Pensamos que sélo asi estaremos en condiciones de afrontar los nuevos retos que
plantea esta patologia en el siglo XXI.

Son diversos los factores de riesgo que pueden favorecer la aparicion del CP. Entre
ellos encontramos la edad avanzada, la raza, la localizacién geografica, la alimentacién
o los antecedentes familiares. En este sentido, el estudio de las alteraciones
epigenéticas asociadas al desarrollo del CP resulta especialmente interesante ya que es
bien conocido que con la edad se produce una acumulacién de alteraciones en las
modificaciones epigenéticas. Ademas, existen un gran numero de trabajos que indican
que la exposicion a determinados factores ambientales también provoca cambios en
las modificaciones epigenéticas. Por ello, en este trabajo nos hemos centrado en el
papel que desempeiia la metilacion del DNA en el desarrollo del CP y en la busqueda
de nuevos marcadores para el diagndstico y prondstico de esta enfermedad.

1. Perfil de metilacion en cancer de préstata

No existe una Unica técnica que nos permita el estudio de una modificacion
epigenética, sino que, por el contrario, existen diversos procedimientos que se ajustan
a las necesidades y fines que el propio investigador se proponga para lograr el objetivo
de su estudio. En cuanto a la metilacion del DNA, existe una amplia gama de métodos
gue permiten determinar desde el estado de metilacion de una secuencia determinada
hasta definir el perfil de metilacién de una muestra. Asi, segun la informacién que nos
proporcionan estos métodos los podemos clasificar en: aquellos que nos informan
sobre el grado de metilacién global del DNA, aquellos que nos proporcionan
informacidn sobre el estado de metilacion de secuencias especificas y los destinados al
descubrimiento de nuevos “hot spots” (254).

Como ya hemos descrito, los primeros trabajos consistian en analizar el estado de
metilacion del promotor de genes de los que se sabia que su expresion estaba alterada
en cancer y que podian comportarse como genes supresores de tumores. Con el paso
de los afios y a la luz de los avances tecnoldgicos han ido apareciendo nuevas técnicas
gue permiten aproximaciones globales al estudio de las alteraciones de la metilacién
del DNA.

Entre estos métodos encontramos aquellos basados en la utilizacién de enzimas de
restriccion que son sensibles al estado de metilacién de las citosinas presentes en la
secuencia que reconocen, como Restriction Landmark Genomic Scanning (RLGS),
Differential Methylation Hybridization (DMH), o el Amplification of Intermethylated
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Sites (AIMS). Aunque estos estudios permitieron definir el perfil de metilacién de un
gran numero de patologias, presentan algunas limitaciones como el reducido nimero
de nuestras que se pueden analizar a la vez, que las CpGs que se pueden analizar estan
restringidas a las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccién utilizadas y en
algunos casos a la complejidad experimental que algunas de ellas presentan (255, 256,
257). El uso conjunto de los array de expresion del mRNA, previo tratamiento de las
muestras con el agente desmetilante del DNA 5-aza-2-deoxicitidina y con tricostatina A
(TSA) es otra herramienta muy util en el desenmascaramiento de genes metilados en
cancer, pero en este caso solo nos da idea del estado de metilacidon de los promotores
ya que lo que determinan estos ensayos son cambios en la expresidon (258, 259).

En este sentido, y ante la diversidad de técnicas desarrolladas, sin lugar a dudas uno de
los grandes avances ha sido la incorporacién de los arrays de metilacidon que permiten
el estudio de los patrones de metilacién del DNA a lo largo de todo el genoma. Para el
desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos utilizado el array de metilacion disponible en
ese momento, el GodenGate Methylation Cancer Panel I, que permite determinar
simultdneamente el estado de metilacion de 1505 CpGs presentes en la regidon
promotora de 807 genes. Una de las grandes ventajas de este método es que nos
permitio determinar el perfil de metilacién de pacientes con cancer de prostata
empleando muestras incluidas en parafina. Conforme con los estudios de otros grupos
en los que han validado y demostrado la especificidad y sensibilidad de esta técnica
(260, 261), los resultados que hemos obtenido con esta plataforma han mostrado una
alta correlacién con los obtenidos mediante las técnicas utilizadas para la validaciéon
(MSP, secuenciacién y Sequenom). También hemos encontrado un alto grado de
solapamiento entre los resultados obtenidos en lineas celulares y las muestras de
tumores. Por ultimo, entre los genes seleccionados encontramos algunos como GSTP1,
RARB2, APC, SCGB3A1, RASSF1, CDH13, CAV1, MDR1 cuya metilacién aberrante ya
habia sido descrita en CP, lo que, en conjunto, indica que este método era una buena
herramienta para la busqueda e identificacion de nuevos genes hipermetilados en CP
(201).

Una vez definido el perfil de metilacidn de los tumores de prdstata seleccionamos un
grupo de genes para un estudio mas detallado, y de igual modo a como hicimos en el
desarrollo de los resultados hemos dividido la discusién en dos grandes bloques en los
gue primero discutiremos el posible uso de los genes seleccionados como
biomarcadores de diagndstico y prondstico en esta patologia, y en segundo lugar
analizaremos la relevancia funcional de la perdida de expresidn por metilacién de Gfil
en los tumores de prdostata y mama.
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2. Identificacion de nuevos biomarcadores para el diagndstico y
prondstico del cancer de prdéstata

La incidencia del CP ha aumentado mas de un 100% en los ultimos 10 afios debido,
fundamentalmente, a la realizacién de un diagndstico precoz fomentado por una
mejora en los métodos de deteccidon temprana de la enfermedad. Un biomarcador es
cualquier caracteristica bioldgica que pueda ser medida objetivamente y evaluada
como un indicador de un proceso normal, de un proceso patoldgico o como respuesta
farmacoldgica a una intervencion terapéutica.

A dia de hoy, desafortunadamente, no existe ningun biomarcador que pueda ser usado
como herramienta de diagnéstico y que pueda predecir la progresién del CP de forma
fiable. El biomarcador mds usado actualmente para la deteccién y monitorizacién del
tratamiento del CP es la determinacién en suero de los niveles de PSA (262). En la
actualidad, en la deteccion del CP se utiliza la determinaciéon del PSA junto con un
examen rectal digital (DRE) (263, 264). Sin embargo, hay una gran polémica y
controversia en cuanto a si el PSA es o no una buena herramienta ya que no existe un
umbral de los niveles de PSA que definan con absoluta certeza si un paciente tiene o
no CP (265). Aunque los niveles elevados de PSA en suero son indicativos de la
presencia de células cancerosas, existen estudios que demuestran que una proporcion
de hombres que no tienen CP presentan elevados niveles de PSA en suero (266) y que
el 22% de los hombres con cdncer de préstata presentan unos niveles de PSA bajos
(202). Ademas, sus concentraciones séricas pueden aumentar durante la BPH vy la
prostatitis (267, 268).

Hasta el momento se han identificado un gran nimero de genes hipermetilados en CP.
De todos ellos, la hipermetilacién de GSTP1 es la alteracidon epigenética mas
ampliamente estudiada y el biomarcador epigenético mejor establecido ya que se
encuentra metilado en mas del 90% de los tumores de préstata y en las lesiones
premalignas (PIN y PIA), pero no lo estd en tejidos normales (269). APC es otro de los
genes frecuentemente metilados (30%) en CP que ademas se ha relacionado con la
recurrencia bioquimica. Sin embargo, su uso como biomarcadores de diagnéstico es
limitado ya que su metilacién no es un evento exclusivo de esta enfermedad. Por
ejemplo, GSTP1 y APC se encuentran hipermetilados en cancer de mama, colon vy
tumores gastrointestinales (208, 270) lo que limita su uso como bimarcadores en
fluidos bioldgicos.

Nosotros hemos demostrado por primera vez que GSTM2 y PENK estan
frecuentemente metilados en los tumores de préstata (85,5% vy 42,1%
respectivamente). Pero quizas el dato mas interesante para nuestro estudio es que la
metilacion conjunta de GSTM2 y PENK se produce en el 40.9% de los tumores
analizados (271). Aungue es necesario validar estos datos en una muestra mds amplia
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gue incluya pacientes de diferentes instituciones, estos resultados abren la puerta al
posible uso de la metilacidon conjunta de estos dos genes como marcadores para el
diagnéstico de CP, lo que podria aumentar la especificidad sobre todo cuando se
utilizan fluidos bioldgicos.

Ademas, desde el punto de vista funcional, hemos encontrado una correlacién entre la
hipermetilacion de los promotores de GSTM2 y PENK y sus niveles de expresidn tanto
en nuestro modelo celular como en las muestras normales y tumorales de prdéstata.
Las lineas celulares y los tumores que presentan unos niveles de metilacion elevados
son los que presentan unos menores niveles de expresion de GSTM2 y PENK. En las
lineas celulares, ademads, el tratamiento con un agente desmetilante induce la
expresion de estos genes lo que demuestra que la pérdida de expresidn de estos genes
se debe a la metilacidn del promotor. En conjunto, estos resultados también indican
que nuestro modelo celular ha resultado ser una herramienta muy util en el estudio de
las alteraciones en la metilacidon del DNA asociadas al desarrollo de esta patologia.

En cuanto a la relevancia funcional de la pérdida de expresiéon de estos dos genes,
GSTM2 codifica para la glutatidon S-transferasa de clase mu, una enzima implicada en
los procesos de detoxificaciébn por conjugacién con glutation de compuestos
electrofilicos, incluidos carcindgenos, farmacos, toxinas ambientales y productos del
estrés oxidativo (241). Por tanto, el silenciamiento epigenético de GSTM2 podria
sensibilizar a las células prostaticas al dafio celular causado por estos compuestos y
podria explicar, al menos en parte, la contribucion de los estilos de vida y la dieta en la
carcinogénesis prostatica y la relacién de estos factores de riesgo con la alteracion de
los patrones de metilacion del DNA en CP (272). En este sentido, se ha propuesto que
la expresion de GSTM2 protege al DNA de la formaciéon de aductos inducidos por el
benzopireno diolepdxido (BPDE) en células de cancer de pulmén (273). Otro estudio
publicado recientemente indica que GSTM2 previene la autofagia inducida por el
aminocromo en las células de glioblastoma (274).

El desarrollo funcional de la préstata estd regulado por la interaccidon estroma-epitelio
mediado por un estricto control hormonal regulado en su mayor parte por las células
del estroma. La proencefalina PENK, que, entre otras funciones, esta implicada en la
percepcion del dolor, la respuesta al estrés y a apoptosis mediada por p53, es una
hormona que también participa en la comunicacién intercelular y, por tanto, tiene un
papel clave en el desarrollo (242). En concreto, en la prostata son las células
estromales las responsables de la expresion de PENK. PENK interactua con CD10, una
encefalinasa que se expresa en las células del epitelio luminal de la préstata (275). La
actividad conjunta de PENK y CD10 podria constituir una via de sefalizacién en la
interaccion estoma-epitelio en la prdstata normal. Dado que esta interaccidn es
fundamental para el desarrollo y funcién de la prdstata, la perdida de expresion y
funcién de PENK y/o CD10 podria ser decisiva en el desarrollo del CP. Apoyando esta
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premisa, hay estudios que indican que las células epiteliales cancerigenas no expresan
CD10 (275). Otros trabajos indican que en pacientes con CP y en sus etapas mas
agresivas los niveles de expresion de PENK disminuyen o se vuelven casi indetectables
(276). Nuestros datos confirman los obtenidos en estos estudios previos, pero ademas
hemos demostrado que esta pérdida de expresion de PENK en CP se debe a la
metilacion de su promotor. En este sentido, se ha demostrado que en cancer de
pancreas la disminucién de los niveles de expresién de PENK son consecuencia de su
metilacidn (277).

Por todo ello, la perdida funcional de GSTM2 y PENK por metilacion de sus respectivos
promotores podria ser una alteracién epigenética importante en el desarrollo del CP
que, ademds, se podria utilizar en el diagndstico ya que estdn metilados
conjuntamente en el 40,9% de los tumores analizados.

Otro de los grandes retos es encontrar biomarcadores que permitan predecir el
comportamiento de la enfermedad. Hasta el momento el indice de Gleason es el
sistema de gradacion tumoral que mas se utiliza en clinica como marcador de
prondstico en CP. Este indice estd basado en las diferencias histologicas entre las
células normales y tumorales y permite determinar el grado de diferenciacién tumoral.
Sin embargo, existe una gran variabilidad, ya que a la hora de analizar las muestras hay
cierta subjetividad dependiendo del patdlogo que las analice. Ademas, dada la
heterogeneidad de los tumores puede que el grado definido en la biopsia no se
corresponda o que no refleje correctamente el grado que pudiera mostrar la muestra
de la préstata entera (7, 8). En este sentido, un estudio encontré que el indice Gleason
de las biopsias coincidia solo en el 50% con el obtenido en la muestra tumoral tras la
prostatectomia (278). Una alternativa seria la determinacion de los niveles séricos de
PSA pero también ha mostrado una limitada utilidad. En cuanto a las alteraciones
genéticas, la presencia del gen de fusion TMPRSS2/ERG permite identificar tumores de
prdstata mas agresivos. Sin embargo, su aplicacién puede ser complicada en muestras
incluidas en parafina, y puede plantear problemas con la heterogeneidad del tumor
(279). De aqui la urgente necesidad de buscar nuevos biomarcadores que permitan
predecir el comportamiento tumoral, que mejoren las caracteristicas de los
actualmente utilizados en clinica y que se puedan determinar en muestras obtenidas
mediante métodos minimamente invasivos como son la orina, suero o fluido seminal.

Aunque la hipermetilacion del DNA es un evento temprano en el proceso
tumorogénico, también es evidente que esta alteracién acompana e incluso dirige la
progresion tumoral. En este sentido, hay un gran numero de estudios que han
encontrado una estrecha relacion entre la metilacion del DNA y el estado tumoral que
la convierte en una excelente herramienta para mejorar la evaluacion del prondstico
en CP. La hipermetilacion de RASSF1A, GSTP1, RARB y CDH13 se produce con mayor
frecuencia en pacientes con un elevado indice de Gleason (280). Existe una asociacién
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entre la hipermetilacion de los genes FLNC, EFS, ECRG4, PITX2, PDLIM4, KCNQ1 v la
recurrencia tanto local como sistémica en CP (211). La metilacién de la glicoproteina
CD44 y de PTGS2 predice la recurrencia bioquimica en pacientes con CP que han
sufrido una prostatectomia radical e identifica aquellos con canceres mas agresivos
(218).

En este trabajo nosotros hemos seleccionado paneles de genes que presentan una
mayor frecuencia de metilacion en pacientes de CP con caracteristicas
clinicopatoldgicas asociadas a un peor prondstico como son el elevado indice de
Gleason, estadios tumorales avanzados y elevados niveles del antigeno prostatico Ki-
67. Sin embargo, las listas de genes seleccionados son demasiado grandes para su uso
como biomarcadores ya que el uso simultdneo de mas de cuatro genes podria
comprometer la especificidad, mientras que reduciendo el nimero ganamos en
sensibilidad. Los estudios en los que se ha analizado el uso de paneles de genes para el
diagnodstico y prondstico muestran que, aunque se aumenta la sensibilidad se produce
una pérdida de la especificidad (195). Por ello, de las listas de genes mostradas en las
tablas 7 y 8, hemos seleccionado CFTR y HTR1B como biomarcadores prometedores
para distinguir entre CP agresivos e indolentes ya que su frecuencia de hipermetilacién
es mayor en los pacientes con elevado indice de Gleason y con altos niveles de Ki-67 y
gue por tanto presentan un peor prondstico de la enfermedad. Ademas, en los
pacientes que tenian estos dos genes metilados tanto la supervivencia global como el
tiempo libre de progresién clinica fueron menores.

En este caso el silenciamiento génico de CFTR y HTR1B por metilacién de su promotor
ya ha sido descrito en otros tipos tumorales. En concreto CFTR estd metilado en
tumores de higado y pulmén y se ha propuesto como un potencial biomarcador de
diagndstico altamente especifico en cancer de higado (281, 282). En cancer de pulmén
la metilacién de CFTR es significativamente mayor en los carcinomas de células
escamosas y se ha asociado con una menor supervivencia de los pacientes mas jévenes
con NSCLC, lo que sugiere su posible papel como factor prondstico en este grupo de
pacientes (282). Por otro lado, HTR1B estd frecuentemente metilado en pacientes con
cancer de pulmén, pero no ha sido definido su papel en el diagnéstico y prondstico de
esta enfermedad (283). Sin embargo, la metilacién simultanea de CFTR y HTR1B no ha
sido descrita hasta el momento en ningun tipo tumoral, por lo que su uso como
biomarcador de pronostico en CP podria aumentar la especificidad y sensibilidad de los
métodos descritos anteriormente, pero no podrian ser utilizados para el diagndstico ya
gue no estan metilados en los pacientes que presentan un mejor prondstico.

3. Relevancia funcional de la pérdida de expresidon de Gfil por metilacion

Muchos son los estudios que se han centrado en intentar dilucidar cuales son los
factores responsables del inicio y la progresidn del CP. La edad avanzada y la raza son
los factores de riesgo mdas determinantes en el desarrollo del CP y pueden estar
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influyendo tanto en los factores genéticos como epigenéticos (284). Con la edad, en el
tejido prostatico normal se producen cambios en la metilacién de determinados genes
como GSTP1, RARB2, RASSF1A, NK2 homeobox 5 (NKX-2-5) y ESR1. Esta metilacion
producida durante el envejecimiento podria preceder y predisponer al desarrollo del
CP (285). Por otro lado, los perfiles de metilacién son diferentes entre los hombres
afroamericanos y los de origen caucasico. Estas alteraciones epigenéticas asociadas a
la raza se han correlacionado con diferencias tanto en el prondstico como con la
supervivencia (286, 287). Por tanto, el estudio del papel que juega la metilacion del
DNA en el desarrollo de este tipo de tumores tiene especial relevancia para conocer su
etiologia. Como ya describimos en la introduccién, hasta el momento se han
identificado un gran numero de genes inactivados por metilacién en cancer, sin
embargo, no todos ellos tienen un papel conductor en el desarrollo de esta
enfermedad. Asi, hay genes para los que se ha descrito un papel clave en el desarrollo
del cdncer mientas que para otros muchos aun no se ha conseguido determinar su
papel, pero han mostrado su utilidad como marcadores.

En este trabajo, nosotros hemos demostrado que la hipermetilacion del promotor de
Gfil es un evento comun en CP y mama. El CP y el de mama son los dos tipos de
tumores endocrinos mejor caracterizados, que comparten grandes similitudes en
cuanto a su epidemiologia, ya que representan uno de los tumores mas diagnosticados
en hombres y la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, respectivamente
(288), y también en cuanto a su etiologia ya que estos dos tipos de tumores son
dependientes de hormonas para su crecimiento, lo que ha propiciado el disefio de
terapias especificas encaminadas a subsanar esta dependencia (10, 289, 290, 291).
También hemos demostrado que el silenciamiento epigenético de Gfil podria tener un
papel relevante en el desarrollo de este tipo de tumores ya que la reexpresion en las
células en las que estd metilado disminuye el crecimiento tumoral. Ademas, podemos
sugerir que el silenciamiento epigenético de Gfil no es un evento general en cancer ya
gue no esta metilado en las muestras de pacientes con cancer de colon ni en las lineas
celulares correspondientes a otros tipos tumorales analizadas.

Gfil es un represor transcripcional con importantes funciones en el desarrollo y
diferenciacién del sistema hematopoyético y algunos tejidos sdlidos como las células
de la membrana del oido interno, el pulmén y el intestino (244). La mayoria de los
trabajos se han centrado en el estudio de su papel en sistema hematopoyético. En
concreto, Gfil es fundamental para el correcto desarrollo de células By T en la médula
dsea y en el timo. Su pérdida de expresidn induce la muerte celular, una disminucién
en la proliferacion celular y el bloqueo en la diferenciaciéon de las células T (292).
Ademas, las mutaciones en el gen que codifica para Gfil estan estrechamente
relacionadas con la Neutropenia Congénita Grave (SNC) (293), lo que refuerza la
importancia de este gen en la funcién del sistema hematopoyético. Aunque es menos
conocido, en los ultimos afios se ha demostrado que también regula la diferenciacién
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de tejidos no hematopoyéticos. En particular Gfil regula la diferenciacion de las células
de la membrana del oido interno (246), las neuronas del ganglio coclear, las células de
Purkinje del cerebelo (245), la diferenciacién neuroendocrina de las células
pulmonares (247) y la diferenciacién enteroendocrina de las células de Golbet y de
Paneth del colon e intestino delgado (248).

En cuanto a la funcién de Gfil en el desarrollo del cancer los datos disponibles son
contradictorios. Gran parte de los estudios apuntan a su papel como un oncogén como
son los datos obtenidos en leucemia mieloide crénica (CML) y AML (294, 295). En este
sentido, se han descrito mutaciones que producen ganancia de funcién de Gfil en
pacientes con SNC (296), leucemia (294) y linfoma (297). Sin embargo, otros trabajos
apuntan en sentido contrario, como el que describe que Gfil inhibe la proliferacion de
las células madre hemopoyéticas y es fundamental para su correcto funcionamiento
(251). Conforme con estos datos, los ratones KnocKout para Gfil no muestran una
especial predisposicion a desarrollar leucemia (298). Ademas, la expresion de este
factor de transcripcién disminuye la proliferacion y la formacién de colonias de células
que expresan la translocacion p210BCR/ABL (299). Estos datos indican que Gfil se
podria comportar como un supresor tumoral en sistema hematopoyético. En los
tejidos sdlidos, al igual que en sistema hematopoyético, su funcién en cancer no estd
muy bien definida, de nuevo se ha propuesto un papel dual como oncogen o gen
supresor de tumores dependiendo del tejido. En este sentido, mientras que en el
NSCLC existe una pérdida de expresion y funcién de Gfil, y su reexpresién da lugar a la
detencion del ciclo celular y a un mejor prondstico y supervivencia de los pacientes, en
el carcinoma de células pequeias de pulmoén (SCLC) mayores niveles de expresion de
Gfil estan asociados a un peor prondstico de los pacientes (300).

En este trabajo, nosotros hemos demostrado por primera vez que Gfil se comporta
como un gen supresor de tumores en préostata y mama ya que su reexpresion en las
lineas en las que estd silenciado por metilacién provoca una disminucién de la
viabilidad y la proliferacion celular y en la formacién de colonias. Ademas, inhibe el
crecimiento de tumores inducidos en ratones desnudos. Por tanto, la pérdida de
expresidon por metilacion observada en estos dos tipos de tumores provocaria la
pérdida de este papel protector favoreciendo el crecimiento del tumor.

Gfil inhibe la transcripcion mediante el reclutamiento de complejos multiproteicos,
entre los que se incluyen proteinas que regulan las modificaciones epigenéticas, como
las HDAC1, 2 y 3 (249, 250), la HMT G9a encargada de metilar la lisina 9 de la histona
H3 (250), la HDM LSD1 que desmetila la lisina 4 de esta misma histona (301). Ademas,
Gfil interacciona con otros factores de transcripcidn que se comportan como genes
supresores de tumores. En particular, Gfil interactia con PRDMS5, un factor de
transcripcion silenciado por metilacion en tumores del aparato digestivo (esofago,
gastrico y hepatico) (302, 303). En cuanto a su papel en cancer de mama, Gfil
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interacciona con CBFA2T1 y CBFA2T3, dos represores de la transcripcion de la familia
ETO para el que se ha descrito un posible papel como supresores de tumores en cancer
de mama (304). Todas estas evidencias refuerzan la idea de que Gfil se pueda estar
comportando como un supresor tumoral en los tumores de préstata y mama como
indican nuestros resultados.

El silenciamiento génico por metilacidén es un evento especifico del tipo tumoral (161).
En el caso de Gfil, lo hemos encontrado metilado en tumores de mama y prdstata y no
en el resto de tumores y lineas analizados. En estos tejidos tanto el receptor de
estrégenos como el de andrégenos se comportan como factores de transcripcion que
una vez activados regulan la expresidon de genes que regulan, entre otras funciones, el
desarrollo tumoral (305, 306, 307). Como mecanismo para regular la expresién estos
receptores interaccionan con proteinas que regulan las modificaciones epigenéticas
(308, 309) de igual modo a como lo hace Gfil, por lo que la pérdida de expresion que
hemos demostrado podria tener un papel parecido al que desempefian estos
receptores en el desarrollo de estas patologias.

En cuanto al mecanismo por el que ejerce este efecto, Gfil regula la expresiéon de una
amplia gama de genes entre los que se incluyen receptores de la superficie celular,
reguladores del ciclo celular, factores de transcripcién y citoquinas, entre otros (252).
Nosotros hemos encontrado que Gfil reprime la expresion de AAT, ACT y Neurog3 en
lineas celulares de CP y mama, sin observarse ningln cambio en la expresion de genes
con funciones especificas en el sistema hematopoyético como son E2F5, Ets2, C/EBP y
c-Myc. El silenciamiento de Gfil por hipermetilacién se asocia con la expresidon de
estos tres genes, mientras que la reexpresion de Gfil provoca una disminucién en sus
niveles. En este sentido, hay estudios que sugieren que el aumento en la expresidn de
AAT y ACT estd asociado a la tumorogenicidad de varios tipos de tumores (310, 311).
En concreto, AAT es un inhibidor de proteasas cuya expresién estd relacionada con la
respuesta inflamatoria, a infecciones y la transformacién de células tumorales. En
cuanto a su papel en cancer, AAT puede inducir la proliferacién e invasividad de las
células de cancer de mama mediante el control de la actividad de NF-xB (312).
Ademas, se ha demostrado un aumento en los niveles séricos de AAT en pacientes con
cancer de pulmdn y préstata (313).

Por otro lado, ACT también codifica para un inhibidor de proteasas cuya expresién se
induce por estrégenos en células de cdncer de mama y que se ha sugerido como
marcador para predecir la recurrencia en pacientes con este tipo de tumores (314).
Aunque no hay datos sobre la funcién de ACT en CP si se ha descrito que ACT estabiliza
los niveles de PSA en suero y que la presencia del complejo formado por ACT-PSA en
el suero de pacientes con CP es mayor que el PSA libre, lo que sugiere una relacién
entre ACT y el CP (315).
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Por ultimo, Neurog3 es un factor de transcripcion implicado en la diferenciacién
neuroendocrina cuya expresion esta regulada por Gfil en el epitelio intestinal. En este
tejido la pérdida de expresion de Gfil estd asociada a la diferenciacién neuroendocrina
mediante un aumento en la expresion de Neurog3 (253). En el CP, el fenotipo
neuroendocrino también se ha asociado con un aumento de los niveles de Neurog3
(316). Dado que la diferenciacion neuroendocrina se ha asociado con un
comportamiento mas agresivo en el CP, la pérdida de expresién de Gfil por
hipermetilacion podria tener un papel crucial en este proceso mediante un aumento
en la expresion de Neurog3. Aunque es necesario realizar estudios adicionales para
determinar el papel exacto del silenciamiento de Gfil en CP y de mama, nuestros
resultados aportan nuevos datos para conocer la etiologia de estos dos tipos de
tumores.

La mortalidad de los pacientes con cancer estd causada fundamentalmente por la
capacidad invasiva de los tumores que conlleva a una destruccién local o metastasica
de los tejidos. Se ha propuesto que en tumores primarios los cambios en la expresidn
de Gfil podrian estar asociados con un incremento de su capacidad metastasica. En
concreto, los pacientes con NSLC que expresan Gfil tienden a tener un mejor
prondstico y una mayor supervivencia. Ademas, la expresidon de Gfil en las lineas
celulares no neuroendocrinas de NSLC produce una parada del ciclo celular (247). En
CP y mama no hay trabajos que muestren el papel de Gfil en los procesos de
migracion e invasion celular. Nuestros resultados indican que la reexpresién de GFil en
las lineas celulares de CP y de mama no produjo cambios significativos en la migracion
celular, sin embargo, si modificé la invasién, aunque de diferente manera; la disminuyé
en el caso de la linea PC3 y la aumentd en las MDA-MB-231.

Gfil ejerce su actividad por medio del dominio SNAG, que es compartido por el factor
de transcripcion Snail y que actua también como represor transcripcional (317). Snail
reprime E-cadherina, una proteina de adhesidon cuya expresiéon esta disminuida
durante la adquisicién del potencial metastasico en estadios tardios en la progresion
de tumores epiteliales (318). La funcién represora de Gfil y Snail y su papel oncogénico
en cancer parece estar asociada a su dominio SNAG (319). Aunque no disponemos de
datos, Gfil podria actuar de la misma manera que Snail reprimiendo la expresion de
genes relacionados con los procesos de invasidon como la E-cadherina en cancer de
mama, lo que podria explicar el aumento en la invasidn provocado por la reexpresién
de Gfil. En el caso de la linea celular de CP en la que, si observamos una disminucién
de la invasion celular, Gfil podria estar reprimiendo otros genes que estén implicados
en este proceso, poniendo de manifiesto de nuevo la variabilidad funcional de Gfil
dependiendo del contexto celular.

Por otro lado, como ya hemos comentado, la expresion de Gfil se asocia con un mejor
prondstico y una mayor supervivencia de los pacientes con NSLC (300). En este
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sentido, hemos observado que en los pacientes en los que Gfil esta metilado tanto la
supervivencia global como el periodo libre de enfermedad fueron menores que en los
gue no estaba metilado. Por tanto, y aunque estos datos habria que confirmarlos en
un estudio multicéntrico que incluyera un gran nimero de pacientes, estos resultados
sugieren que la metilacién de Gfil podria predecir la recurrencia de los pacientes con
CP.

En conjunto, nuestros datos indican que el silenciamiento epigenético de Gfil es un
hecho frecuente en CP y mama, que se comporta como un gen supresor de tumores y
gue podria tener un papel relevante en el desarrollo de estas dos patologias mediante
el control de la expresidon de genes con importantes funciones en el desarrollo
tumoral. Esto, unido a la inactivacidon epigenética de PENK y GSTM2 que hemos
demostrado en CP aporta nuevos datos acerca de los mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo de este tipo de tumores. La metilacién del DNA en un
proceso reversible para el que ya se han desarrollado terapias que han mostrado su
efectividad en otros tipos tumorales, por lo que su aplicacién en el tratamiento de los
pacientes con CP tanto de forma individual como en combinacién con las terapias
clasicas podria mejorar el comportamiento de estos tumores.
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Conclusiones

Los arrays de metilacion representan una herramienta fiable y reproducible
para el estudio del perfil de metilacién en diferentes sistemas experimentales.

La metilacion de GSTM2 y PENK supone un nuevo biomarcador para el
diagndstico de CP ya que estdn metilados simultdaneamente en el 40,9% de los
tumores de prdstata analizados.

La metilacién de GSTM2 y PENK provoca su pérdida de expresién tanto en
lineas celulares como en los tumores de prdostata. Dada la funcién de GSTM2 y
PENK, la pérdida de expresidén de estos genes por metilacion podria jugar un
papel importante en el desarrollo de esta enfermedad.

La metilacion conjunta de CFTR y HTR1B es una valiosa herramienta para
distinguir entre tumores de prdstata agresivos e indolentes ya que estadn
metilados simultaneamente en el 40,4 % de tumores con un indice de Gleason
elevado. Ademds, tanto la supervivencia global como el TLPC fueron menores
en los pacientes que tenian estos dos genes metilados.

Hemos caracterizado por primera vez el silenciamiento por metilacion de Gfil
en cancer. La hipermetilacion del promotor de Gfil no es un evento general en
cancer si no que es especifico del CP y mama.

Gfil se comporta como un gen supresor de tumores en préstata y mama ya que
su reexpresion en las lineas en las que estd silenciado provoca una disminucién
de la viabilidad y proliferacion celular y en la formaciéon de colonias. Ademas,
inhibe el crecimiento de tumores inducidos en ratones desnudos.

Gfil es un represor transcripcional que podria estar regulando el desarrollo de
los tumores de prdstata y mama, al menos en parte, mediante el control de Ia
expresion de genes con importantes funciones en el correcto desarrollo de
estos tejidos.

La metilacién de Gfil podria predecir la recurrencia de los pacientes con CP, ya
gue esta mas frecuentemente metilado en los tumores de prdstata con elevado
Ki-67. Ademas, en los pacientes en los que Gfil estd metilado la supervivencia
global y el intervalo libre de enfermedad fueron menores.
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