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Un proces reversible:

la metilac
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O del DNA en cancer

La metilacié del DNA és un mecanisme epigenétic que afegeix grups metil a les
citosines del genoma i, en conseqiiéncia, modifica I'estructura del DNA i del que
s'esta expressant. S’ha observat que la metilacié estaria implicada en el fet que
uns gens s’expressin més que altres si es compara el teixit sa del tumoral. Aixi, la
troballa de marques quimiques que desmetilarien el DNA fa que es plantegi com

a eina diagnostica preclinica.

Darrerament I'epigenética ha assolit un gran
interés. Tal com el nom indica, epi, signi-
fica que esta ‘per sobre’ de la genetica, i fa
referéncia a tota modificacié en l'estructura
tridimensional del genoma, la cromatina,
que genera un canvi en l'expressio dels gens
sense alterar-ne la seqiiencia genomica fona-
mental. Per tant, es genera un nou concepte
revolucionari dins el mén de la genética: I'ex-
pressio dels gens ja no només pot ser alterada
per mutacions (canvis en la seqiiéncia), sind
que també hi ha un factor extra, anomenat
epigenetica.

El terme epigenética, malgrat que havia estat
ja citat anteriorment, va adquirir un signifi-
cat amb la metafora de Conrad H. Wadding-
ton, el 1940. En aquell moment encara no ha-
vien descobert la seqiiéncia fonamental del
DNA Watson i Crick, que va tenir lloc anys
més tard, ni es coneixia la naturalesa dels
gens ni la seva heretabilitat; no obstant aixo,
Waddington va formular un model anome-
nat epigenetic landscape o de I'entorn epige-
netic, per explicar com a partir d’una cél-lula
es poden acabar originant tots els tipus cel-
lulars presents a l'organisme. La metafora
de Waddington diu que si es llanga una bola
des de dalt d’'un cim aquesta pot caure per
diferents camins fins al fons d’una vall; cada
cami que escull implica un compromis cap
a una destinacié que és definitiva, ja que la
bola no pot ascendir el pendent. Compara,
doncs, una céllula mare amb un nivell ma-
xim de pluripotencialitat, que va perdent a
mesura que va diferenciant-se. Per tant, cada
decisid, condicionada per I’entorn, en deter-
mina parcialment el desti.

La metilacio del DNA,

un mecanisme epigeneétic

La metilacié del DNA és un dels mecanis-
mes epigenétics que regulen I'estructura del
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DNA i és un procés vital per a la cellula.
Aix{ es regula com sexpressen determinats
gens i com es transmeten regions del geno-
ma que han d’estar metilades a les cellules
filles (empremta genomica); té a veure amb
la inactivacié del cromosoma X en les fe-
melles i, inalment, amb el silenciament de
transposons (també coneguts com a parasits
genics). Les proteines encarregades de me-
tilar el DNA s6n les DNA-metiltransferases
(DNMT), que, per una modificacié quimica
en les citosines del genoma en regions CpG
(C seguida de G), formaran el nucleotid
5-metilcitosina (5-mC). I la metilacio de les
citosines no ocorre a l’'atzar, sind que es dona
en locus rics en CpG, o illes CpG, que es tro-
ben distribuits sobretot en regions promoto-
res (reguladores) de determinats gens i en les
regions altament repetitives del DNA. El me-
canisme molecular responsable de la regula-
ci6 de Pexpressié dels gens feta per la 5-mC
encara no es coneix amb exactitud, pero se
sap que factors modificadors d’histones i re-
modeladors de la cromatina reconeixerien la
5-mC i impedirien espacialment que la ma-
quinaria de transcripcié tingui accés al gen.

Alteracions en el patro

de metilacio en el cancer

En els darrers anys s’ha descobert la relacié
de diverses malalties amb una alteracid en el
patrd de metilacié del DNA, una d’aquestes
el cancer. En concret, hi ha alteracions en
la metilacié de gens que regulen el funcio-
nament correcte de la céllula (per exemple,
gens reguladors del cicle cellular), anome-
nats gens supressors de tumors, que presen-
ten un grau més alt de metilacié a la regio
promotora, i, per tant, no sexpressen com
en condicions normals. També, com sha
comentat anteriorment, la metilacié també
es troba en regions no codificants, com ara
seqliencies repetitives o transposons. I, en
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el context del cancer, s’ha vist que el nivell
de metilacié del genoma és més baix, s"ha
hipometilat. Per tant, aquestes dues altera-
cions explicarien com la ceéllula tumoral pot
adquirir avantatges a escala proliferativa o
d’invasio, i també presentar la seva caracte-
ristica inestabilitat cromosomica.

Recentment diversos estudis han indicat
Pexisténcia d’activitats enzimatiques, fins al
moment desconegudes, que desmetilarien
el DNA i, també, de nucleotids derivats de
la 5-mC, com la 5-hidroximetilcitosina (5-
hmC). Lexisteéncia d’una possible via desme-
tiladora del DNA seria de gran interés per a
la recerca de marcadors de la malaltia.

Un model cellular per estudiar

la metilacio en el cancer

Per estudiar la metilaci6 en el cancer es van
utilitzar dos models cellulars. El primer és
un model huma molt utilitzat de cancer de
colon, HCT116 i el seu doble genoanullat
(DKO) per a dos tipus de DNA-metiltrans-
ferases. Aixi poden comparar-se quins gens
es troben hipermetilats en la linia HCT116,
ja que amb el doble genoanullat només di-
fereix en la seva activitat DNA-metiltrans-
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+ Figura 1. Immunodeteccié de 5-mC (a) al nucli
de les cel-lules HCT116 (1) i DKO (2) obtingudes
amb el microscopi confocal. El nucli esta marcat
amb el 4’-6-diamino-2-fenilindiol o DAPI (b). A la
dreta (c) es mostra el merge o el solapament de les
dues imatges b i ¢ per estudiar la colocalitzacié de
5-mC al nucli. Les fletxes indiquen la morfologia
de «donut» del nucli de les cél-lules DKO, per una
manca de regulacié de I'arquitectura nuclear a
causa de la genoanul-lacié de les DNMT, i per tant
pel déficit global de 5-mC.
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ferasa. En segon lloc, s'utilitza un model de
transicié tumoral de ratoli que inclou dife-
rents linies de queratinocits immortalitzats
que representen la transicié d’una céllula
no tumorigena fins a una cellula altament
tumoral i invasiva (linies MCAD3, PAM212
i CARB). Aquest model ofereix informacié
més amplia sobre quines alteracions epigene-
tiques evolucionen en un procés tumorigen.

S’ha trobat que la immunodeteccié de la
marca 5-metilcitosina en la linia del doble
genoanullat de cancer de colon és menor
en HCT116 (vegeu la figura 1); és a dir, que
presenta una hipometilaci6 respecte a la linia
HCT116. D’altra banda, en la mateixa linia
sobserva amb claredat una alteraci6 en la
morfologia nuclear, molt caracteristica per la
seva forma de «donut», que remarca com la
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metilacié manté I'arquitectura nuclear.

Per estudiar la hipermetilacié s’han analitzat
gens importants en cancer, com el gen del
desenvolupament HOXDI i el gen d’adhesio
cellular CDHI. Mitjang¢ant seqiienciacio per
bisulfit sha pogut identificar que la regié
promotora del gen HOXDI es troba hiperme-
tilada en la linia HCT116 respecte a la linia
del doble genoanullat (vegeu la figura 2a).
També, s"ha comprovat que el gen CDHI, im-
portant en alguns tipus de cancers, en el can-
cer de colon no esta hipermetilat, i per tant,
almenys la metilacio, no tindria implicacions
en la seva activitat (vegeu la figura 2b).

En les linies de ratoli es va observar que la
disminucié de 5-metilcitosina a mesura que
el model es va fent més tumorigen esta acom-
panyada d’un increment de 5-hidroximetil-
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« Figura 2. Mapa de metilacio de l'illa CpG de

la regi6 promotora dels gens HOXD1 (a) i CDH1

(b). Cada ratlla de la seqliéncia de 5" a 3" és una
citosina susceptible a la metilacio, representada

en columnes; també cada fila de quadrats és un
tipus de mostra seqiienciada que provenia de la
linia HCT116 o de la linia DKO. Els quadrats negres
signifiquen que la citosina esta metilada, i en

blanc tenim I'abséncia de metilacié. Cal destacar

el 91,6 % de metilacié de la linia HCT116 en el
promotor de HOXD1, en comparacié amb el 4,5

% de metilacié en el seu model comparatiu DNA-
metiltransferasa deficient (a). | també el baix grau
de metilacié del promotor de CDH1 en els dos
models, que és equiparable (b).

citosina. I per tant, sevidencia una estreta
relacio entre la perdua de metilacié i el guany
d’un nucleotid descrit recentment, com la
5-hidroximetilcitosina.

Ja per concloure, s’ha pogut estudiar com
la metilaci6 altera I'expressié de gens com
HOXDI en el cancer i com la disminuci6 en
el contingut global de metilaci6 té implica-
cions en l'arquitectura nuclear; i a més, la
disminuci6é de 5-metilcitosina al nucli esta
acompanyada d’un increment de 5-hidroxi-
metilcitosina, fet que aporta més evidéncies
de la via desmetiladora del DNA anunciada
recentment. ®
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