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RESUMEN

Los mecanismos epigenéticos, entre los que estd implicada la modificacion covalente de
histonas, son esenciales para el mantenimiento estable de la actividad génica en las células.
Estos mecanismos también estan implicados en la aparicion de enfermedades como el cancer
colorrectal (CCR), siendo la metastasis hepatica una de las formas mas agresivas de la misma
al producir una drastica disminucion de la esperanza de vida del enfermo. Las modificaciones
en las histonas, conocidas recientemente como codigo histonico, afectan a la estructura de la
cromatina y juegan un papel importante en el desarrollo de la tumorogénesis. Sin embargo, se
sabe poco acerca de aquellas células que adquieren la capacidad de metastatizar, y es por ello
que en el presente trabajo se estudian las diferencias epigenéticas entre células tumorales
primarias y células tumorales metastésicas para el patron de trimetilacion de la histona H3 en
tres residuos diferentes del aminoacido lisina: lisina 4 (H3K4me3), lisina 9 (H3K9me3) y

lisina 27 (H3K27me3).

Epigenetic mechanisms, among histone covalent modifications are included, they are essential
for the cell’s stable gene activty maintenance. These mechanisms are also involved in the
onset of diseases such as colorectal cancer (CRC), being hepatic metastasis one of the most
agressive forms of the disease due to the drastic decrease of life expectancy of the patient.
Modifications in histones, recently called as “histone code’’, affect the chromatin structure
and play an important role in the developement of tumorigenesis. Little is known about those
cells that acquire metastatic capacity. This is the reason why in this work, epigenetic
differences on the patterns of trimethylation of histone H3 (for 3 different amino acids: lysine
4 (H3K4me3), lysine 9 (H3K9me3) and lysine 27 (H3K27me3)) are studied between primary

tumoral cells and metastatic tumoral cells.



INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es una de las enfermedades mas comunes en el mundo. En los
paises desarrollados constituye el tercer tipo de cancer que mas afecta a los hombres (por
detrds del cancer de pulmén y prostata) y el segundo entre las mujeres (tras el cancer de
mama). Se trata de una enfermedad con una incidencia que va en aumento, registrandose cada
afio mas de un millén de nuevos casos con una mortalidad entorno al 33%. En los paises
desarrollados constituye la segunda causa de muerte en ambos sexos y es mas comun a partir
de los 50 afios de edad (1). En la mayor parte de los casos el CCR aparece de forma
esporadica, mientras que el 25% de los afectados presentan un historial familiar previo,
sugiriendo que la enfermedad podria tener un componente genético y ambiental (2).

Entorno al 95% de los casos de CCR son adenocarcinomas. El origen de estos tumores suele
estar en células epiteliales del colon que sufren un proceso de transformacién y comienzan a
proliferar descontroladamente y a evadir la apoptosis, originando el tumor. El prondstico de la
enfermedad suele estar muy condicionado por la posible propagacion del tumor original a otro
organo del cuerpo, proceso conocido como metéstasis. Los érganos que mas sufren la
metastasis en el caso del CCR son el higado (més del 50% de los casos), pulmén, hueso y

cerebro.

Concepto de metastasis

La metastasis es un proceso complejo que ocurre secuencialmente en varios pasos. El proceso
en si es ineficiente, ya que tan s6lo una pequefia proporcion de las células que entran en
circulacion seran capaces de desarrollar metéstasis y en gran parte es debido a que la mayoria
son eliminadas por el sistema inmune del hospedador. Sin embargo, hay casos en los que las
células transformadas que conforman el tumor primario se desprenden y escapan del control
del sistema inmune y se diseminan por todo el cuerpo a través del sistema linfatico o
sanguineo. En éste proceso deben sobrevivir a un ambiente hostil. El sistema de defensa
inmunitario, posibles farmacos que reciba la persona que padece la enfermedad asi como el
trauma mecénico y quimico producido por el movimiento en los vasos sanguineos y linfaticos
y la naturaleza de la sangre dificultan la supervivencia de estas células tumorales que se
diseminan por el cuerpo. Las células metastasicas que logren sobrevivir pueden asentarse en
organos distantes del lugar original proliferando y formando nuevas masas tumorales. De éste

modo, los pasos que se distinguen en el proceso de metéstasis son los siguientes:
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1. Neoangiogénesis, es decir, la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los
vasos sanguineos preexistentes en los tejidos que rodean al tumor y que se introducen
hacia el interior de la masa tumoral. Este proceso es necesario cuando el tumor alcanza
un diametro entorno a 1-2 mm para que las células puedan obtener nutrientes y
oxigeno asi como para eliminar los productos de desecho (3). La angiogénesis es
promovida por las células endoteliales del huésped asi como por las células tumorales
mediante la liberacion de diversos factores como pueden ser el factor de crecimiento

de fibroblastos (FGF) o el factor de crecimiento de células endoteliales (VGEF).

2. Intravasacion. Se trata del mecanismo por el cual las células tumorales se desprenden
de la masa tumoral y traspasan la pared vascular, de manera que penetran en el sistema
circulatorio. Las células se adhieren al lado externo de la membrana basal del vaso
sanguineo o linfatico y mediante la liberacién de enzimas proteoliticos degradan la

pared, de tal manera que son capaces de llegar a la luz del vaso.
3. Extravasacion. No todas las células que viajan por los vasos consiguen sobrevivir pero
aquellas que lo consiguen pueden unirse a la cara interna del vaso, hidrolizarlo y

atravesarlo, asentdndose finalmente en el tejido del 6rgano receptor.

4. Proliferacion celular y consiguiente formacion de la masa tumoral metastésica.

tumor benigno en el epitelio lamina ruptura a través de la lamina basal se invade el capilar
bronquial basal

viaje a través de la sangre
(menos de 1 de cada 1000 células
sobrevivira formando metastasis)

se adhiere a la pared del escapa del capilar prolifera formando
capilar en el higado (extravasacion) metastasis en higado

Fig.2. Proceso de metastasis. En el proceso de metastasis se distinguen una serie de pasos
que las células tienen que atravesar para formar un tumor metastasico.



Metastasis hepatica

Tal como hemos comentado anteriormente el higado suele ser un 6rgano diana habitual en la
metastasis de CCR y cuando se produce, la esperanza de vida del paciente disminuye
drasticamente, situandose entorno al afio si no se recibe tratamiento (4).

Se trata de un d6rgano frecuentemente metastatizado por el CCR debido a su funciéon y a su
arquitectura caracteristica. El higado recibe a través de la arteria hepatica sangre oxigenada y
por medio de la vena porta sangre desoxigenada y rica en nutrientes procedente del intestino y
del bazo. Ademas, presenta una red capilar (sinusoides) entorno a la cual se diferencian cuatro
tipos celulares (hepatocitos, células de Kupffer, células endoteliales del sinusoide hepatico,
células estrelladas hepaticas). La colonizacion del higado comienza en los sinusoides, donde
las células endoteliales del sinusoide hepdatico y las células de Kupffer interactian con las
células tumorales. Estas ultimas se unen a las células endoteliales, hidrolizan la pared del vaso
y lo extravasan, invadiendo el parénquima hepdatico. Asi, las células residentes del higado
ademads de jugar un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis hepdtica, también
estan implicadas en el proceso de metastasis del CCR al activarse, liberar factores y reclutar
células del sistema inmune. Todo ello genera un microambiente tumoral propicio para el
asentamiento y proliferacion de las células procedentes del tumor original (5). Una vez que el
tumor metastasico se ha asentado en el higado las terapias tradicionales poco pueden hacer
para erradicarlo. Son células muy resistentes que dificilmente se pueden tratar con terapias
enfocadas a atacar caracteristicas muy genéricas de las células tumorales, como es el caso de
los agentes antiproliferativos que eliminan cualquier célula proliferativa. Por este motivo en
los ultimos afios se ha ahondado en estudios comparativos més profundos de las células
tumorales. Y los citados estudios han coincidido con la aparicion de una nueva disciplina

llamada epigenética.

Epigenética

El término epigenética se refiere a cambios heredables en la expresion génica producidos sin
que se vea afectada la secuencia de DNA. Los principales mecanismos epigenéticos son 3: la
expresion de microRNAs, la metilacion del DNA y la condensacion de la cromatina, todos
ellos procesos reversibles.

Los microRNAs son pequefias moléculas que estan implicadas en el silenciamiento especifico
de mRNAs y por otro lado, la metilacion del DNA y la condensacioén cromatinica se producen
por mediacion de enzimas altamente especificas. La especificidad y la reversibilidad son clave

en el disefio de terapias dirigidas a bloquear o revertir los procesos epigenéticos mediante el
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uso de compuestos quimicos y actualmente constituyen una realidad en el tratamiento de
enfermedades como el cancer (6).

La herencia epigenética es un mecanismo regulador esencial para el mantenimiento estable de
la actividad génica de las células de una generacion a la generacion siguiente (7); estd
implicada en la embriogénesis, en la impronta gendémica, en la inactivacion del cromosoma X

y en enfermedades como el cancer.

Condensacion de la cromatina

En las células eucariotas, el Colas de histonas Nucleosoma
DNA se encuentra en forma de
cromatina asociado a proteinas

® .
histonas y a proteinas no r~ M2A - SCRG' QGGEARAFAXTRSS RACL

» - - » ‘
histonas. Se trata de una |; HIE NG -PERS SARARE G ORIT ACDGIOONR S !
estructura muy dindmica, con )
.. .

. Y - » -
diferentes grados de |“in Mg ~ARTROTARSSTOGHAPRIQLAT L AARKSAP

. . - - » » [ '\ A
empaquetamiento que va | e -SCRCY CCX CLE K CCAXRERK VLR
cambiando en respuesta a los

diferentes procesos  celulares Fig.2. Nucleosoma y colas de histonas. Del octdmero de

como la replicacion y la histonas nacen las colas de las histonas, formadas por cadenas de
aminodacidos que pueden sufrir modificaciones covalentes.
transcripci(')n_ (P.Cheung, C. David Allis, P. Sassone-Corsi modificada).

Hay dos tipos de cromatina:

eucromatina, que constituye la mayor parte del material génico y que sufre los procesos de
condensacion y descondensacion durante las diferentes fases del ciclo celular y por otro lado
estd la heterocromatina, altamente condensada durante todo el ciclo celular, y por tanto
transcripcionalmente inerte, que se localiza en los centromeros, teldmeros y también en el
cromosoma X inactivo de hembras de mamifero.

Las histonas son las proteinas mas abundantes de la molécula de cromatina y presentan carga
neta positiva debido a la abundancia de residuos de arginina y lisina. El nivel més simple de la
estructura de la cromatina es el nucleosoma, compuesto por dos vueltas de la molécula de
DNA entorno a un octdmero de histonas. El octamero se compone de dos histonas H2A, H2B,
H3 y H4, y cada una de ellas presenta un dominio globular y un dominio que sobresale del
nucleosoma y que es mas flexible; la cola, compuesta por varios aminodcidos (entre 11 y 37,
normalmente). Aquellos aminoacidos que forman parte de la cola y que tienen cargas

positivas interactian con las cargas negativas procedentes de los grupos fosfato de la
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molécula de DNA de tal manera que si se generan alteraciones en las colas de las histonas, su
relacion con la molécula de DNA se va a ver alterada, originando a su vez un reordenamiento
estructural de la cromatina. Las modificaciones que pueden suftrir las histonas son varias:
acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, sumoilaciones, citrulinaciones y
ADP-ribosilaciones, y el resultado es lo que se conoce como “codigo histonico’’, denominado
asi porque constituye una extension de la informacion contenida en la molécula de DNA al
ser un mecanismo implicado en la regulacion de la expresion génica (8). Ademas, estas
modificaciones podrian ser clave en otros procesos celulares como la replicacion, la
recombinacion y la segregacion cromosémica (9).

La modificacion covalente de las histonas es llevada a cabo por enzimas que son altamente
especificas para aminodcidos que presentan una localizacion concreta dentro de la cola de las
histonas. Estas modificaciones constituyen a su vez dianas para el reclutamiento de diversos
complejos enzimaticos que contienen cromodominios y que usan las marcas epigenéticas de
las colas de las histonas para unirse a la cromatina y comenzar procesos de compactacion de
la cromatina, regulacion de la transcripcion o reparacion del DNA (10).

La adicion de grupos metilo a las colas de histonas es llevada a cabo por enzimas DNA
metiltransferasas. Concretamente, en la histona H3 estos grupos metilo suelen estar unidos a
residuos de lisina y dicha union es catalizada por enzimas histona lisina metiltransferasas
(KMT). Generalmente son los aminodcidos de lisina 4 (H3K4) lisina 9 (H3K9) y lisina 27
(H3K27) los que aparecen metilados y pueden aparecer en forma de mono, di o
trimetilaciones (9). Las trimetilaciones estdn asociadas tanto a regiones activas como a
regiones reprimidas del DNA: la trimetilacion de lisina 4 (H3K4me3) estd implicada en la
activacion de la transcripcion, mientras que las trimetilaciones en lisina 9 (H3K9me3) y lisina

27 (H3K27me3) suelen estar asociadas a genes silenciados.

Condensacion de la cromatina en el cancer colorrectal

El cancer es una enfermedad epigenética ya que practicamente todos los canceres presentan
alteraciones epigenéticas, y entre ellas remodelaciones en la conformacion de la cromatina
producidas por cambios covalentes en las histonas (6). Se sabe que el patron de metilacion de
los residuos de lisina en la histona H3 juega un papel importante en la carcinogénesis. En el
CCR la H3K9me3 aumenta y podria estar directamente relacionada con procesos de
metastasis (11). Asi mismo, el enriquecimiento de la H3K27me3 aparece en las etapas mas
tempranas del hepatocarcinoma (12). Por el contrario, la H3K4me3 parece estar relacionada

con un descenso en la malignidad del céncer géstrico (13). Todos ellos son procesos



relacionados con la tumorogénesis de canceres gastrointestinales.

Objetivos e hipotesis

Las observaciones realizadas al estudiar y comparar el epigenoma de células sanas y células
cancerigenas reflejan una clara implicacioén de los cambios en el patron de trimetilacion de la
histona H3 en el cancer. Sin embargo, en lo que refiere a éste tema, se sabe poco acerca de
aquellas células que sufren el proceso de metastasis, es por ello que en éste trabajo se han
estudiado las diferencias en tres patrones de trimetilacion de histona H3 que pueda haber entre
la célula cancerigena inicial que crece y forma el tumor primario y la célula tumoral
metastasica que logra invadir y crecer en un 6rgano diana como es el higado.

La hipotesis que se plantea por lo tanto es que las células tumorales del cancer colorrectal con
capacidad metastasica presentaran diferencias epigenéticas respecto a aquellas células que han

formado el tumor primario y que no han adquirido la capacidad de metastatizar.

MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

Animales
Ratones BALB/C machos de 4 semanas de edad procedentes de los laboratorios Charles
River (Espafia). Se utilizé esta linea de raton debido a que es singénica con el tipo celular

inyectado en los animales.

Células
La linea celular C26 originada en ratones balb/c. (American Type Culture Collection

[ATCC]; Manassas, VA, USA).

Isofluorano

Anestésico inhalatorio utilizado en la cirugia para dormir los ratones.

Abbot Laboratories Ltd. (100% isoflurano). (Maidenhead. Berkshire, UK).

PBS (Phosphate buffered Saline)

Tampon fosfato salino. La formulacion del tampdn en su forma de uso es la siguiente: 8 gr/l
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de NaCl (Sigma-Aldrich; St.Louis, MO, USA), 0’2 gr/l de KCl, 1’44 gr/l de NapHPO4:2H20
(Sigma-Aldrich; St.Louis, MO, USA), 0’2 gr/l de KH2PO4 (Sigma-Aldrich; St.Louis, MO,

USA) en agua destilada y ajustando el pH a 7°4.

PBS-EDTA (4mM)
Tampon PBS mas EDTA 4mM (Merck; Darmastadt, Alemania).

RPMI-1640
El RPMI-1640 (Sigma-Aldrich; St.Louis, MO, USA). Suplementado con antibidticos

(streptomicina, penicilina).

FBS (Fetal Bovine Serum)
Gibco. Life Technologies, Inc; (Gaithersburg, MD, USA).

Solucion antibidtica y antimicotica
Solucion 100 veces concentrada de penicilina (10000 unidades/ml), estreptomicina (10

mg/ml) y anfotericina B (25pg/ml) suministrada por (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Sulfato de gentamicina
Complemento antibidtico para los cultivos de células primarias a una concentracion de
50pg/ml. Suministrada por (Sigma, St Louis, MO, USA) en forma de sulfato en solucion a 10

mg/ml.

DEPC — Treated Water
Ambion. Life Technologies. (Gaithersburg, MD, USA).

Tripsina

0.25% Trypsin -EDTA (1x). Sigma- Aldrich. (St Louis, MO, USA)

Filtro
100um Nylon. Cell Strainer. BD Falcon. (Becton Drive, Franklin Lakes. NJ. USA.).
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Lysis Buffer
10 mM Tris-HCI pH8 (Panreac.Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia), 1 mM KCI, 1’5 mM
MgCl2, 0°5% NP40, DTT 1 mM, inhibidor de proteasa.

TCA (Trichloroacetic acid)
. ACS reagent 99%. Sigma—Aldrich. (St Louis, MO, USA)

Acetona acida
0°1% HCI (Panreac.Castellar del Valles, Barcelona, Espafia) en acetona (Panreac.Castellar del

Valles, Barcelona, Espafia) (100ul en 100ml).

Gel para Western Blot

Preparado en dos fracciones; una superior llamada stacking y una inferior llamada running. El
Running Gel (15% de Acrilamida) se compone de 30% Acry-Bis (BIO-RAD Laboratories.
Alfred Nobel Dr. Hercules, CA), Tris HCl 2M pH 8’8 (Panreac.Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia), H20 Milli-Q 2°25 ml, 10-20% SDS (Sigma —Aldrich.St Louis, MO,
USA), 10% APS, TEMED 5 ul (BIO-RAD Laboratories. Alfred Nobel Dr. Hercules, CA ).

El Stacking Gel (4% Acrilamida) se compone de 30% Acry-Bis(BIO-RAD Laboratories.
Alfred Nobel Dr. Hercules, CA), Tris HCI 0°5M pH 8’8 (Panreac.Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia).H20 Milli-Q 1’75 ml, 20% SDS(Sigma —Aldrich.St Louis, MO, USA),
10% APS, TEMED 2’5 ul (BIO-RAD Laboratories. Alfred Nobel Dr. Hercules, CA ).

Ladder
BenchMark Prestained Prtein Ladder. Invitrogen. (Carlsbad, CA. USA)

Laemmli 4x

Preparado en las siguientes proporciones:

Iml Glicerol, SDS 10% (Sigma —Aldrich.St Louis, MO, USA), 1°25ml Stacking Buffer, 250ul
H20 Milli-Q, Azul Bromofenol 1% (0°01gr/ml), 20% 2-mercaptoetanol.

2-mercaptoetanol

2-Hydroxyethylmercaptan; B-Mercaptoethanol. Sigma-Aldrich. (St Louis, MO, USA)
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Buffer electroforésis 5x

Tris 0°124M, Glicina 0°959M (Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA)

y SDS 0°0173M (Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA)

en un volumen total de 1L de agua destilada. El buffer se utilizd para llevar a cabo la

electroforesis a una concentracion de 1x.

Buffer transferencia 1x
Tris 0°0249M (Panreac. Castellar del Valles, Barcelona, Espafia), Glicina 0°1918M(Sigma-
Aldrich. St Louis, MO, USA), 200 ml de metanol (Panreac.Castellar del Vall¢s, Barcelona,

Espafia) y se ajusto a 1L con agua destilada.

Tris Buffer Saline (TBS 5x)
Tris 0°124M (Panreac. Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia), NaCl 0°’75M

(Panreac.Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia). Se utilizo para la preparacion del TBS-T.

TBS-T
El TBS 5x se diluyo a 1x y se le afiadieron 500 pl de Tween 20 (Sigma-Aldrich. St Louis,
MO, USA) por litro de TBS 1%. El TBS-T se utilizo para el lavado de las membranas y

diluciones de los anticuerpos.

Bloqueo
TBS-T 1x al 5% de BSA.

Bovine Serum Albumin (BSA)
Sigma-Aldrich. (St Louis, MO, USA)

Buffer de Stripping
H20 destilada afiadiendo glicina 0°2M (Panreac. Castellar del Valles, Barcelona, Espaia) y
ajustado a pH 2’8.

Membrana PVDF
Immun-Blot. Tamafio del poro: 0°2um.(BIO-RAD Laboratories. Alfred Nobel Dr. Hercules,
CA).
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Anticuerpos
Anticuerpos primarios

* Anticuerpo Anti-H3 trimethyl K4 Abcam Ms mAb to Histone H3[mAbcam 12209
(trimethyl K4)]100ugr (0’8 mgr/ml)ab 12209. (330 Cambridge Science Park
Cambridge.UK).

* Anticuerpo Anti-H3 trimethyl K9 Abcam Rb pAb to Histone H3 (trimethyl K9)100ugr
(1mgr/ml) ab 8898.(330 Cambridge Science Park Cambridge.UK).

* Anticuerpo Anti-H3 trimethyl K27 Abcam Ms mAb to Histone H3 [mAbcam 6002]
100ugr (Imgr/ml) ab 6002. (330 Cambridge Science Park Cambridge.UK).

* Anticuerpo Anti-Histona H3 Histone H3 (FL-136): sc-10809 1:1000. (Santa Cruz.
10410 Finnell Street Dallas, Texas 75220. USA).

Anticuerpos secundarios
* Goat Anti-Mouse HRP Conjugated 1ml at 10ugr/ml. (Pierce.Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL. USA).
* Goat Anti-Rabbit HRP Conjugated 1ml at 10ugr/ml. (Pierce.Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL. USA).

ECL Western Blotting Detection Reagents

RPN 2106 GE Healthcare. Life Sciences. (Amersham Place. Little Chalfont Bukinghamshire
HP79NA. UK).

METODOS

Modelo in vivo. Obtencién de tumores.

Se utilizaron un total de 3 ratones BALB/C a cada uno de los cuales se inocul6é 50ul (100 000
células/ raton) de una suspension de células C26 en PBS, singénicas con la linea de ratones
empleada. Estas células fueron cultivadas en medio RPMI con estreptomicina/penicilina al
10% FBS. Los ratones se pincharon en bazo, clampando la vena porta para evitar una posible
migracion directa al higado debido a la presion ejercida al inyectar. Transcurridos 15 dias, se
sacrificaron los ratones y se extrajeron las masas tumorales crecidas en el bazo y en el higado.

Se denomind tumor primario a aquellas células inoculadas y crecidas en el bazo, mientras que
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las células que adquirieron capacidad metastdsica y migraron al higado formaron las masas
tumorales metastasicas. Todos los experimentos se realizaron tras haber sido previamente
evaluados y aprobados por el comité de ética de bienestar animal de la Universidad del Pais

Vasco ( 237/212/Badiola Echaburu).

Obtencion de lineas celulares tumorales a partir de explantes murinos

A partir de las masas tumorales extraidas de los ratones, se obtuvieron células tumorales
primarias y metastasicas. Para ello, trabajando sobre placas de Petri, se trataron por un lado
las masas tumorales primarias obtenidas de los bazos y por otro lado las masas tumorales
metastésicas obtenidas de los higados.

Las muestras de tejido se disgregaron en pequefios fragmentos utilizando para ello tijeras y
1000ul de tripsina en cada placa, se vertieron en tubos y se incubaron en la estufa durante 10
minutos. A continuacion se centrifugaron a 720xg, 4°C durante 10 minutos, obteniendo un
pellet de células de tumor primario y un pellet de células de tumor metastasico. Ambos pellets
se resuspendieron en 700ul de FBS, 70ul de gentamicina y 7ml de RPMI. El contenido total
de cada tubo fue filtrado con filtros de un tamano de poro de 100um, de tal manera que sélo
pasaron las células. Los fragmentos mas grandes de tejido no disgregado quedaron excluidos.
Se recogio el filtrado con cada tipo celular y se puso en placas de cultivo de 24 pocillos con
500ul del filtrado en cada pocillo. Transcurridas 12 horas se lavaron con PBS los cultivos de
células tumorales primarias y metastasicas y se pasaron a frascos T25 con medio de cultivo
RPMI y estreptomicina, enriquecido con FBS al 10%. Siguiendo este procedimiento se
obtuvieron dos lineas celulares distintas: células tumorales primarias y células tumorales

metastasicas.

Aislamiento de histonas.

El aislamiento de histonas se realiz6 siguiendo el protocolo de extraccion acida de histonas
para células de mamifero (14) para extraer histonas de células tumorales C26, células
tumorales primarias extraidas del bazo y células tumorales metastasicas extraidas del higado,
todas ellas en el pase tres y cultivadas a 37°C en medio de cultivo RPMI suplementado con
los antibioticos estreptomicina/penicilina al 1% y FBS al 10%.

En primer lugar, se retir6 el medio de cultivo de los tres frascos T75 y se limpiaron con PBS.
Los tres tipos celulares se levantaron con PBS-EDTA atemperado y se centrifugaron a 600xg,
4°C durante 10 minutos. Los pellets se resuspendieron en PBS y volvieron a centrifugarse a

600xg, 4°C durante 10 minutos para eliminar posibles restos de PBS-EDTA. Se retir el
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sobrenadante y se afladi6 a cada muestra 2ml de lysis buffer. Se incub6 durante 20 minutos en
hielo y a continuacion se centrifugd en la microcentrifuga a 4000rpm, 4°C, 5 minutos,
resuspendiendo después los pellets en 400ul 0.4N H,SO4. Ademas, en este paso se
vortexearon las muestras y se dejaron en hielo durante 40min. Después se centrifugaron a
10.000 rpm, 4°C durante 10 minutos para formar pellets de material insoluble que fue
desechado. El sobrenadante, rico en histonas, de los tres tipos celulares diferentes se movio6 a
un nuevo eppendorf al cual se afiadidé 100ul de TCA 100%. Se dejé que las histonas
precipitasen durante 1 hora en hielo. A continuacién, las muestras se centrifugaron a
13000rpm, 4°C, durante 10 minutos obteniendo pellets de histonas. Se desechd el
sobrenadante de TCA 100% y se limpiaron las muestras con dos centrifugaciones seguidas a
10000rpm, 4°C durante 5 minutos. La primera de ellas, tras afadir 500ul de acetona 4cida a
los pellets, y la segunda tras haber afiadido 500ul de acetona. En ambos casos se retird el
sobrenadante. Las muestras se secaron durante 20 minutos al aire, volteando los eppendorf
hasta que los pellets quedaron secos. Tras este paso, se resuspendieron en 100ul de DEPC
water y se dejaron durante 10 minutos, hasta que las muestras estuvieron bien disueltas.

Finalmente se congelaron a -80°C.

Andlisis del patrén de trimetilacién de Histona H3 en células tumorales mediante Western

Blot.

Para comparar las diferencias de trimetilacion en residuos de lisina en histona H3 se realizd
Western Blot; una técnica que mediante el uso de anticuerpos especificos permite identificar
proteinas que han sido previamente separadas segun su tamafio o carga al realizar una
electroforesis en gel. Posteriormente, estas proteinas, son transferidas a una membrana de
nitrocelulosa o de PVDF (polyvinylidene fluoride) al aplicarse nuevamente una corriente que
las empuja a moverse y adherirse a la misma. De este modo, la membrana se convierte en una
réplica del gel, permitiendo estudiar las proteinas mediante el uso de anticuerpos especificos.
En este caso se analizaron en tres lineas celulares diferentes (C26, tumor primario y tumor
metastasico) la trimetilacion de tres residuos de lisina: H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3.

Teniendo en cuenta la cantidad de proteina aislada de cada tipo celular (ver Tabla 2 en

Resultados), se prepararon las muestras en las proporciones indicadas a continuacion:
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Tipo celular Muestra (ul) 2-B-mercaptoetanol Agua destilada (ul)

+Laemmli (ul)

C26 60 20 20
Tumor Primario 20 20 60
Tumor 60 20 20
Mestastasico

Tabla 1. Preparacion de las muestras de proteina histona aisladas a partir de cada linea celular para la

realizacion de Western Blot.

Se cargaron 3 pocillos con histona de cada tipo celular, siguiendo siempre el orden: C26,
tumor primario y tumor metastasico. Este orden se repitid 3 veces. En cada pocillo se cargd
un volumen total de 25ul. Previamente se lleno la cubeta de buffer de electroforésis 1x y se
roded de hielo para evitar el excesivo calentamiento del buffer. Se realiz6 la electroforesis a
120V durante 20 minutos y una vez las muestras salieron de los pocillos, se subid la
intensidad a 200V durante 45 minutos. Una vez finalizada la electroforésis se monto el casete
con las esponjas, los filtros, la membrana previamente equilibrados en buffer de transferencia
y el gel colocandolos en la cubeta con buffer de transferencia 1x. La transferencia se llevo a
cabo a 150V durante 1 hora. Cuando finalizo, se puso la membrana con el bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente y en movimiento. A continuacion se lavo con TBS-T 1x durante
10 minutos y finalmente se cortd en tres partes, cada una de ellas con una muestra de histona
asilada a partir de cada linea celular (C26, tumor primario y tumor metastasico).

Los anticuerpos primarios utilizados para detectar las 3 trimetilaciones de lisina en histona H3
fueron Anti H3 trimethyl K4 (diluido 1:2000), Anti H3 trimethyl K9 (diluido 1:1000) y Anti
H3 trimethyl K27 (diluido 1:3000). Dichos anticuerpos se diluyeron en una disolucién de
TBS-T 1x al 2% de BSA y se incubaron en movimiento a 4°C overnight. Transcurrido este
tiempo se lavaron las membranas dos veces (5 minutos cada vez) con TBS-T 1x y se
afiadieron los anticuerpos secundarios Goat Anti-Mouse (diluido 1:1000) y Goat Anti-Rabbit
(diluido 1:3000), ambos diluidos en una disolucién de TBS-T 1x al 2% de BSA. Se incubaron
durante 1 hora en movimiento a temperatura ambiente y finalmente se volvieron a lavar con

TBS-T 1x.
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Revelado.
Para el revelado se utilizo ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare). Para
ello, se prepar6 una mezcla de 750ul de reactivo 1 y 750ul de reactivo 2 y acto seguido se

afiadio sobre los 3 fragmentos de membrana.

Stripping

El stripping se realizo para eliminar de los 3 fragmentos de membrana de PVDF del Western
Blot los anticuerpos primarios y secundarios. El objetivo de éste procedimiento es detectar y
demostrar la presencia de histona H3. Para ello se pusieron los fragmentos de membrana
durante 1 hora a 37°C con el buffer de stripping. Después se afiadio el bloqueo durante 7
horas a temperatura ambiente y en movimiento. A continuaciéon se afiadié el anticuerpo
primario Anti-Histona H3 diluido 1:1000 con el TBS-T 1Ix al 2% BSA y se dejo en
movimiento a 4°C durante toda la noche. Se realizaron dos lavados de 5 minutos con TBS-T
1x y se afiadio el anticuerpo secundario Goat Anti- Rabbit diluido 1:3000. Se dejoé actuar
durante 1 hora y finalmente se realizaron 2 ultimos lavados con TBS-T 1x durante 5 minutos

cada uno.

Revelado .
Para el revelado se utilizo de nuevo ECL Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare). Se prepar6 una mezcla de 750ul de reactivo 1 y 750ul de reactivo 2 y acto

seguido se afadio sobre los 3 fragmentos de membrana.

RESULTADOS

Cuantificacion de histona

La cantidad de proteina histona aislada a partir de cada linea celular se cuantificé en el

Nanodrop antes de realizar el Western Blot (Tabla 1).

Linea celular Concentracion histona (ugr/ul)
C26 0.44
Tumor Primario 1.24
Tumor Metastésico 0.38

Tabla 2. Concentracion de proteina histona aislada a partir de cada linea celular.
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Trimetilacién de Histona H3

El andlisis realizado mediante Western Blot para estudiar del patron de trimetilacion de los
tres residuos de lisina en las 3 lineas celulares fue variable segin el aminodcido de lisina y la

linea celular estudiados (Fig. 3).

Trimetilacion de Histona H3 en Lisina 4 (H3K4me3).
En el andlisis de la trimetilacion de la Histona H3 para el aminodacido lisina 4 no se encontrod

ninguna trimetilacion en ninguna de las tres lineas celulares estudiadas.

Trimetilacion de Histona H3 en Lisina 9 (H3K9me3).
Se observo el mismo patron de trimetilacion del aminodcido lisina 9 para las 3 lineas

celulares; C26, tumor primario y tumor metastasico.

Trimetilacion de Histona H3 en Lisina 27 (H3K27me3).
El patron de trimetilacion encontrado en el aminoécido lisina 27 fue diferente para las 3 lineas
celulares; en C26 y tumor primario se observd presencia de la trimetilacion de lisina 27,

mientras que en la linea celular metastasica no hubo presencia de la misma.

H3K4me3 H3K9me3 H3K27me3
Tum. Tum. Tum. Tum. Tum. Tum.
C26 Primario Metast. C26 Primario  Metast. C26 Primario  Metast

—

Histona H3 =3

Fig.3. Patrones de trimetilacion observados mediante Western Blot en las 3 lineas celulares

estudiadas (C26, tumor primario, tumor metastasico) y stripping de Histona H3.



18

DISCUSION

Las alteraciones epigenéticas como la modificacion de histonas juegan un papel importante en
la carcinogénesis al estar directamente implicadas en el control de la expresion génica. Las
modificaciones covalentes que sufren las histonas remodelan la estructura de la cromatina y
permiten o limitan la accesibilidad de los factores de transcripcion (10). Las principales
dianas de los enzimas histona metiltransferasas son H3K4, H3K9 y H3K27. En el estudio
comparativo de las tres trimetilaciones de la histona H3 se observaron diferencias en el
patrén de trimetilacion segun la linea celular y el aminoacido de lisina estudiados: la
trimetilacion H3K4 no se encontré en ninguna de las 3 lineas celulares lineas celulares,
ocurriendo justamente lo contrario para la trimetilacion H3K9, que apareci6 en las 3 lineas
celulares. Finalmente, la trimetilacion H3K27 fue detectada en las células C26 y células de
tumor primario, mientras que en la linea tumoral metastdsica no hubo presencia de la misma,
siendo este el resultado mas interesante tanto en cuanto nos abre las puertas para adentrarnos a
fondo en su estudio.

Como se ha dicho anteriormente, las diferentes modificaciones covalentes en los residuos
aminoacidicos de la cola de las histonas se relacionan con diferentes complejos protéicos que
estan directamente implicados en la regulacion de la estructura cromatinica y por lo tanto
también en la transcripcion. Tal es el caso de los complejos protéicos codificados por los
genes de los grupos Trithorax y Polycomb (PcG), que actuan activando y reprimiendo la
expresion génica respectivamente.

Los productos de Polycomb forman complejos multiprotéicos que contribuyen al
silenciamiento génico mediante cambios en la cromatina. En concreto, el complejo 2 represor
de polycomb (PRC2) estd implicado en el inicio del silenciamiento génico; contiene enzimas
histonas metiltransferasas que afiaden grupos metilo a H3K9 y H3K27, ambos marcadores de
silenciamiento génico (15).

Al contrario de lo que ocurre con H3K9 y H3K27, H3K4 est4 asociada a expresion génica.
H3K4me3 parece estar relacionada con un descenso en la malignidad del cancer gastrico (13)
y altos niveles de H3K4me2 en pacientes con metéstasis hepdtica se asocian también con
aumento en la esperanza de supervivencia a la enfermedad (16). Sin embargo, en el modelo
murino de CCR con metéstasis hepatica aqui estudiado, no se ha detectado H3K4me3 en
ninguna de las lineas celulares, lo cual podria ser un indicador de la elevada agresividad de las

lineas celulares tumorales estudiadas.
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Como se ha dicho anteriormente, no se han encontrado diferencias en H3K9me3 entre las 3
lineas celulares estudiadas, siendo diferente el caso de la H3K27me3. Esta trimetilacion se ha
encontrado en las lineas celulares C26 y tumor primario, mientras que no se ha detectado en
las células metastasicas. En el carcinoma de prostata, los niveles de H3K27me2 son mas bajos
en las células metastdsicas que en las células localizadas en el tumor original (17). Este
mismo patron se ha observado en las células metastasicas hepaticas respecto a las células
tumorales primarias del colon (15). La metilacion de la lisina 27 en la histona H3 estd
asociada con represion de la transcripciéon. Por lo tanto, el hecho de que las células
metastdsicas tengan una menor cantidad de genes transcripcionalmente reprimidos, podria
causar la adquisicion de caracteristicas genéticas que a su vez imprimen sobre estas células la
capacidad de intravasacion, extravasacion, proliferacion y consiguiente formacion de la masa
metastasica. Serian por tanto caracteres que otorgan a las células metastasicas una mayor
capacidad proliferativa, mayor resistencia y adaptaciéon al medio en comparacion con las
células tumorales primarias.

De esta manera, segin la hipotesis planteada en el trabajo, se han encontrado diferencias
significativas entre los tumores primarios y los tumores metastasicos en el patron de
trimetilacion de la histona H3. Estas diferencias aparecen en la H3K27me3, mientras que para
la H3K4me3 y H3K9me3 no se detectan variaciones.

En cuanto a los resultados obtenidos para la H3K27, seria de gran interés realizar un estudio
comparativo mas profundo, que permita dilucidar qué genes son transcripcionalmente activos
en las células tumorales metastasicas y no lo son en las células tumorales primarias. Para ello,
el siguiente paso que se propone es emplear técnicas de inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP), de tal manera que mediante el uso del mismo anticuerpo utilizado en el Western Blot
(Anti H3 trimethyl K27) se detecte la H3K27me3 y consecuentemente también el DNA
asociado. Tras realizar la precipitacion, mediante secuenciacion podrian identificarse el o los
genes que presentan diferencias transcripcionales entre las células que conforman el tumor
primario y las células que conforman el tumor metastisico. Asi mismo, la realizaciéon de
investigaciones que permitan desgranar los pasos implicados en el proceso de modificacion
covalente de las histonas otorgarian una idea mas clara y global de cémo y porqué se
producen dichas modificaciones en lugares y condiciones determinadas. Esto generaria una
perspectiva mas amplia en el campo de la regulacion epigenética de los genes y por lo tanto
también en la posibilidad de desarrollar tratamientos dirigidos, mas eficaces y menos

agresivos que consigan hacer frente a una enfermedad como es el cancer.
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En conclusion, la implicacion de la epigenética en la regulacion celular esta presente en las
células sanas y también en las células enfermas. Tal es el caso del CCR, donde diferentes
alteraciones epigenéticas, y concretamente alteraciones en el patron de modificaciones
covalentes de las histonas estdn directamente implicadas en la aparicion y progresion de la
enfermedad. La forma mas agresiva de la enfermedad va acompanada por la metastatizacion
de las células, y las respuestas a por qué dichas células tienen esta capacidad de migrar,

podrian encontrarse con gran seguridad en el campo de la epigenética.
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