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EPIGENÈTICA EN EL CONTEXT CEL·LULAR 

 

Múltiples funcions de la cromatina. 

Molts dels processos cel·lulars on intervé l’ADN poden ser regulats per la modificació 

de l’empaquetament i l’accessibilitat d’aquesta molècula. La transcripció necessita que 

l’ADN sigui accessible a diferents factors de transcripció i a les diferents polimerases 

d’ARN. Tanmateix, és imprescindible que les dues cadenes d’ADN es vagin separant 

al llarg de la doble hèlix a mesura que es va sintetitzant el transcrit. Com la 

transcripció, moltes altres funcions bàsiques de la cèl·lula es poden veure afectades 

per l’estructura cromatínica: replicació, reparació, recombinació, funció centromèrica i 

organització nuclear. En definitiva, l’estructura cromatínica juga un paper essencial en 

tots els aspectes de la biologia de l’ADN en eucariotes.  

 

Múltiples estats cromatínics.  

Quin és el concepte d’heterocromatina? Aquesta pregunta a priori semblava fàcil de 

contestar, però a mesura que ha passat el temps la seva resposta es va desdibuixant. 

A partir d’estudis de citologia, la cromatina es pot separar en dos subtipus diferents: 

eucromatina i heterocromatina. Així, l’heterocromatina originalment va ser definida com 

la part del genoma que es manté en un estat condensat durant la interfase (Heitz, 

1928). 

La regulació en la condensació cromatínica actua principalment a nivell de 

nucleosoma, unitat fonamental del plegament dels cromosomes eucariòtics (vegeu la 

figura 11). Al llarg dels darrers anys, els descobriments en les modificacions de les 

histones i de múltiples proteïnes heterocromàtiques han posat de relleu que la visió de 

dos estats cromatínics és excessivament reduccionista. Hennig, el 1999, va proposar 

l’ús del terme ‘heterocromatina’ com un estat de la cromatina reprimit 

transcripcionalment, caracteritzat per l’associació de complexos multiproteics 

necessaris per a la repressió transcripcional.  

Actualment, es coneixen diferents proteïnes amb funcions estructurals en la formació 

de l’heterocromatina, la finalització telomèrica i la condensació centromèrica. Aquestes 

també són capaces de controlar l’expressió gènica. Aleshores, depenent de quina sigui 

la regió cromosòmica a la qual s’uneixin o del tipus de proteïnes presents en un mateix 

complex proteic, poden tenir efectes activadors o inhibidors. En un context cel·lular 

existeixen diferents estats de condensació de la cromatina. És aquest conjunt d’estats 
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el que s’ha anat especialitzant en propietats estructurals i funcions biològiques en la 

cèl·lula. Per tant, el concepte d’heterocromatina no és res més que un estat funcional 

específic d’una regió cromosòmica o d’un cromosoma sencer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. 
Organització de l’ADN
dins de l’estructura
cromatínica. El nivell més
baix d’organització és el
nucleosoma. Aquests
estan connectats entre
ells a través de fragments
d’ADN. En el següent
nivell d’organització, la
cadena de nucleosomes
es plega en forma de
fibra d’uns 30 nm de
diàmetre. A través
d’aquestes fibres, les
estructures es disposen
en nivells d’organització
superior, assolint el
màxim grau de
compactació amb
l’estructura típica que
adopten els cromosomes
en la metafase. 
Extret de Felsenfeld i
Groudine, 2003. 
 

 

Principals protagonistes dels canvis cromatínics.  

Un dels primers protagonistes descrits en els canvis associats a la cromatina és la 

metilació genòmica, de la qual ja n’hem parlat extensament en la introducció (vegeu la 

figura 12).  

Un segon protagonista, amb un paper principal, el constitueix l’element bàsic en 

l’estructura de la cromatina, el nucleosoma. Almenys hi ha tres camins diferents per 

contribuir a la dinàmica d’aquesta estructura: (a) a través de complexos remodeladors 

dependents d’ATP, (b) a partir de variants especialitzades d’histones, i (c) mitjançant 

una àmplia varietat de modificacions covalents de les histones. És important destacar 

que aquest ventall de modificacions ofereix una gran diversitat d’estructures 



                                                                                                             Discussió     150

cromatíniques. Aquesta varietat no tan sols és aprofitada per finalitats estructurals i/o 

reguladores de l’expressió gènica, sinó que també participa en altres funcions 

bàsiques de la cèl·lula com reparació i replicació, entre d’altres (revisat a Lisuka i 

Smith, 2003; Gregory i Shiekhattar, 2004). Donat que d’aquest grup de modificacions 

ja n’hem parlat a l’apartat 7 d’aquesta introducció, en aquesta discussió no ens 

estendrem amb més explicacions. 

Un darrer protagonista en el conjunt 

de canvis cromatínics és l’ARN 

d’interferència (ARNi). Aquest 

sistema té un paper central en el 

silenciament gènic de 

l’heterocromatina, en contra de 

l’opinió clàssica, que considerava que 

en l’heterocromatina silenciada no hi 

havia transcripció (revisat a Lippman i 

Martienssen, 2004). Juntament amb 

aquesta funció, s’han descrit tres 

mecanismes més on els ARN de 

doble cadena (ARNds) actuen a nivell 

nuclear (revisat a Matzke i Birchler, 

2005; Schramke i Allshire, 2004): (a) 

metilació de l’ADN dirigida per ARN 

(RdDM), ja que l’ARNi dirigeix la 

metilació genòmica, tal com el seu 

nom indica; (b) escissió programada 

de l’excés d’ADN en protozous ciliats; 

i (c) silenciament de l’ADN no 

aparellat durant la meiosi, que es 

dóna en alguns organismes. 

Figura 12. 
Interacció entre ARN, modificació
d’histones i metilació de l’ADN en el
silenciament heretable. La desacetilació de
les histones i, principalment, la metilació de
H3-K9 impliquen una condensació
cromatínica i un bloqueig en l’inici de la
transcripció. La modificació d’histones
també pot reclutar DNMT per començar la
metilació genòmica, que pot reforçar les
modificacions de les histones implicades
en el silenciament. Experiments en plantes
i llevats han demostrat clarament la
implicació de l’ARNi en l’establiment dels
estats heterocromàtics i en el silenciament.
Per tant, l’ARNi podria estar implicat en
organismes superiors. 
Extret d’Egger et al, 2004. 

En tots els casos, els ARNds actuen dirigint modificacions en la cromatina i/o ADN. 

Aquestes molècules ofereixen especificitat de seqüència a partir de la seva homologia 

amb seqüències genòmiques.  
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Com actuen aquests protagonistes?  

Una de les principals característiques en la manera d’actuar dels tres sistemes descrits 

en l’apartat anterior és l’elevat grau d’interrelació, fet que s’ha evidenciat tant a nivell 

intra- com intersistema.  

Dins d’un mateix sistema, per exemple, tenim la interrelació entre les modificacions 

covalents de les histones i els remodeladors de la cromatina. Així, l’expressió d’alguns 

gens pot requerir la presència de remodeladors abans dels enzims encarregats de 

modificar les histones (Cosma et al, 1999); en canvi, en altres gens, l’ordre 

d’intervenció és justament l’invers (Agalioti et al, 2000).  

Entre els diferents sistemes, els exemples d’interrelació són nombrosos. Entre la 

metilació genòmica i la modificació de les histones se n’han descrit pràcticament a tots 

els nivells: 

(a)   Metilació de les histones. Possiblement l’evidència més directa la trobem en 

Neurospora crassa, on la metilació de l’ADN és absolutament dependent de la 

metilació de H3-K9 (Tamaru i Selker, 2001). En plantes, s’ha descrit que la metilació 

en la seqüència CpNpG també depèn de l’activitat histona H3 metiltranferasa (Jackson 

et al, 2002). Aquesta dependència en plantes està reforçada per la descripció d’una 

DNMT que presenta un cromodomini en la seva seqüència (Henikoff i Comai, 1998). 

(b)   Acetilació de les histones. Tant les MBDs com les DNMTs poden formar 

complexos amb les HDACs (revisat a Dobosy i Selket, 2001; Burgers et al, 2002, 

respectivament). 

(c)   Complexos remodeladors dependents d’ATP. En Arabidopsis thaliana, s’ha 

demostrat que la proteïna DDM1, de la família SWI2/SNF2, és absolutament 

necessària en el manteniment dels patrons de metilació genòmica (Jeddeloh et al, 

1999). En animals, la inactivació d’altres membres de la família SNF2 també presenta 

alteracions significatives en els patrons de metilació globals. Aquest és el cas del gen 

ATRX en humans (Gibbons et al, 2000) i del gen Lsh2 en ratolins (Dennis et al, 2001). 

Aquest elevat grau d’interrelació, respon a un ordre general d’actuació? La resposta és 

no. Per exemple, entre els complexos remodeladors i els modificadors covalents de les 

histones no hi ha un ordre obligat d’actuació funcional (revisat a Narlikar et al, 2002). 

L’únic requeriment és que s’assoleixi el resultat final, és a dir, una associació de 

components transcripcionals adequada en un entorn estructural òptim i en el moment 

oportú (vegeu la figura 13). De manera general, cada reacció facilita la reacció 

següent. Aquest fet facilita que una regulació transcripcional específica estigui 



                                                                                                             Discussió     152

determinada per la solució més parsimoniosa en un moment donat. Aquesta forma 

d’actuar possiblement és igualment vàlida en tot el conjunt de sistemes que intervenen 

en la regulació de l’estructura cromatínica (vegeu la figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Diferents models en els quals poden actuar els complexos remodeladors i
reguladors de cromatina. Els reguladors, els complexos HAT i els complexos remodeladors
dependents d’ATP poden actuar seguint diferents ordres (vies A, B i C), arribant a un mateix
resultat final: un estat compatible amb la transcripció. Extret de Narlikar et al, 2002. 
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Figura 14. Resum de les vies utilitzades per iniciar i mantenir l’heterocromatina en
mamífers, des dels inicials repressors transcripcionals i l’ARN funcional (en groc) fins a la
metilació de l’ADN (fletxes i quadrat blau), la metilació d’histones (fletxes i quadrat verd),
acabant amb la unió de HP1 o homòlegs de PcG i el reclutament de proteïnes
heterocromàtiques específiques de cada locus. També es mostren les vies que impliquen
factors heterocromàtics que interaccionen amb la maquinària de replicació (fletxes i
triangle vermell) i les vies de propietats físiques de l’heterocromatina (cercles). Els
repressors transcripcionals poden reclutar directament factors que afectin la via de
metilació de les histones. Tanmateix, l’ARN funcional pot ser induït per activadors de
seqüència específica i la metilació en CpG pot conduir a un silenciament i compactació
directes (fletxes discontínues). Extret de Craig , 2005. 
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Al llarg de tot el conjunt de canvis en l’estructura cromatínica, hi ha dos moments clau: 

(1) inici o establiment dels canvis cromatínics, i (2) propagació i manteniment 

d’aquests canvis. 

1-   Inici dels canvis. En aquesta etapa, el que sembla important és l’adquisició 

d’almenys un senyal epigenètic. Aquest senyal inicial pot tenir orígens molt diversos, 

d’entre els quals voldria destacar, per exemple, que en mamífers la interacció EF2-Rb-

SUV39H1-HP1 implica l’inici en les seqüències homòlogues al factor de transcripció 

E2F (Nielsen et al, 2001). En altres organismes, l’origen repetitiu del locus, més que la 

seqüència primària d’ADN, pot desencadenar l’inici (Henikoff, 2000). Els senyals a 

partir d’ARN també poden iniciar el silenciament epigenètic, induint canvis en la 

cromatina (per exemple, inactivació del cromosoma X) o bé provocant canvis en la 

metilació de l’ADN (revisat a Matzke i Birchler, 2005).  

2-    Manteniment del canvi. Un cop s’ha iniciat el canvi en l’estructura cromatínica per 

l’adquisició d’un o més senyals epigenètics, la identitat del canvi estructural es pot 

estendre a través de múltiples interaccions entre els diferents sistemes. Les 

característiques principals d’aquestes interaccions són senyals positius entre les 

diferents marques epigenètiques i complexos enzimàtics que reconeixen i catalitzen la 

formació del mateix senyal. Una impressió general d’aquesta manera d’actuar és que 

aquest sistema intern de redundància sembla dissenyat per mantenir de manera 

contínua i estable el canvi estructural. En realitat, es tracta de diferents capes de 

memòria cel·lular que són afegides una sobre l’altra. Així, en organismes que no tenen 

5mC, la modificació de les histones podria ser suficient per marcar i mantenir els 

dominis cromatínics silenciats. En aquest cas, els sistemes de reforçament de senyals 

entre metilació i acetilació d’histones, acoblats a mecanismes de manteniment 

d’aquestes modificacions, serien suficients per estabilitzar el canvi. 

 

Paper de la metilació de l’ADN en el context epigenètic.  

La metilació genòmica té lloc en els gens que han estat silenciats prèviament (revisat a 

Bird, 2002). Nombrosos treballs indiquen que no intervé en el silenciament de 

promotors actius. Així, la metilació de novo de seqüències provirals en cèl·lules 

embriòniques depèn de la DNMT3A i DNMT3B (Okano et al, 1999). No obstant això, la 

inactivació inicial dels retrovirus es dóna igualment quan ambdues metiltransferases 

són absents (Pannell et al, 2000). Aquest retard en la metilació de l’ADN respecte de la 

inactivació gènica també s’ha observat en el silenciament del cromosoma X (vegeu la 

figura 5). En el cas de la hipermetilació associada al procés tumoral, sembla ser que la 
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metilació de l’ADN podria jugar el mateix paper secundari (revisat a Clark i Melki, 

2002). 

Aleshores, per què s’han de metilar gens que ja estan silenciats? D’acord amb el 

mecanisme d’actuació dels diferents canvis epigenètics discutit anteriorment, la 

metilació de l’ADN actuaria com una darrera capa de memòria cel·lular amb la finalitat 

d’estabilitzar el silenciament. En aquest sentit, tant en la inactivació del cromosoma X 

com en el silenciament retroviral hi ha una pèrdua d’inactivació si les cèl·lules 

somàtiques són tractades amb agents desmetilants (revisat a Bird, 2002). En 

condicions patològiques, els individus que presenten la síndrome ICF, que tenen 

mutada la DNMT3B, mostren la metilació reduïda en alguns gens que es troben en el 

cromosoma X, juntament amb un silenciament parcial dels gens presents en aquest 

cromosoma (Miniou et al, 1994; Hansen et al, 2000). Treballs in vitro en cèl·lules 

embrionàries de ratolí i somàtiques en cultiu sovint evidencien una reactivació de 

transgens lligats al cromosoma X quan la DNMT1 està absent o inhibida (Sado et al, 

2000). Tot plegat sembla indicar la metilació genòmica com un segell estabilitzador de 

tota una sèrie de canvis estructurals previs. Aquesta associació és vàlida en la majoria 

de contextos on trobem aquest canvi epigenètic: cromosoma X, regions 

heterocromàtiques, gens d’expressió teixit específica, així com les hipermetilacions 

associades al procés tumoral. Les regions imprintades en què la metilació genòmica 

s’associa a l’expressió gènica en són notables excepcions. Tanmateix, cal destacar 

que aquesta activació pot ser explicada per mecanismes en què la metilació desplaça 

factors que actuen en trans i que es troben associats a repressió (Ohlsson et al, 2001). 

Aquesta integració de la metilació genòmica en el conjunt de canvis epigenètics que es 

donen a nivell cel·lular ens condueix a una revisió de les funcions de la metilació 

genòmica descrites en la introducció d’aquesta tesi (vegeu apartat 2.3). Aleshores, la 

proposta inicial en què la metilació de l’ADN podia ser un mecanisme de control de 

l’expressió gènica en mamífers (Riggs, 1973; Holliday i Pugh, 1973) no és encertada. 

Control implica reversibilitat i els canvis de metilació genòmica són canvis permanents 

en el silenciament gènic. En aquest sentit, aquesta permanència només pot ser 

revertida a través de la formació de cèl·lules germinals o durant els primers estadis del 

desenvolupament, ja que no hi ha exemples d’illes CpG metilades inicialment i que 

esdevinguin desmetilades després de la implantació (Jones, 1999). Per tant, la 

principal funció de la metilació genòmica seria l’estabilització de regions silenciades 

prèviament per altres mecanismes epigenètics, actuant tant a nivell global com local.  
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EPIGENÈTICA EN EL CONTEXT TUMORAL 
 

De la Z a 2q14.2.  

 

Definició.  

El conjunt de resultats que presentem en els capítols 5 i 6 desvetllen un nou tipus 

d’alteració que no havia estat descrit en càncer. Aleshores, quina és la interpretació 

d’aquest conjunt de canvis? A partir de l’anàlisi de la sèrie de mecanismes epigenètics 

que actuen en un context cel·lular, nosaltres pensem que aquests canvis responen a 

un procés d’heterocromatització associat al procés tumoral. Les modificacions en 

l’expressió dels gens presents en la regió 2q14.2, juntament amb els estudis realitzats 

a nivell estructural d’aquesta regió, serien indicadors d’un silenciament gènic associat 

a un canvi estructural de la cromatina. 

Aquesta interpretació no deixa de ser una hipòtesi, en el seu estat actual. Per tal de 

confirmar-la, cal realitzar un conjunt de nous experiments enfocats a resoldre dos 

aspectes fonamentals en el procés d’heterocromatització: (1) identificació específica 

de les modificacions posttranscripcionals de les histones, i (2) identificació dels 

complexos proteics que s’encarreguen de “llegir” aquestes modificacions  

posttranscripcionals.  

En els treballs descrits en els capítols 5 i 6 es van utilitzar uns anticossos antimetilació 

H3-K9 poc específics. Treballs posteriors, principalment centrats en la inactivació del 

cromosoma X, han demostrat la reactivitat creuada d’aquests anticossos amb la 

metilació de H3-K27. En el cas de la inactivació del cromosoma X, inicialment es 

pensava que la modificació clau era la metilació de H3-K9 i, posteriorment, amb la 

utilització d’anticossos més específics, ha resultat ser clau la metilació de H3-K27 

(revisat a Cao i Zhang, 2004). La importància d’aquesta especificitat es veu reforçada 

a partir del possible paper que hi poden jugar els diferents estats de metilació de les 

lisines (mono-, di- o trimetilades) en la distribució i caracterització dels diferents estats 

cromatínics (revisat a Grewal i Rice, 2004). 

Respecte del segon aspecte clau, la identificació dels efectors downstream de les 

modificacions posttranscripcionals ens pot ser de gran ajuda a l’hora d’esbrinar el tipus 

d’heterocromatització associada. Així, per exemple, a la regió pericentromèrica s’ha 

descrit una major presència de la proteïna HP1, mentre que en el cromosoma X 

inactivat predominen els PcG. En definitiva, la identificació específica del canvi, així 
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com la identificació de les proteïnes encarregades del canvi cromatínic, ens poden ser 

de gran ajuda per a la confirmació, caracterització i comprensió d’aquesta possible 

heterocromatització associada al procés tumoral. 

 

Els resultats d’expressió dels gens analitzats coincideixen amb el possible paper de la 

metilació genòmica en el segellament del silenciament transcripcional gènic. Així, la 

reducció en l’expressió gènica és major en aquells gens hipermetilats (EN1, SCTR i 

INHBB) respecte dels que no ho estan (DDX18, INSIG2, etc.). Aquesta diferència es 

confirma amb els experiments de reexpressió, a partir del tractament amb 5-aza-CdR i 

TSA, on la reexpressió és major en els gens hipermetilats. En conjunt, aquestes 

diferències encaixen molt bé amb el concepte de capes de silenciament, en què la 

metilació genòmica confereix un nivell de repressió gènica addicional. 

  

Un aspecte important que deriva dels estudis de ChIP és la dependència de la 

metilació de H3-K9 respecte de la metilació genòmica. El tractament de la línia cel·lular 

HCT116 amb 5-Aza-CdR es tradueix en una disminució dels nivells de metilació en 

H3-K9. Aquests resultats suggereixen una dependència de la metilació de les histones 

cap a la metilació genòmica, o el que és el mateix, la metilació genòmica estaria 

upstream de les modificacions posttranscripcionals de les histones. En la bibliografia, 

generalment s’ha descrit un grau de dependència invers. Per tant, caldria confirmar 

aquesta relació. 

 

Conseqüències. 

Les conseqüències d’aquesta possible heterocromatització poden ser comparables a 

les descrites en les LOH, tant per l’abast com per les implicacions funcionals. No 

obstant això, cal especificar que una LOH sempre implica la pèrdua total d’un al·lel, 

mentre que el canvi estructural pot anar associat a una disminució en l’expressió. En 

aquest sentit, la LOH és una pèrdua qualitativa, mentre que el canvi estructural pot 

implicar una pèrdua qualitativa i/o quantitativa. 

Per còneixer realment l’abast d’aquesta alteració, cal saber si aquest canvi constitueix 

un fet aïllat dins la cèl·lula tumoral o bé si és el reflex d’una alteració que es produeix 

freqüentment. Donat que aquesta regió no presenta unes característiques específiques 

que la facin única, interpretem que la sèrie de canvis associats al procés tumoral és el 

resultat d’alguna/es alteració/ns en el conjunt de sistemes epigenètics que opera/en 

amb normalitat dins la cèl·lula no tumoral. Per tant, pensem que aquesta 
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heterocromatització associada al procés tumoral no és un fet únic i que d’altres regions 

genòmiques poden presentar alteracions semblants. 

 

Possibles causes.  

Les possibles causes d’aquest canvi són moltes i diverses. L’antecedent no patològic 

en què es dóna un canvi similar, és a dir, l’heterocromatització d’una regió 

eucromàtica, el constitueix la inactivació del cromosoma X. En aquest cas, l’origen dels 

canvis associats al procés d’heterocromatització és la presència d’un ARN no 

codificant (vegeu la introducció, apartat 2.4). La formació d’altres components 

heterocromàtics, com per exemple els centromers, al llarg dels darrers anys ha estat 

ben caracteritzada, especialment en S. pombe (Elgin i Grewal, 2003). En aquest tipus 

d’heterocromatina, cada vegada són més les proves que indiquen la importància de 

l’ARNi (originat a partir de seqüències repetides) en l’establiment dels dominis 

silenciats (vegeu la figura 15). Aquesta funció general de l’ARNi està àmpliament 

conservada al llarg de l’escala evolutiva (exceptuant S. Cerevisiae). En aquest sentit, 

estudis recents de l’epigenoma en ratolí i en A. Thaliana semblen indicar que qualsevol 

regió cromosòmica amb la presència de repeticions en tàndem podria afavorir la 

formació d’ARN de doble cadena i l’acumulació de trimetilació en H3-K9 i H4-K20 

(Martens et al, 2005; Lippman et al, 2004). En conjunt, i a partir d’aquests antecedents 

bibliogràfics, la presència d’algun ARNi (originat o no a partir de seqüències repetides) 

podria ser la causa d’aquesta heterocromatització.  

Una segona possibilitat seria la sobreexpressió d’alguna HMT. En càncer de pròstata, 

de mama i leucèmia s’ha descrit la sobreexpressió de EZH2 (Varambally et al, 2002; 

Bracken et al, 2003; Kleer et al, 2003; Raaphorst et al, 2001). EZH2 és una proteïna 

del PcG que presenta activitat histona metiltranferasa, principalment H3-K27 (revisat a 

Cao i Zhang, 2004). Treballs in vitro han mostrat que la sobreexpressió d’aquest gen 

es tradueix en el silenciament d’uns 163 gens, mentre que no s’observa activació 

gènica (Varambally et al, 2002). A causa dels problemes d’especificitat comentats 

abans, no és descartable que, en el nostre cas, com ha estat el del cromosoma X, la 

metilació important fos de H3-K27, en comptes de H3-K9. Si fos així, la hipòtesi de la 

sobreexpressió de EZH2 com a causa del canvi que hem observat pren un cert sentit. 

A favor d’aquesta hipòtesi també tenim el fet que En1 (present a la regió 2q14.2) és un 

gen homeobox, i la regulació d’aquests està determinada per PcG, entre d’altres. 

Aquest fet explicaria la localització EZH2 dins d’aquesta regió. Sens dubte, totes 

aquestes hipòtesis són nous interrogants que s’intentaran respondre en un futur 

proper. 
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Figura 15. Model d’inici de l’heterocromatització a través de la formació de l’ARNi. L’ARN
de doble cadena (dsRNA) es forma a partir de les seqüències repetides, com a
conseqüència de l’activitat polimerasa d’ARN dependent ARN  (RdRP). També pot formar-
se a través de la transcripció dels promotors externs i interns amb orientació oposada. El
dsRNA es processa per Dicer i aquest origina petits ARN d’interferència (siRNAs). Els
siRNAs són utilitzats per localitzar els complexos modificadors d’histones; l’empaquetament
cromatínic s’expandeix a partir de l’activitat combinada de la histona metiltransferasa H3-K9
i la posterior associació de Swi6/HP1. Extret d’Elgin i Grewal, 2003. 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                             Discussió     160

Revisió d’alguns canvis epigenètics associats al procés 

tumoral. 

 

Guanys i pèrdues globals.  

Els resultats presentats en el capítol 2 mostren els guanys i les pèrdues de metilació 

genòmica com dos tipus d’alteracions generalitzades en càncer de còlon. Els dos 

processos són el resultat de tota una sèrie d’alteracions, que es donen de manera 

gradual al llarg del procés tumoral, i que impliquen canvis contraposats. Aleshores, 

¿aquests processos mostren una certa dependència entre ells, manifestant-se com la 

cara i la creu d’una mateixa moneda, o bé presenten independència?  

A partir dels resultats presentats en el capítol 2 i 3, nosaltres pensem que aquests dos 

tipus d’alteracions mostren un cert grau d’independència, contribuint de manera 

diferencial al llarg de la progressió tumoral. Així, s’observen diferències a nivell de 

pronòstic, d’alteracions genètiques associades i d’aparició temporal. La hipometilació 

està associada a dany genòmic i mal pronòstic, mentre que la hipermetilació 

correlaciona amb bon pronòstic i silenciament gènic. Aquesta darrera correlació no 

deixa de ser inesperada. A partir d’estudis previs, s’esperaria una correlació entre 

silenciament gènic i mal pronòstic (Brock et al, 2003; Alaminos et al, 2004; Maeda et 

al, 2003 i Esteller et al, 2001d). Possibles explicacions a la correlació inversa 

observada són: (a) la hipermetilació actua de reflex dels mecanismes de senescència 

cel·lular, i (b) la hipermetilació s’associa a una millor resposta al tractament mèdic. 

Òbviament, aquestes possibilitats no deixen de ser especulacions que necessiten 

treballs posteriors per poder confirmar-se. 

Respecte de les diferències temporals en l’aparició dels dos canvis, bàsicament ens 

permeten realitzar dues observacions importants: (1) la possible contribució de les 

alteracions epigenètiques a la inestabilitat genòmica inicial dels tumors (vegeu l’apartat 

sobre hipometilació en aquesta discussió); i (2) la importància del silenciament 

epigenètic durant la transició adenoma-carcinoma.  

A partir de les característiques i conseqüències associades als dos tipus d’alteracions, 

no és massa difícil especular en possibles orígens diferents. Les pèrdues es donen 

necessàriament en regions metilades prèviament. Per tant, el seu origen el pot 

determinar la presència d’alteracions en el sistema de manteniment. En els darrers 

cinc anys, s’han descrit nombrosos treballs en què la mutació de complexos 

remodeladors es tradueix en una desmetilació genòmica global (Bourc’his i Bestor, 

2002). Aquests resultats suggereixen una connexió molt directa entre aquests dos 
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sistemes epigenètics. Respecte de la hipermetilació, aquesta podria ser el resultat 

d’una alteració en l’establiment normal dels patrons de metilació, tant a nivell local com 

global.  

Per tot això, pensem que la hipometilació i la hipermetilació són dos fenòmens 

independents; que la seva contribució, així com les característiques associades, són 

diferents al llarg del procés tumoral, constituint-se com la cara i la creu de monedes 

diverses. 

 

Hipermetilació. 

En la bibliografia, quan es parla de canvis en la metilació genòmica associats al procés 

tumoral, es sol referir a hipometilacions generals i a hipermetilacions localitzades. 

Aquestes últimes afecten el silenciament d’un sol gen. En el capítol 5, presentem la 

hipermetilació sincrònica de quinze illes CpG. Aquestes es troben distribuïdes al llarg 

d’un fragment genòmic d’una megabase de longitud, on actualment hi ha descrits dos 

gens. Per tant, pensem que els canvis associats a la hipermetilació, igual que els de la 

hipometilació, poden afectar grans regions genòmiques.  

En un context cel·lular normal, els patrons de metilació genòmica estan determinats en 

gran part pels perfils estructurals de la cromatina. En una cèl·lula no tumoral 

coexisteixen grans regions genòmiques silenciades (centromers i altres fragments 

heterocromàtics grans), amb regions silenciades locals (per exemple, gens teixit 

específic silenciats). Aquest fet determina que el paper regulador de la cromatina sigui 

vàlid tant a nivell global com local.  

Quines situacions són possibles en un context tumoral? Generalment, els canvis 

associats al procés tumoral no representen l’aparició de “nous mecanismes”, en el 

sentit estricte de la paraula, sinó que més aviat reflecteixen una desregulació d’aquells 

processos que funcionen de manera correcta en un estat no patològic. Per tant, resulta 

lògic pensar que errors en els mecanismes que determinen grans regions de 

silenciament heterocromàtic poden esdevenir heterocromatitzacions globals errònies. 

En aquest sentit, no hi ha res que faci pensar que en una cèl·lula tumoral només siguin 

possibles les alteracions cromatíniques locals. En realitat, la presència de canvis locals 

o globals, la determinarà la selecció natural, en funció dels avantatges que 

proporcionin a la cèl·lula tumoral.  

Si acceptem el paper de segellament en l’estat silenciat per part de la metilació 

genòmica, en certa manera, aquesta hipermetilació es pot interpretar com un senyal 

indicador d’un canvi estructural. En els resultats descrits en els capítols 5 i 6, 
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observem que el canvi estructural és més gran que les regions genòmiques 

hipermetilades, i que aquest canvi afecta l’expressió tant dels gens que presenten illa 

CpG en la seva regió promotora com dels que no la presenten. Aleshores, a partir 

d’aquestes dues circumstàncies: (1) canvis estructurals poden afectar l’expressió de 

gens amb o sense illa CpG, i (2) la hipermetilació és un bon indicador d’un canvi 

estructural previ, pensem que la proposició de la hipermetilació com a mecanisme 

alternatiu a la mutació i LOH, en la hipòtesi original de Knudson (Jones i Laird, 1999), 

és incorrecta, o si més no, limitada.  

El mecanisme alternatiu a la hipòtesi de Knudson no seria la hipermetilació de la regió 

promotora d’un GST, sinó que, de manera general, podria ser un canvi estructural. 

Aquest podria derivar o no en la hipermetilació de la regió promotora, depenent de la 

presència o no d’una illa CpG en aquesta regió (vegeu la figura 16). Aquesta visió 

alternativa a la hipòtesi de Knudson s’exemplifica en el cas d’EN1 i MARCO. Segons la 

hipòtesi actual (Jones i Laird, 1999), només EN1 podria ser el possible GST, ja que 

MARCO no presenta illa CpG en el seu promotor. Si acceptem la hipòtesi alternativa 

que nosaltres proposem, els dos gens poden ser candidats a GST. En aquest cas, el 

raonament que fem és que la hipermetilació d’EN1 no és més que un reflex d’un canvi 

estructural, que també ha provocat el silenciament de MARCO, malgrat l’absència d’illa 

CpG i, per tant, d’hipermetilació d’aquest gen. Aquest raonament està reforçat pels 

resultats de reexpressió i els nivells de metilació de H3-K9 obtinguts després del 

tractament amb 5-aza-CdR i TSA. Després d’aquests tractaments, els dos gens 

presenten elevats graus de reexpresió i els estudis de ChIP revelen nivells de metilació 

de H3-K9 considerables per als dos. 
Figura 16.  
Hipòtesi de Knudson revisada. Els
al·lels actius es mostren en blanc, els
mutats, en negre i els canvis
estructurals, en vermell (CEC). El
primer cop, per la inactivació gènica, el
produeixen una mutació a l’esquerra i
un canvi estructural de silenciament a
la dreta. El segon cop pot donar-se per 
una pèrdua d’heterozigositat (LOH) o
bé per un segon canvi estructural.
Modificat de Jones i Laird, 1999. 
                                                                    

                                                          
Possiblement aquests gens no són els exemples paradigmàtics d’aquesta situació, a 

causa de la funció biològica dels dos i el baix grau d’expressió de MARCO en teixit 
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normal. Tanmateix, tenint en compte els centenars de possibles gens com a candidats 

a hipermetilar-se al llarg del procés tumoral (vegeu la introducció, apartat 6.1), sorgeix 

una qüestió important: quants d’aquests gens que s’hipermetilen tenen relativament a 

prop altres gens amb funcions biològiques molt importants, sense illa CpG, l’expressió 

dels quals es pot veure alterada pel canvi estructural? A favor d’aquesta hipòtesi, s’ha 

descrit la possibilitat de regulació estructural en un grup de gens de metalotionenines 

que formen un cluster de 75 Kb (Gius et al, 2004).  

En els resultats presentats en el capítol 5, la hipermetilació sincrònica al llarg de la 

megabase afecta tant aquelles regions que entren dins de la definició d’illa CpG de 

Gardiner i Frommer (1987), com les que no (vegeu la introducció, apartat 2.2). 

D’aquesta manera, el mateix fragment Z (bp:196, GC:47% i CpG o/e:0.7), així com el 

fragment que vam anomenar 20Kb (bp:182, GC:63% i CpG o/e:0.6) no entren dins 

d’aquesta definició d’illa CpG, malgrat que presenten el mateix comportament que la 

resta d’illes CpG. Aquests resultats posen de relleu que la definició d’illa CpG actual no 

és més que una definició empírica, que pot no ajustar-se a una realitat funcional. 

En el cas del gen PTGIS (vegeu capítol 4), el fragment identificat per AIMS sí que 

presentava el seu origen dins d’una illa CpG (a partir de la definició clàssica d’illa 

CpG). Com ja s’ha comentat en la introducció (vegeu l’apartat 6.1), no tots els gens 

hipermetilats en càncer són susceptibles de ser GST. En aquest cas, creiem que la 

implicació directa d’aquest gen en la via d’apoptosi, així com l’elevada correlació 

significativa entre la seva hipermetilació i el grau d’aneuploidia, suggereixen aquest 

gen com a possible GST. Actualment, en el nostre laboratori s’estan realitzant nous 

experiments per tal de confirmar la importància del silenciament d’aquest gen. 

 

Hipometilació. 

Les pèrdues de metilació globals que es donen al llarg del procés tumoral s’han 

relacionat amb inestabilitat genòmica en diversos estudis (vegeu la introducció, apartat 

5.2). L’associació està determinada per la possible funció de la metilació genòmica en 

la integritat estructural i la defensa genòmica (vegeu la introducció, apartats 2.3 i 5.2). 

Aquesta funció sovint ha estat criticada per la manca de conservació de la metilació 

genòmica al llarg de l’evolució. Però aquestes crítiques no tenen massa sentit si 

entenem la metilació genòmica com un sistema epigenètic més. Així, els organismes 

que no tenen metilació disposen d’altres sistemes de silenciament epigenètic.  

En C. elegans i Drosophila, l’alteració en l’ARNi porta a una activació dels transposons 

(Sijen i Plasterk, 2003; Aravin et al, 2001). Alguns autors han relacionat l’absència 
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d’ARNi en S. cerevisiae i la presència en S. pombe amb la presència molt menor de 

seqüències repetides en cerevisiae, respecte de pombe. Paral·lelament, els 

organismes que presenten metilació han estat correlacionats amb una major efectivitat 

en el silenciament d’elements mòbils respecte dels que no la presenten (Grewal i Rice, 

2004). Arabidopsis thaliana és un sistema ideal per conèixer les conseqüències de la 

hipometilació, ja que molts mutants del sistema de metilació són viables. En aquestes 

plantes, s’ha determinat que tant la metilació a CpG com CpNpG contribueix al 

silenciament de transposons (Kato et al, 2003). Alguns han anat més enllà i han 

proposat que l’heterocromatina en Arabidopsis estaria determinada pels elements 

transposables i repeticions en tàndem (Lippman et al, 2004). Cal dir que en plantes i 

fongs filamentosos, la 5mC es troba restringida a transposons i altres seqüències 

repetides. En mamífers, les regions codificants també es troben metilades, fet que 

podria reflectir la colonització d’aquestes seqüències cap als introns (Martienssen i 

Colot, 2001). 

Una altra possible contribució de la hipometilació a la inestabilitat genòmica es 

produeix a través de l’alteració en la replicació. Una de les funcions atribuïdes a les 

illes CpG no metilades és que actuen com orígens de replicació (revisat a Antequera i 

Bird, 1999). Per tant, la conseqüència immediata d’una desmetilació és l’origen de 

fragments rics en CpG (que poden ser illes CpG o no) desmetilats, que exerceixen de 

nous orígens de replicació, donant lloc a una desestabilització espacial i temporal de la 

replicació. En definitiva, les dades que correlacionen la hipometilació amb el dany 

genòmic són nombroses i els resultats que presentem en el capítol 4 no deixen de ser 

una confirmació més d’aquesta relació a nivell de mostres tumorals de còlon.  

 

Finalment, cal destacar una característica important de la tècnica AIMS: l’origen 

desconegut dels fragments amplificats, és a dir, la manca d’una selecció prèvia. En 

aquest sentit, l’anàlisi de tot el conjunt d’illes CpG presents en la regió 2q14.2 es va 

realitzar perquè la banda original de l’AIMS, el fragment Z, no estava dins de la regió 

promotora de cap gen descrit. Aquesta característica, que va ser un important 

trencaclosques en el seu moment, finalment va derivar en tot el treball de 

caracterització posterior. Per tant, la capacitat d’aquest tipus de tècniques per generar 

fragments de forma estacàstica, circumstància que s’ha criticat sovint, ha estat 

decisiva en el nostre cas. 
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Epigenètica, envelliment i càncer. 

 

Els diferents mecanismes epigenètics presenten una manera d’actuar complexa i amb 

un elevat grau d’interrelació. Aquestes característiques ofereixen una gran capacitat 

d’adaptació als canvis externs, conferint a tot el sistema la possibilitat del manteniment 

en l’homeòstasi cel·lular. En aquest sentit, aquesta característica recorda les propietats 

d’un sistema taponador, que és capaç de neutralitzar nombrosos canvis. Però arriba 

un punt en el qual és incapaç de mantenir l’ordre i es dispara la velocitat en 

l’acumulació d’alteracions. 

Els canvis en la metilació genòmica associats al procés tumoral són paral·lels al 

conjunt de canvis derivats del procés d’envelliment (Ahuja et al, 1998). Les pèrdues en 

el contingut 5mC com a conseqüència de l’envelliment s’han descrit tant en cèl·lules en 

cultiu com en animals (Wilson i Jones, 1983; Wilson et al, 1987; Barbot et al, 2002). 

S’ha demostrat que la disrupció del gen PSCG (Proliferation associated SNF-2-like 

gene), també conegut com LSH (lymphocyte-specific helicase), no només implica una 

pèrdua de metilació genòmica, sinó que també comporta un envelliment prematur 

associat a una pèrdua de proliferació cel·lular i a un augment de la senescència 

cel·lular (Sun et al, 2004). Aquests canvis fenotípics estan caracteritzats per un gran 

augment en l’expressió de diferents GST clau com: CDKN2A, CDKN2D, CDKN1A i 

p53. Per tant, aquests resultats suggereixen d’una manera molt plausible que la 

hipometilació i l’estabilitat genòmica poden representar mecanismes fonamentals per 

adquirir la senescència prematura. Treballs a partir de ratolins amb defectes en certs 

gens reparadors d’ADN suggereixen que els gens implicats en el manteniment de la 

integritat genòmica també poden promoure la longevitat (Hasty et al, 2003). Per tant, 

tot aquest conjunt de dades reforça la hipòtesi de la metilació genòmica i, per extensió, 

tot el conjunt de canvis epigenètics associats a la heterocromatina com a mecanisme 

de protecció i manteniment de la integritat genòmica. Igual que altres mecanismes que 

contribueixen a la senescència, aquests poden protegir els individus joves de morts 

prematures i càncer, però en edats més avançades poden accelerar l’acumulació de 

canvis i contribuir a la transformació maligne de cèl·lules somàtiques (Campisi, 1996, 

2003). El conjunt de canvis epigenètics té el seu efecte esmorteïdor al llarg de l’edat 

reproductiva, per assegurar la continuïtat de l’espècie. Al llarg del temps, aquest 

sistema va acumulant alteracions. Aquestes alteracions, en condicions normals, són 

detectades per sensors biològics de dany genòmic, que desencadenen tot un seguit de 

canvis, entre els quals hi ha la senescència com a mecanisme protector. La possible 
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manca d’aquests sensors encarregats de disparar la senescència cel·lular pot provocar 

una inestabilitat genòmica, que afavoriria la progressió tumoral. 

 

Nosaltres, a partir de la tècnica AIMS, vam identificar tota una sèrie de fragments 

subjectes a canvis de metilació genòmica associada a l’edat (vegeu la taula A1, a 

l’apèndix). La majoria de canvis es corresponien a pèrdues de metilació (18/19). 

Només un fragment va mostrar hipermetilació associada a l’edat i, paradoxalment, 

aquest era el fragment Z. Sens dubte, la possibilitat d’una heterocromatització 

genòmica associada al procés d’envelliment constitueix una hipòtesi seductora per a 

treballs posteriors. Mentre que la hipermetilació és progressiva amb l’edat, destaca la 

pèrdua accentuada de les hipometilacions (vegeu la figura A1 i la gràfica A1, a 

l’apèndix). Aquestes diferències, altra vegada, suggereixen mecanismes subjacents 

diferents entre els dos tipus de canvis. Gràcies a la possibilitat de poder caracteritzar 

els diferents fragments amplificats per aquesta tècnica, vam esbrinar l’origen dels  

fragments esmentats (vegeu la taula A1). Actualment s’estan confirmant alguns 

d’aquests canvis per tècniques alternatives. Paral·lelament, en els resultats presentats 

en el capítol 3, es pot observar que la correlació de la hipometilació amb el dany 

genòmic, així com el seu valor pronòstic, també es veuen condicionats per l’edat.  

En definitiva, pensem que la identificació d’aquest conjunt de canvis i la posterior 

caracterització de la presència o no d’altres canvis epigenètics associats a l’edat ens 

poden ajudar a contestar algunes de les moltes preguntes que sorgeixen al voltant 

d’aquest triangle que formen l’epigenètica, l’envelliment i el càncer.  
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CONCLUSIONS 

 

1. La tècnica AIMS és una eina útil per realitzar estudis globals de pèrdues i 

guanys de metilació genòmica. Permet la identificació i posterior caracterització 

d’alteracions recurrents específiques.  

 

2. La hipermetilació i la hipometilació genòmica són processos generalitzats en el 

càncer colorectal, però es donen de forma independent. La hipermetilació és 

progressiva amb l’avanç de la malaltia, mentre que la hipometilació és un canvi 

primerenc i s’associa a mal pronòstic.   

 

3. La hipometilació genòmica global presenta una correlació estadísticament 

significativa amb el grau de dany genòmic. 

 

4. La pèrdua d’expressió del gen PTGIS causada per una hipermetilació de la 

seva regió promotora és un fet comú en càncer colorectal. Aquesta inactivació 

presenta una associació estadísticament significativa amb el grau d’aneuploidia 

tumoral.  

 

5. S’identifica, en una elevada proporció de càncers colorectals, una metilació 

genòmica sincrònica que afecta diverses illes CpG que s’estenen al llarg d’una 

megabase a la regió citogenètica 2q14.2. Aquests canvis demostren la 

presència d’hipermetilacions globals associades al procés tumoral. 

 

6. El silenciament epigenètic al llarg de 2q14.2 implica una remodelació de 

l’estructura cromatínica associada a tota la banda citogenètica i afecta 

l’expressió de tots els gens presents a la regió. Aquest silenciament suposa un 

nou mecanisme d’inactivació gènica associat al procés tumoral. 
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Taula A1  

Conjunt de fragments aïllats a partir de l’AIMS i que presenten correlacions amb l’edat. 

La majoria de fragments mostren una hipometilació associada a l’envelliment.  

 

Figura A1 

Exemples de fragments que presenten alteracions en la metilació associades a l’edat. 

En aquest cas només es mostra el resultat de l’AIMS en el teixit normal. L’ ordre és 

creixent per edats. 

 

Gràfica A1 

A l’eix d’ordenades es mostra el percentatge de teixits normals que presenten els 

fragments A ,B, C i D. A l’eix d’abcisses s’agrupen les diferents mostres de teixit 

normal per rangs d’edat. 



AIMS Band Chromosome CpG/GpC Alu Age association
primers size(bp) map ratio repeat

H3 CTA-TGG 461 1p36 61 0.69 SLC35E2 No Hypomethylation
LL3 CTA-TGG 270 9q34.3 62 0.27 SNAPC4 No Hypomethylation
LL4A CTA-TGG 272 19p13.2 63 0,59 NFIX No Hypomethylation
LL4B CTA-TGG 275 19p13.3 60 0,5 FLJ20241 Yes Hypomethylation
C5A CTA-TGG 217 20q11.22 53 0,38 CEP2 Yes Hypomethylation
C5B CTA-TGG 227 3p13 52 0,44 FOXP1 No Hypomethylation
C5C CTA-TGG 233 9q34.3 65 0,28 None No Hypomethylation
C5D CTA-TGG 306 10p13 49 0,43 RSU1 Yes Hypomethylation
C5E CTA-TGG 353 9q33.1 54 0,76 None Yes Hypomethylation
C5F CTA-TGG 406 7p11.2 55 0,64 FKBP9 No Hypomethylation
C5G CTA-TGG 410 10q24.31 50 0,62 None Yes Hypomethylation
I5 CTG-TGG 600 10q26.3 65 0,35 INPP5A No Hypomethylation
M5A CTG-TGG 401 2q37.3 52 0,53 HDAC4 No Hypomethylation
M5B CTG-TGG 456 10q26.2 56 0,22 None No Hypomethylation
M4 CTG-TGG 449 1p36.32 66 0,49 None No Hypomethylation
R2 CTG-TGG 343 6q25.3 65 0,65 FNDC1 No Hypomethylation
S3 CTG-TGG 198 16p11.2 58 0,58 ATP2A1 No Hypomethylation
X5 CTG-TGG 209 19p13.2 53 0,26 None Yes Hypomethylation
Z CTG-TGG 196 2q14.2 47 0,7 None No Hypermethylation

GeneBand ID %GC

Taula A1



Hipometilació amb l’edat 
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