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RESUMO

Atualmente, o silenciamento de genes supressores de tumor por mecanismos epigenéticos
é reconhecido como uma caracteristica importante das células tumorais. Estudos recentes
mostraram que as alteragdes da metilacdo do DNA nao estdo restritas a genes discretos,
mas podem afetar ilhas CpG consecutivas em algumas regides genOmicas, levando a
hipétese de que mecanismos epigenéticos coordenados poderiam  silenciar
simultaneamente a expressao de varios genes. A perda da expressao da isoforma A do
gene RASSF1, localizado em 3p21.3 (uma regido cromossémica frequentemente deletada
no cancer), constitui um dos principais exemplos de genes que sdo inativados tanto por
mecanismos genéticos quanto epigenéticos no cancer, incluindo os carcinomas mamarios.
Este estudo teve como finalidade investigar a ocorréncia de alteragbes epigenéticas em um
agrupamento génico em 3p21.3 contendo varios genes candidatos a supressores tumorais.
Foram selecionados 10 genes contiguos (SEMA3B, HYAL3, HYAL1, HYAL2 TUSC2,
RASSF1, ZMYND10, NPRL2, TMEM115 e CACNA2D2) e um painel de 17 linhagens
celulares derivadas de carcinomas mamarios (BT-20, BT-474, BT-483, BT-549, Hs578T,
MCF7, MDA-MB-134 IV, MDA-MB-231, MDA-MB-361, MDA-MB-415, MDA-MB-436, MDA-
MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3, T-47D, ZR-75-1 e ZR-75-30), uma linhagem epitelial
derivada de doenga fibrocistica benigna da mama (MCF10A) e duas linhagens derivadas de
epitélio mamario normal (184A1 e 184B5). Inicialmente, os niveis de expressdo foram
quantificados por gRT-PCR (quantitative real time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction) apo6s o tratamento das linhagens com as drogas 5-aza-2’-desoxicitidina (5Aza-
dC), um agente desmetilante, e tricostatina A (TSA), um inibidor das desacetilases de
histonas em comparagao com controles nao tratados. O efeito destas drogas sobre os niveis
de expressao génica foram utilizados como parametro para a sele¢do dos genes alvos para
as analises da metilagdo do DNA por HRM (High Resolution Melting) e de imunoprecipitagao
da cromatina (ChIP) com anticorpos direcionados a acetilagéo e a trimetilagéo da lisina 9 da
histona H3. Os dados obtidos mostraram que os transcritos do gene RASSF1 foram
detectados em todas as linhagens celulares; entretanto, a expressao da isoforma RASSF1A
foi detectada apenas nas linhagens Hs578T e MDA-MB-415. Apds os tratamentos com
5Aza-dC e 5Aza-dC/TSA, observou-se a re-expressao dessa isoforma em todas as
linhagens. O aumento da quantidade de transcritos do gene RASSF1 foi positivamente
correlacionado com os niveis de expressao dos genes TUSCZ2 (r=0.63, p=0.002), ZMYND10
(r=0.55, p=0.01) e NPRL2 (r=0.48, p=0.03). Em adicdo, a andlise de correlagdo de
Spearman também revelou correlagédo positiva entre os pares: ZMYND10 e NPRL2 (r=0.72;
p=0.0003) e NPRL2 e TMEM115 (r=0.62, p=0.002). Baseado nestes dados, os genes
contiguos TUSC2, RASSF1, ZMYND10, NPRL2 e TMEM7115 foram selecionados para a
quantificagao da metilagdo do DNA e ChlIP. A hipermetilagao do DNA foi confirmada apenas
na ilha CpG da regido promotora que regula a isoforma RASSFTA. A andlise de ChIP
revelou uma clara diferenca entre os altos niveis de acetilagdo e baixos niveis de
trimetilacao da lisina 9 da histona 3 na maioria das linhagens celulares. Em conjunto, estes
dados sugerem que marcas repressivas nas histonas poderiam modular os niveis de
expressao deste agrupamento génico contendo provaveis supressores tumorais envolvidos
no cancer.



ABSTRACT

Currently, the silencing of tumor suppressor genes by epigenetic mechanisms is recognized
as an important feature of tumor cells. Recent studies have showed that aberrant DNA
methylation patterns are not restricted to discrete genes, but also could affect consecutive
CpG islands in some genomic regions, which suggested that epigenetically coordinated
mechanisms could lead to the simultaneous silencing of cancer-related genes. The loss of
expression of the isoform A of the RASSF1 gene, mapped at 3p21.3 (a chromosomal region
frequently deleted in cancer), is listed among those genes inactivated by both, genetic and
epigenetic mechanisms in human cancer, including breast carcinomas. The purpose of this
study was to investigate the occurrence of epigenetic alterations in a gene cluster at 3p21.3
which contains several candidates to tumor suppressor genes. It was selected 10 contiguous
genes (SEMA3B, HYAL3, HYAL1, HYAL2 TUSC2, RASSF1, ZMYND10A, NPRL2,
TMEMT115 and CACNA2D2) and a panel of 17 breast cancer cell lines (BT-20, BT-474, BT-
483, BT-549, Hs578T, MCF7, MDA-MB-134 IV, MDA-MB-231, MDA-MB-361, MDA-MB-415,
MDA-MB-436, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3, T-47D, ZR-75-1 and ZR-75-30), one
cell line derived from benign fibrocystic disease of the breast (MCF10A) and two cell lines
derived from normal mammary epithelium (184A1 and 184B5). Initially, the expression levels
were quantified by gRT-PCR (quantitative real time Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction) after the treatments of the cell lines with the 5-aza-2'-deoxycytidine (5Aza-
dc), a DNA demethylating agent and trichostatin A (TSA) a histone deacetylase inhibitor,
relative to the untreated controls. The results obtained showed that RASSF1 transcripts were
detected in all cell lines; however, the expression of RASSF1A isoform was detected only in
the Hs578T and MDA-MB-415 cell lines. After the treatments with 5Aza-dC and 5Aza-
dC/TSA, it was observed the re-expression of this isoform in all cell lines. The increasing in
the RASSF1 transcripts levels were positively correlated with the expression of TUSC2
(r=0.63, p=0.002), ZMYND10 (r=0.55, p=0.01) and NPRL2 (r=0.48, p=0.03). In addition,
Spearman correlation coefficient also revealed a significant positive correlation between the
pairs: ZMYND10 and NPRL2 (r=0.72; p=0.0003), and NPRL2 and TMEM115 (r=0.62,
p=0.002). Based on these data, the contiguous genes TUSC2, RASSF1, ZMYND10, NPRL2
and TMEM115 were selected for the DNA methylation analysis by HRM (High-Resolution
Melting) and chromatin immunoprecipitation (ChlIP) employing antibodies directed to
acetylation or trimethylation of the lysine 9 of histone H3. The DNA hypermethylation was
confirmed in the CpG island located in the promoter region of RASSF1A isoform only. ChIP
analysis showed a clear difference between acetylation (high levels) and trimethylation (low
levels) of lysine 9 of histone H3 in most of the cell lines. Altogether, these data suggest that
others histone repressive marks could modulate the expression of this tumor suppressor
gene cluster in breast cancer cell.
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REVISAO DA LITERATURA

Conceitos em Epigenética

Nos ultimos anos, muitos estudos tém reforgado a importancia das
modificacoes epigenéticas na regulacdo da expressdo génica. O termo epigenética
refere-se a heranca de fenoétipos em células e organismos que nao decorrem de
alteragbes na sequéncia de nucleotideos ou no numero de cépias da molécula de
DNA. Trata-se de um processo normal, reversivel (por ndo alterar a sequéncia do
DNA) e herdavel (por ser transmitido de forma estavel ap6s sucessivos ciclos de
divisdo celular) (Razin e Riggs,1980; Bird, 2007; Goldberg et al., 2007; Berger et al.,
2009). A inativacao do cromossomo X e o imprinting genébmico sdo exemplos de
processos regulados epigeneticamente (Chapman et al., 1982; Wolf et al., 1984;
Reik e Murrel, 2000; Reik e Walter, 2001a e 2001b).

Nas células eucaridticas, o DNA encontra-se organizado em uma
estrutura denominada nucleossomo onde a dupla fita se enrola em torno de um
nucleo protéico constituido por um octdmero de histonas (particula core), formado
por duas unidades de cada histona: H2A, H2B, H3 e H4. O nucleossomo é a
unidade basica da cromatina que, em sua conformacao original, é inacessivel aos
complexos de iniciagdo da transcricdo. No entanto, algumas modificagées quimicas
nas unidades das histonas que compdem o octdmero, e na prdpria molécula do
DNA, sao sinais para a ligacdo de complexos remodeladores da cromatina, que
modificam a sua acessibilidade aos complexos da transcrigdo (Rando, 2006;
Kouzarides, 2007).

Em mamiferos, os mecanismos epigenéticos podem ser divididos em
quatro categorias principais: a metilagdo do DNA, as modificagbes covalentes das
histonas, mecanismos nao-covalentes (incorporacdo de variantes de histonas e
remodelamento do nucleossomo) e RNAs nao-codificantes (ncRNAs) (Figura 1).
Estes mecanismos apresentam propriedades uUnicas e padrdes de distribuicao
distintos nos organismos multicelulares, determinando diferentes epigenomas, que
sao definidos como o conjunto de modificagcdes bioquimicas da cromatina que
determina como o genoma ira se manifestar em diferentes tipos celulares, estagios
de desenvolvimento ou sob condi¢des patolégicas (Fisher, 2002; Baylin e Schuebel,
2007; Toyota et al., 2009; Sharma et al., 2010).
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Figura 1. Mecanismos epigenéticos sao classifcados em trés niveis. A metilagdo do DNA é
uma modificacao covalente no carbono de posicao 5 da citosina, quase que exclusivamente
no contexto de dinucleotideos CpG. As modificagdes nas histonas incluem as modificagbes
pos-traducionais principalmente nos aminoacidos localizados nas caudas amino-terminais
destas proteinas. Um mecanismo epigenético recentemente descoberto envolve os RNAs
nao-codificantes, como os RNAs de interferéncia (RNAI) (Modificado de Sawan et al., 2008).

A metilacdo do DNA provavelmente € a modificagdo epigenética mais
estudada e melhor caracterizada em mamiferos. Em geral, refere-se a ligagao
covalente de um grupo metil no carbono da posi¢ao 5 da citosina seguida por uma
guanina, chamado de dinucleotideo CpG. Estes dinucleotideos estao distribuidos
por todo o genoma incluindo o corpo de genes, repeticbes endbégenas (repeticoes
centroméricas, rDNA etc) e elementos transponiveis. As regibes ricas em
dinucleotideos CpGs sdo denominadas ilhas CpG e foram primeiramente
caracterizadas baseadas em bibliotecas de fragmentos gerados pela enzima Hpall,

sensivel a metilagdo do DNA. Estes fragmentos, de em média 200 pares de bases,



continham um alto conteddo de CG e uma razao entre o nimero de dinucleotideos
CpG observados/esperado maior do que 0,6 (Gardiner-Garden & Frommer, 1987),
Atualmente, visando tornar os critérios mais restritivos para melhor definir ilhas CpG
associadas a promotores génicos e relevantes para o processo de transcricdo, os
parametros adotados sao: fragmentos de DNA maiores do que 500 pares de bases,
com conteudo de citosinas e guaninas maior do que 55% e onde a razao de
dinucleotideos CpG observados/esperados € igual ou superior a 0,65 (Takai e
Jones, 2002). Aproximadamente 60-70% dos genes humanos e 40% daqueles que
mostram um perfil de expressdo tecido-especifico, apresentam ilhas CpG
associadas com regides promotoras (lllingworth e Bird, 2009).

O estabelecimento e a manutencao da metilagdo do DNA sdao mediados
por proteinas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) na presenga do
substrato S-adenosilmetionina (SAM) que atua como doadora de grupos metil. As
classes de proteinas DNMTs identificadas até o momento incluem as DNMTI1,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. A DNMT1, a mais abundante em células
somaticas, € a enzima responsavel por copiar e manter os padrdes de metilacao do
DNA durante a replicagdo. DNMT3A e 3B atuam principalmente em células
embrionarias e néo diferenciadas e sdo conhecidas como DNMTs de novo (Bestor,
2000; Espada e Esteller, 2010).

Acredita-se que a hipermetilacdo de ilhas CpG pode inibir a transcricao e
consequentemente a expressao génica pela interferéncia direta na ligacao de fatores
de ftranscricdo aos seus sitios de reconhecimento nos promotores ou pelo
recrutamento de complexos protéicos que alteram coordenadamente a conformagéao
da cromatina (Bell e Felsenfeld, 2000; Baylin e Herman, 2000; Bird, 2002).

Nas histonas, as modificacbes pos-traducionais que ocorrem em
aminoécidos especificos e preferencialmente nos localizados na porcao NH, terminal
destas proteinas, representam outro grupo de modificacdes epigenéticas mostrando
um maior nivel de complexidade e diversidade. Estas modificacdes envolvem a
acetilagdo, metilacao, fosforilagdo, ubiquitilagédo, sumoilagdo, ADP-ribosilagdo além
da isomerizagao da prolina. Esses eventos também foram associados a ativagdo ou
repressao da transcricdo génica (Rando, 2006; Sharma et al., 2010). A acetilacao é
tida como uma marca epigenética associada com a ativagao transcricional enquanto
que as consequéncias funcionais da metilacdo dependem do tipo de aminoacido

modificado [por exemplo, lisina (K) ou arginina (R)] e do residuo especifico que



recebeu o radical metil (por exemplo: K4, K9, K20, K27). A metilacdo na lisina da
posicao 4 da histona H3 (H3K4) foi associada a transcricdo enquanto que a
metilagcao das lisinas das posigdes 9 e 27 da histona H3 (H3K9 e H3K27) bem como
da lisina 20 da histona H4 (H4K20) foi associada a repressao transcricional. Varias
proteinas que catalisam essas modificagbes foram identificadas, tais como
acetiltransferases especificas (HATs) e as desacetilases de histonas (HDACs); tanto
a acetilacdo quanto a metilagdo sado consideradas modificagcbes reversiveis
catalisadas por enzimas apresentando atividades opostas (Esteller, 2007).

Até recentemente, os RNAs eram considerados meros intermediarios
entre o genoma e as proteinas. Entretanto, muitos estudos tém elucidado a funcéo
dos RNAs que nao sao codificantes. Os RNAs nao codificantes (ncRNAs) incluem
todas as moléculas de RNA que nao sao traduzidas em proteinas, embora estas
moléculas contenham em sua estrutura informacdes variadas podendo ter funcdes
especiais em diferentes processos celulares (Mattick e Makunin, 2006). O genoma
dos mamiferos codifica milhares de ncRNA, entre eles, temos os RNAs ribossomais
(rBNAs), os RNAs transportadores (tRNAs), os pequenos RNAs nucleolares
(snoRNAs), os microRNAs (miRNAs) e os RNAs de interferéncia (siRNAs). Possuem
uma ampla gama de fungdes bioldgicas, principalmente em eventos epigenéticos,
tais como silenciamento da cromatina e de regides repetitivas do genoma, na
dindmica dos cromossomos, direcionamento da metilacdo do DNA, inativacdo do
cromossomo X, modificacdes nos RNAs, tais como processamento, inibicdo da
traducdo e degradacdo de RNA mensageiro (mMRNA) (Mattick e Makunin, 2006;
Pang, 2007; Costa, 2008 ).

A ligagdo funcional entre a metilagdo do DNA e as modificagbes das
histonas foi estabelecida inicialmente a partir dos estudos que demonstraram que as
HDACs sao recrutadas para as sequéncia de DNA metilados pelas proteinas de
ligacdo a CpG metilados (Rando, 2006). A interacao entre a metilagdo do DNA e as
modificagbes das histonas determina um efeito importante na expressdo génica
durante o desenvolvimento embrionario e na diferenciagédo celular (Bird, 2002;
Esteller, 2007).



O cancer de mama

O céncer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, e a

cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de mama. E a
segunda causa de morbidade e mortalidade relacionadas ao cancer entre as
mulheres no mundo, com incidéncia aumentando 0,5% anualmente, sendo
considerado um dos maiores problemas em saude publica, considerando o nimero
de mulheres que sao diagnosticadas e o nimero das que morrem em decorréncia
dessa doenga. Em 2010, eram esperados 49.240 novos casos de cancer de mama
na populagdo brasileira, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil
mulheres. Na Regidao Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente entre as
mulheres, com um risco estimado de 65 casos novos a cada 100 mil mulheres (Inca,
2009).
Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognostico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estadios avangcados. Na populagdo mundial, a sobrevida média
apds cinco anos é de 61%, sendo que para paises desenvolvidos essa sobrevida
aumenta para 73%, ja nos paises em desenvolvimento fica em 57% (Inca, 2009).

E notavel que a identificacdo de marcadores para discriminar células normais
das tumorais bem como os diferentes estagios dessa neoplasia é de importancia
critica (Hondermarck et al., 2001). A histéria natural do cancer de mama é
caracterizada pela heterogeneidade intra e inter tumoral, j& que pacientes com o
mesmo diagndstico histopatolégico podem seguir diferentes cursos clinicos e
mostrar respostas distintas a terapia (Osborne et al., 2004).

A etiologia do cancer de mama ainda néo esta bem definida. Sabe-se que a
idade é o fator de risco mais importante. Contudo, outros fatores tém sido relatados
como: paridade, idade da primeira gravidez, amamentacao, idade da menarca e da
menopausa, tratamento com estrogeno apdés a menopausa, comportamento,
estresse e nutricdo. A histéria familiar € outro grande fator de risco, enfatizando a
importancia de caracteristicas genéticas nessa condigdo (Cheung et al., 2000).
Apesar disso, a prevengao primaria dessa neoplasia ndo € possivel devido a
variagao dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estdo envolvidas na
sua etiologia. Novas estratégias de rastreamento factiveis para paises com



dificuldades orcamentarias tém sido estudadas e, até o momento, a mamografia,
para mulheres com idade entre 50 e 69 anos, é recomendada como método efetivo
para deteccao precoce (Inca, 2009).

Atualmente existem marcadores para facilitar o diagnéstico precoce, a
resposta aos tratamentos aplicados e o calculo de sobrevida ao cancer de mama.
Na pratica clinica, apds a deteccao do tumor, sua caracterizagcdo como sendo um
cancer de mama é realizada histologicamente. Alguns parametros, tais como
tamanho do tumor e inflamacéao, grau de diferenciacio histolégica e envolvimento de
linfonodos axilares sao utilizados para decidir o tratamento a ser aplicado e avaliar o
progndstico. E importante notar que esses parametros sdo apenas probabilisticos:
por exemplo, um paciente com um “bom” grau histopatol6gico podera apresentar um
curso clinico ruim (Harber, 2000). Contudo, atualmente existem varios marcadores
moleculares sendo utilizados clinicamente. A sensibilidade das células tumorais de
mama para o estrégeno é bem conhecida - o crescimento de células de cancer de
mama esta sob o controle de horménios estrogénicos (estradiol e progesterona),
além de outros fatores de crescimento. Estrégenos sdo necessarios para o
desenvolvimento de células normais bem como de células cancerosas, 0 que tem
levado a utilizagdo de estratégias terapéuticas anti-estrogénica, representadas pelo
uso do tamoxifeno (Osborne, 1998).

De fato, o primeiro marcador biolégico com uso recomendado na rotina
clinica € a presenca de receptores para estradiol e progesterona nos tumores
mamarios. Essa pratica permite a selecdo de pacientes que se beneficiardo de
terapias anti-estrogénicas. Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de
identificar uma associacao entre fatores como fatores prognésticos, por exemplo
entre a taxa de crescimento do tumor e o potencial de metastases ou ainda fatores
relacionando a sensibilidade e/ou resisténcia a agentes terapéuticos (fatores
preditivos) (Ciocca et al., 2000).

O termo céncer de mama engloba varios tipos de tumores que séo
classificados segundo sua origem e caracteristicas histolégicas. Os sarcomas de
mama (tumores malignos originados de tecido conjuntivo) sdo raramente
observados. A maioria dos tumores malignos de mama s&o 0s carcinomas
(originados do tecido epitelial) os quais s&o divididos em duas classes: carcinomas
in situ, caracterizados por células tumorais localizadas nos ductos (DCIS -

carcinomas ductais in situ) ou nos lébulos da mama (LCIS - carcinomas lobulares in



situ) sem a invasao através da membrana basal para o estroma adjacente; e os
carcinomas invasivos, com a membrana basal parcial ou totalmente destruida,
incluindo mais de 10 tipos de carcinomas. Os carcinomas ductais invasivos (65-80%
de todos os canceres de mama) e os carcinomas lobulares invasivos (5-15%)
constituem os dois tipos principais, enquanto outras formas como os medulares,
tubulares e apécrinos sdo menos frequentes (0,1-4%). Além dos carcinomas in situ e
invasivo, a doengca de Paget do mamilo constitui uma forma particular de tumor
epitelial maligno. Finalmente, existem ainda as lesdes benignas, dentre estas a
hiperplasia epitelial atipica é considerada como uma forma pré-maligna (Osborne,
1998).

Alteragdes epigenéticas no cancer

Acredita-se que a maioria dos canceres se origina como uma consequéncia
do acumulo de mutacbes somaticas adquiridas e que sao perpetuadas com a
progressao tumoral (Yokota, 2000). Contudo, as alteragdes epigenéticas na regiao
promotora de genes reguladores do crescimento celular séo reconhecidas como um
mecanismo alternativo de inativagcao génica em canceres humanos (Jones e Baylin,
2002; Hsieh e Jones, 2003). Em células tumorais, as alteracbes epigenéticas
ocorrem em taxas muito elevadas quando comparadas as alteracées genéticas.
Estes achados sao consistentes com a hipétese de que a perda da regulacao
epigenética em células progenitoras pode ser uma etapa muito inicial do processo
de carcinogénese, o que proporcionaria o surgimento de uma populagao precursora
policlonal nas quais eventos genéticos e epigenéticos subsequentes direcionariam o
processo de carcinogénese (Feinberg, 2006; Johnson et al., 2009).

A hipermetilagdo do DNA é considerada um mecanismo alternativo de
inativagdo de genes supressores de tumor. Nos Ultimos anos, muitos genes
mostrando expressdo anormal em varios canceres esporadicos foram associados a
hipermetilagdo na sua regido promotora. A hipermetilagdo de genes relacionados ao
cancer € acompanhada por combinacdes especificas de alteracdes epigenéticas nas
histonas, incluindo a perda da acetilacao nas lisinas das histonas H3 e H4, perda da
metilacdo do residuo de lisina na posicdo 4 da histona H3 (H3K4) e ganhos de
metilacdo nas lisinas 9 e 27 da histona H3 (H3K9 e H3K27) (Callinan & Feinberg,

2006). Em varios tipos de canceres humanos, as alteragbes epigenéticas das



histonas surgem inicialmente e aumentam durante a progressdo tumoral. Estas
alteragbes também incluem a hipoacetilacdo e a perda da metilagdo de outros
aminodcidos especificos na histona H4 (H4K16 e H4K20, respectivamente) (Esteller,
2008).

Atualmente, os estudos em larga escala tém proporcionado uma visao sem
precedentes do panorama das alteracées gendmicas e epigendmicas do cancer. A
abordagem integrada de diferentes dimensdes analisadas em paralelo permite a
identificacdo de genes que sao frequentemente alterados nas células tumorais por
diferentes mecanismos. Um estudo recente mostrou que a analise integrada de
multiplas dimensdes gendmicas (andlise em larga escala para identificar alteragdes
consistentes no numero de cépias, na metilacdo do DNA e perda de alelos por
ensaios de perda de heterozigose) identificou pontos comuns em vias bem como
genes com significado progndstico em cancer de mama (Chan et al., 2010).

Também tem sido demonstrado que as regides genémicas constantemente
envolvidas em perdas alélicas (microdelegdes) nos varios tipos de canceres estéo,
em geral, em concordancia com os sitios de hipermetilacdo no genoma (Chari,
2010). Varios estudos descreveram o silenciamento epigenético como um evento
local com efeitos em genes discretos; no entanto, a andlise combinada dos mapas
de transcriptoma com os dados de array-CGH (Comparative Genomic Hybrydization
based on microarrays) evidenciaram regides genémicas de 100 a 4000 Kb contendo
agrupamentos de genes com niveis de expressdo diminuidos ou mostrando
auséncia de expressdo independente das alteracbes no numero de cépias em
amostras tumorais. Estes dados sugerem que grandes regides cromossdmicas
podem ser silenciadas de forma coordenada, um processo denominado de Long
Range Epigenetic Silencing (LRES).

LRES pode se estender por fragmentos de DNA da ordem de megabases,
levando a heterocromatizacdo associada a hipermetilacao de agrupamentos de ilhas
CpG contiguas contidas na regido alvo (Frigola et al., 2006; Clark, 2007). Estudos
recentes demonstraram que algumas regides gendmicas encontram-se sob

regulacéo do tipo LRES em diferentes tipos de canceres humanos (tabela 1).



Tabela 1. Regides cromossdmicas identificadas sob regulacao do tipo LRES em tumores
humanos.

CRONASOMICA GENES* TIPO TUMORAL  REFERENCIA
2q14.2 EN1, SCTR, INHBB Coloretal Frigola et al., 2006
7p15.2 HOXA cluster Mama Novak et al., 2006

3p23-21.3 VILL, PLCD1, DLEC1 e ACAA1 Bexiga Stransky et al., 2006
3p22 ARPP21 ao DLEC1 Coloretal Hitchins et al., 2007
5q31 PCDHA, PCDHB, PCDHG Mama Novak et al., 2008

2q14.2 EN1, SCTR, INHBB Coloretal Mayor et al., 2009
5q31 PCDHA, PCDHB, PCDHG Tumor de Wilms  Dallosso et al., 2009
7931.1-q31.2 GPR85 ao MET Préstata Coolen et al., 2010

* Principais genes mapeados na regi&o cuja inativagéo epigenética foi validada experimentalmente.

Acredita-se que, além das alteragcdes genéticas como as delegbes e
microdelegdes, os eventos de LRES tornariam genes contiguos ou proximamente
localizados funcionalmente inativos. Desta forma, diversas combinacbes de
alteracbes genéticas e epigenéticas poderiam contribuir para o estabelecimento de
fendtipos celulares anormais, principalmente aqueles decorrentes da perda da
funcao de genes supressores de tumor (Frigola, 2006; Clark, 2007).

Frigola e colaboradores (2006) realizaram um estudo em 112 amostras de
carcinoma colorretal pareados com o tecido normal adjacente. Nesse estudo, apés a
triagem genémica do padrao de metilagdo do DNA, foi identificada uma regido de
4Mb mapeada em 2q14.2 comumente hipermetilada. Este estudo demonstrou que a
hipermetilacdo do DNA nao se restringia a ilhas CpG discretas ou a genes isolados
mas que expandia-se pela regido 2q14.2. Resultados similares foram observados
em outros estudos baseados na analise do padrao de metilagao de ilhas CpG de um
nuamero limitado de genes relacionados funcionalmente, reforcando a idéia de que a
inativacao epigenética de genes proximos pode constituir um evento frequente no
cancer (Nie et al., 2001; van Noesel et al., 2003; Palmisano et al., 2003).

Mayor e colaboradores (2009) também analisaram o silenciamento

epigenético em 2q14.2. Pelo menos um de trés genes (ENT - engrailed homeobox 1,



10

SCTR - secretin receptor, INHBB - inhibin, beta B) estava hipermetilado em 90% dos
carcinomas colorretais. O gene ENT7 estava hipermetilado em 73% e 43% dos
carcinomas e adenomas, respectivamente. Os autores sugeriram que o0
silenciamento epigenético em 2g14.2 é um evento comum em cancer colorretal e
que a metilagdo do gene EN1 poderia ser um biomarcador para a presenca de
cancer baseado na analise da metilacao deste gene nas células obtidas das fezes
de pacientes comparada a controles sem cancer.

Stransky e colaboradores (2006), apds a analise dos mapas de transcriptoma
combinados com os dados de array-CGH identificaram 28 regides genbémicas
mostrando agrupamentos de genes com niveis de expressdo diminuidos
independente das variagdes no numero de copias em carcinomas de bexiga. Estas
regides foram consideradas como candidatas ao efeito do LRES. Uma delas,
localizada em 3p22.3 foi validada experimentalmente: os genes VILL (villin-like),
PLCD1 (phospholipase C, delta 1), DLEC1 (deleted in lung and esophageal cancer
1) e ACAAT1 (acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1) foram investigados quanto ao
perfil de expresséao, status de metilacdo e modificacbes nas histonas; esta an’alise
confirmou a hipétese de que modificacdes epigenéticas podem levar a perda de
expressao de genes vizinhos (Stransky et al., 2006).

Em outro estudo, Hitchins e colaboradores (2007) mostraram que um cluster
de genes mapeados em 3p22 sdo silenciados epigeneticamente na maioria dos
canceres colorretais com instabilidade de microssatélite (microssatelite instability -
MSI) e hipermetilacao do gene MLH1 (mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis
type 2), apoiando o modelo de tumorigénese baseado no LRES. Na maioria dos
canceres colorretais com MSI analisados, a regido de hipermetilagdo estendeu-se
até 2.4Mb compreendendo 11 genes (do gene ARPP-21 até os genes PLCD1 e/ou
DLECT). Os promotores hipermetilados desses genes também estavam associados
a dimetilagdo e a perda de acetilagado da lisina 9 da histona 3 (H3K9) na linhagem
celular RKO, sugerindo uma estreita relagdo entre esses mecanismos modificadores
da cromatina. Também foi observado que o padrao de metilacdo das ilhas CpG
analisadas eram intimamente correlacionadas com a inativagao transcricional dos
referidos genes, visto que, apds o tratamento com a droga 5-aza-2’-desoxicitidina,
ocorreu a reativacio transcricional dos genes que s&o normalmente expressos na

mucosa colénica normal. Esses achados corroboram que o estado epigenético do



11

gene MLHT1 interfere sincronicamente com a expressao de varios genes na sua
vizinhanga.

Curiosamente, trés genes dentro do cluster analisado ndo apresentavam
hipermetilagdo embora estivessem transcricionalmente reprimidos, mas com
intensidade menor do que os genes hipermetilados (Hitchins et al., 2007). Embora
os dados evidenciassem metilagdo modesta na lisina 9 da histona H3, também foi
observada a acetilacdo deste residuo. Os autores sugeriram que a inativacao
desses genes estaria dependente do estado de metilacdo e acetilacdo das histonas
dos genes vizinhos do que deles proprios.

O fenétipo CIMP (CpG island methylator phenotype), caracterizado pela alta
frequéncia de eventos anormais de metilacdo em ilhas CpG discretas, é observado
em 18 a 25% dos canceres de célon esporadicos. Karpinski e colaboradores (2008)
avaliaram se esta caracteristica estava associada com o LRES em 2g14.2. O padrao
de metilagcdo do gene MHL1 e das trés ilhas CpG dos genes EN1, SCTR e INHBB,
que identificam os agrupamentos ao longo desta regido, foram determinados por
MSP (Methylation-specific PCR). O numero médio de sitios mostrando
hipermetilagao foi 2,21 em tumores CIMP+ comparado com 1,22 em tumores CIMP-.
Adicionalmente, os tumores CIMP+ mostraram hipermetilagdo em no minimo um dos
trés loci testados. Baseado no numero de loci hipermetilados em 2q14.2, os autores
consideraram que provavelmente outros genes que flanqueiam a regidao também
estejam hipermetilados, e desta forma, a alta frequéncia de hipermetilagdo
simultanea dos trés loci possui potencial para influenciar caracteristicas especificas
dos tumores CIMP+.

Em carcinomas mamarios, Novak e colaboradores (2008) identificaram
regides diferencialmente metiladas (DMR) pelo estudo em larga escala e de alta
resolugcao baseado numa plataforma de microarranjos de ilhas CpG (promoter tiling
array). Os pesquisadores identificaram 3.506 DMRs, das quais 2033 estavam
hipermetiladas e 1.473 hipometiladas nas amostras de carcinomas mamarios.
Dentre as regides hipermetiladas, estavam os clusters génicos PCDHA, PCDHB,
PCDHG e HOXA. Estas alteragdes foram recorrentes e mostravam uma distribui¢cdo
nao casual, com uma tendéncia a se concentrarem em regides gendmicas
relativamente pequenas. Os eventos de hipermetilacdo foram mais frequentes nas
proximidades dos sitios de iniciacdo da transcricdo nas ilhas CpG das regides

promotoras, enquanto a hipometilagcdo estava associada a regides de duplicagdes.
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Os autores sugeriram que agrupamentos de aberracdes epigenéticas sao eventos
frequentes em carcinomas mamarios.

Coolen e colaboradores (2010) identificaram 47 LRES em linhagens celulares
e em amostras clinicas de cancer de prostata, envolvendo regides de até 2 Mb
contendo em média 12 genes, entre eles, supressores de tumor e miRNAs.
Adicionalmente, este estudo mostrou que estas LRES estdo associadas com regides
de desacetilacdo de histonas combinadas com diferentes padrdes de
remodelamento da cromatina, envolvendo ganho ou troca de modificacbes das

histonas de carater repressivo e metilacdo do DNA.

JUSTIFICATIVA

A perda alélica em 3p tem sido relatada como um evento frequente em uma
variedade de canceres como os de pulmao, mama, cabeca e pescogo, ovarianos,
cérvice uterina, célon, pancreas, entre outros, 0 que sugere que estas alteracdes
sdo de importancia critica na patogénese do cancer humano (Zabarovsky et al.,
2001; 2002). A perda de heterozigose (LOH) de marcadores polimérficos mapeados
em 3p foi detectada nos estagios iniciais do carcinoma mamario (Burbee et al., 2001;
Yang et al., 2002) e alguns estudos associaram esta alteragdo a caracteristicas
clinico-patoldgicas especificas e de pior prognéstico (Martinez et al., 2001). O uso de
varios marcaddores microssatélites mapeados em intervalos regulares ao longo do
braco curto deste cromossomo permitiu o delineamento das regides 3p22-24,
3p21.3, 3p21.2-21.3, 3p14.3 e 3p12 como os intervalos minimos das dele¢des, o
gue sugere a presenca de varios genes supressores tumorais (Maitra et al., 2001; Ji
et al., 2005).

No estudo realizado por Hoebeeck e colaboradores (2006), as regides de
perdas em 3p21-p22 foram refinadas pelo uso de uma abordagem baseada na
hibridagdo genbmica comparativa em microarranjos de sondas de DNA (High
Resolution Tiling-path BAC Array-Comparative Genomic Hybridization ou array-
CGH) em linhagens celulares derivadas de neuroblastomas e de mama. Foram
identificadas trés regides minimas de delecao, denominadas de SROs (shortest
region of overlap). Este estudo revelou que as regides mais frequentes de LOH
relatadas principalmente em carcinomas de pulm&o e da mama coincidem com as

duas SROs contidas em 3p21.3 e sugerem que genes supressores comuns podem
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ser criticos no desenvolvimento de varios canceres humanos. A SRO1, mapeada em
3p21.31-p21.2, possui 3,6Mb, contém 87 genes, incluindo o gene RASSF1 (Ras
association (RalGDS/AF-6) domain family 1) (Sekido et al., 1996). Embora mutagées
inativadoras deste gene sejam incomuns, ele tem sido caracterizado como um
supressor tumoral frequentemente envolvido em canceres humanos porque a perda
da sua expressao esta associada a hipermetilacao da sua regiao promotora (Hesson
et al., 2007).

Num estudo anterior, detectamos altas frequéncias de hipermetilacdo na
regido promotora dos genes RARB (retinoic acid receptor, beta), mapeado em 3p24,
e RASSF1 em carcinomas ductais invasivos da mama: 65/76 (85,5%) dos casos
apresentaram a hipermetilacdo do gene RASSF1 e 47/76 do gene RARB (61,8%),
consistente com a funcdo de supressores tumorais inativados na carcinogénese
mamaria (dados nao publicados). A partir destes dados preliminares, foi realizada
uma andlise in silico nos bancos de dados publicos (http://www.ncbi.nimnih.gov)
para revisar e identificar novos potenciais genes candidatos a supressores tumorais
contidos no brago curto do cromossomo 3. Foram identificados 356 genes contidos
num segmento gendmico de 35,6Mb entre os genes RARB e FHIT (fragile histidine
triad gene) (3p14). Destes, 37 genes foram previamente relatados em literatura
como provaveis supressores tumorais, principalmente devido ao decréscimo
significativo dos niveis de expressdo em células tumorais comparado aos niveis do
tecido normal. Estes dados, confrontados com as planilhas de Hoebeeck et al.,
(2006) (material suplementar disponivel em http://www.interscience.wiley.com/
jpages/0020-7136/suppmat) permitiu a identificacdo de um agrupamento génico em
3p21.3 de ~236Kb delimitados pelos genes SEMAS3B (sema domain, immunoglobulin
domain (lg), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3B) e CACNA2D2 (calcium
channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2) contendo nove genes que
flanqueiam o locus RASSF1, todos fortes candidatos a supressores tumorais
(Figura 2).
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Figura 2. Esquema do agrupamento génico em 3p21.3 alvo deste estudo. A) As setas
indicam a orientacdo dos genes. B) A posicao relativa das ilhas CpG estédo identificadas em
verde (fonte: UCSC Genome Bioinformatics, disponivel em http://genome.ucsc.edu/).

No conjunto, estes genes atuam em processos biolégicos importantes tais
como diferenciacdo celular, proliferacdo, controle do ciclo celular, transducdo de
sinais, transporte ou troca de ions e apoptose. Estas atividades foram associadas,
direta ou indiretamente, com a atividade supressora de tumor em ensaios funcionais,
embora 0s mecanismos moleculares ndo sejam conhecidos precisamente (Tabela 2)
(Ji et al., 2005).

Um dado importante a ser considerado € a frequéncia de mutagoes
extremamente baixa para 0s genes mapeados em 3p21.3: somente poucas
mutacdes levando a proteinas truncadas foram identificadas para apenas alguns
desses genes candidatos (incluindo os genes TUSC2, ZMYND 10, NPRL2, HYALT1) e
somente duas mutacdes missense foram detectadas em mais de 200 amostras de
tumores primarios avaliadas para a pesquisa de mutagdes no gene RASSF1
(Burbee et al., 2001; Damman et al., 2003; 2005).

A reversibilidade das modificagdes epigenéticas € o principal atrativo para as
pesquisas que elegeram a hipermetilacdo do DNA e a hipoacetilacdo de histonas
como novos alvos terapéuticos. Dentre as drogas de acao epigenéticas estdo: os
inibidores das enzimas DNA metiltransferases, como a 5-aza-2’-desoxicitidina e os

inibidores das desacetilases de histonas, como a Tricostatina A. Estas drogas estao



15

sendo amplamente utilizadas em ensaios experimentais in vitro, Entretanto, na
pratica oncolégica, a terapia epigenética tem suas limitagdes, entre elas, a ativagao
ndo especifica de genes e elementos transponiveis em células normais, além do
potencial de mutagenicidade e carcinogenicidade. Pela prépria caracteristica de
reversibilidade, uma alteragdo epigenética corrigida poderia voltar a seu estado
prévio, o que levaria a necessidade de tratamento continuado. Contudo, €
importante destacar que todos os tipos de canceres investigados apresentam
alteracbes nos perfis epigenéticos, o que sugere que todo paciente com cancer
potencialmente se beneficiaria da terapia epigenética (Kopelovich et al., 2003; Egger
et al., 2004; Rodenhiser e Mann, 2006).
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Tabela 2. Genes mapeados em 3p21.3 pertencentes ao agrupamento de genes candidatos a supressores tumorais.

SIMBOLO
OFICIAL*

NOME OFICIAL* ALIASES

OBSERVACOES

REFERENCIAS

SEMA3B

sema domain, immunoglobulin
domain (lg), short basic domain,
secreted, (semaphorin) 3B

FLJ34863, LUCA-1,
SEMAS5, SEMAA,
SemA, semaV

Possui acéo indutora de
apoptose: hipermetilagdo em
cancer de pulméo

Castro Riveira et al., 2004; Marsit et al., 2005;
Ito et al., 2005; Nair et al., 2007.

HYAL1

HYAL-1, LUCAT1,

hyaluronoglucosaminidase 1 MGC45987, NAT6

Niveis de expressdo anormais
em células tumorais

Franzmann et al., 2001; Junker et al., 2003;
Lokeshwar et al., 2006; Christopoulos et al.,
2006;

HYAL2

hyaluronoglucosaminidase 2 LUCA2, LuCa-2

Niveis de expressdo anormais
em células tumorais

Delpech et al., 2002; Junker et al., 2003;
Danilkovitch-Miagkova et al., 2003;

HYAL3

LUCA-3, LUCA14,

hyaluronoglucosaminidase 3 LUCA3, Minna14

Niveis de expressdo anormais
em células tumorais

Junker et al., 2003;

TUSC2

C3orf11, FUST,

tumor suppressor candidate 2 PAP, PDAP2

Niveis de expressdo anormais
em células tumorais

Lerman et al., 2000; Kondo et al., 2001

RASSF1

123F2, NORE2A,

Ras association (RalGDS/AF-6) RASSE1A. RDA32

domain family 1

Hipermetilagdo em varios tipos
de canceres

Hesson et al., 2007

ZMYND10

Hipermetilagdo em varios tipos
de canceres

Lerman et al;, 2000; Agathanggelou et al.,
2003; Liu et al., 2003; Qiu et al., 2004; Ito et
al., 2005; Marsit et al., 2005; Tischoff et al.,

2005; Martinez et al., 2001;

NPRL2

Niveis de expressdo anormais
em células tumorais

Li et al., 2004; Knorr et al., 2006;

TMEM115

Niveis de expressdo anormais
em cancer de pulmao

Chow et al., 2004;

CACNA2D2

REH3P21
zinc finger, MYND-type containing 10 BLU, FLU
tumor suppressor candidate 4 TUSC4
transmembrane protein 115 FL6 protem;'
placental protein 6
) CACNAZD,
calcium channel, voltage-dependent, KIAAO558,

alpha 2/delta subunit 2 LUACT11.1, gene 26

Delegdo homozigética em
varios tipos de canceres

Gao et al., 2000; Lerman et al., 2000; Li et al.,
2004; Braga et al., 2003; Senchenko et al.,
2003; Knorr et al., 2006.

* Wain HM, Bruford EA, Lovering RC, et al. Guidelines for human gene nomenclature. Genomics. 79(4):464-70, 2002.
(disponivel em http://www.genenames.org/guidelines.html).
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Genes candidatos a supressores tumorais mapeados em 3p21.3
selecionados para este estudo

SEMA3B

O gene SEMAQ3B pertence a uma familia génica codificadora das semaforinas
que desempenham um papel critico no direcionamento do crescimento axonal
durante o desenvolvimento neuronal com provavel agcdo supressora tumoral por
induzir a apoptose (Kolodkin et al., 1993). A semaforina 3B pertence a classe 3 das
semaforinas e forma um complexo com as neuropilinas (Np-1 e Np-2) e plexinas na
superficie celular. Na literatura ha relatos demonstrando que as neuropilinas
possuem sitios ligantes para a proteina SEMA3B enquanto as plexinas séo
responsaveis pela transducao do sinal (Rohm et al., 2000).

As neuropilinas também servem como co-receptores para o fator de
crescimento endotelial vascular — tipo A (VEGF-A). Em células neurais, neuropilinas
regulam o direcionamento axonal, enquanto que em células endoteliais regulam a
angiogénese e migracao (Soker et al., 1998; Bernatchez et al., 2002). Assim,
acredita-se que as neuropilinas e o VEGF-A desempenham um papel importante na
tumorigénese e, junto com as semaforinas, constituem alvos terapéuticos atrativos
(Castro-Rivera et al., 2008).

Recentemente, foi estabelecido que SEMA3B e VEGF desempenham papéis
antagbnicos na regulagcédo da apoptose e da sobrevivéncia de linhagens celulares de
carcinomas de pulmao e de mama (Sekido et al., 1996; Tse et al., 2002; Castro-
Rivera, 2004). Esses resultados sugerem que os efeitos supressores de tumor de
SEMA3B sejam mediados pelo bloqueio de uma via de sinalizagdo endécrina
induzida por VEGF, possivelmente pela competicdo por ligacao aos receptores Np-1
(Castro-Rivera, 2004). Embora as atividades pré-apoptética e de inibicao do
crescimento celular designadas ao gene SEMA3B em células cancerosas tenham
sido mostradas em alguns estudos, a(s) via(s) de transducdo de sinais que
sustentam essas atividades ainda ndo estao estabelecidas (Castro-Rivera, 2004).

Além disso, foi demonstrado que SEMA3B suprime significativamente a
tumorigenicidade quando introduzido em linhagens celulares de cancer de pulméao e

ovario (Tomizawa et al., 2001) e que este gene € altamente expresso em
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ganglioneuroma (um tumor neuroldgico benigno) ao contrario de neuroblastomas
malignos, onde sua expressao esta ausente (McArdle et al., 2004).

Em outro estudo, Ito e colaboradores (2005) encontraram a hipermetilacao da
regido promotora do gene SEMA3B em 47% das 138 amostras de pacientes com
cancer de pulmao de células ndo-pequenas analisadas pela metodologia de MSP.
Ao contrario, Zavala e colaboradores (2007) nao encontraram hipermetilacao

significativa em tumores géstricos.

HYAL3, HYAL1e HYAL2

A hialuronidase (AHase) € uma endoglicosidase que degrada o &cido
hialurénico (AH), um dos principais glicosaminoglicanos presentes em alguns tecidos
na matriz extracelular e em fluidos corpéreos, mantendo os tecidos hidratados, o
balanco osmoético e a integridade das cartilagens. O AH também participa
ativamente da adeséo, proliferacdo, migracao e diferenciacao celular por meio de
interacbes com receptores de membrana especificos tais como CD44 e RHAMM
(receptor for hyaluronan-mediated motility) (Herrlich et al., 2000; Turley et al., 2002;
Delpech et al., 2002; Stern, 2008).

As concentragbes do AH encontram-se elevadas em varias doengas
inflamatérias e em varios carcinomas incluido os de mama, bexiga, prostata, pulmao
e colon. Em tumores, o AH pode promover o crescimento e favorecer a ocorréncia
de metéastases, provavelmente por sua participacdo ativa na migracao celular além
de conferir protegdo contra o sistema imune (Pirinen et al., 2001, Posey et al., 2003;
Rein et al., 2003).

No genoma humano, existem seis genes codificadores de AHases
identificados. Esses genes, denominados HYAL, ocorrem em clusters de trés
componentes em duas localizagbes cromossémicas diferentes: HYAL1, HYAL2 e
HYAL3 encontram-se mapeados no cromossomo 3p21.3; PH20, HYAL4 e HYALP1
estao localizados no cromossomo 7g31.3. Com as provaveis exce¢des de HYAL4 e
HYALP1, as demais AHases degradam o &cido hialurénico, gerando pequenos
fragmentos de 2 a 25 dissacarideos; esses fragmentos estimulam a angiogénese por

meio da proliferacdo celular endotelial mediada pelos receptores de superficie
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RHAMM e CD44 e pela ativacao da via de proteinas quinases ativadoras da mitose
(Herrlich et al., 2000; Turley et al., 2002; Stern, 2008).

A AHase tipo 1 codificada pelo gene HYAL1 € a principal enzima desta
classe, esta presente no soro e foi detectada em células tumorais da bexiga,
préstata e de cabeca e pescogco (Lokeshwar et al., 1998; Hautmann et al., 2001;
Franzmann et al., 2001; Lokeshwar et al., 2006). Ja a AHase tipo 2, codificada pelo
gene HYALZ2, cliva o AH em fragmentos maiores (aproximadamente 20KDa) e sua
relevancia em alguns tumores tem sido estudada, como em linfomas de célula B
ndo-Hodgkin’s de alto grau cujos niveis dessa proteina encontram-se diminuidos
(Bourguignon et al., 2004; Bertrand et al., 2005). Com relagcdo a AHase tipo 3,
HYALS3, sua expressao foi correlacionada a um score de Gleason baixo e a auséncia
de recorréncia no cancer de préstata (de Sa et al., 2008), contudo até o momento, o
gene HYAL3 é o menos estudado e poucos grupos de pesquisa investigaram sua
acao no cancer.

Niveis aumentados de hialuronidases (como a HYAL1) podem ser
empregados como um marcador bioquimico preciso para a deteccao de tumores de
alto grau em cancer de bexiga e para a recorréncia em cancer de préstata (Posey et
al., 2003; Ekici et al., 2004). Além disso, foi observado um aumento no nivel de
hialuronidase em células derivadas de cancer de mama durante 0 processo
metastatico (Madan et al., 1999; Victor et al., 1999). Em outro estudo, Lokeshwar e
colaboradores (2005) demonstraram que o bloqueio da expressdo de HYALT em
uma linhagem celular de carcinoma de bexiga invasivo diminuiu de 9 a 17 vezes o
crescimento tumoral, inibindo a infitracdo e diminuindo a densidade de
microvascularizagbes de 4 a 9 vezes. Essas observagbes demonstram que as
hialuronidases em geral, e a HYAL1 em particular, podem atuar como estimuladores
tumorais (Lokeshwar et al., 2005; Poola et al., 2008).

Algumas isoformas de AHases tém sido descritas como produtos de splicing
alternativo, sendo responsaveis por variagbes na atividade enzimatica. Padrbes
heterogéneos na expressao das AHases foram identificados em vérios tipos de
tumores e podem estar associados a diferengas no comportamento bioldgico
tumoral. Além disso, niveis elevados de HYALT tipo selvagem foram coincidentes
com a presenga de fragmentos de AH angiogénicos em tecido tumoral prostatico
(Lokeshwar et al., 1998; Lokeshwar et al., 2006).
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Contudo, ao contrario dos efeitos no crescimento tumoral € na promocao de
metastase associados ao HYAL1, o locus cromossémico onde se encontram o0s
genes HYAL apresenta frequéncias altas de delecdo em vérios tipos de canceres (Ji
et al., 2002). Adicionalmente, Wang e colaboradores (2008) realizaram um estudo
cujos resultados sugerem que a expressao de HYAL1 ou HYALZ leva a inibigdo do

crescimento in vivo de carcinomas de pulmao e de rim.

TUsC2

O gene TUSC2, mais conhecido como FUST, foi sugerido como um dos
novos candidatos a supressores tumorais, jA& que estd mapeado em uma regiao
frequentemente deletada em varios tipos de canceres (Kondo et al., 2001). Uno e
colaboradores (2004) demonstraram que a indugdo da expressao do gene TUSC2
inibiu significativamente o crescimento celular in vitro de linhagens de cancer de
pulmao de células nao-pequenas, bem como levou a inducdo da apoptose e a
alteracbes na cinética do ciclo celular; além disso, o crescimento tumoral e a
ocorréncia de metastases foram eficientemente suprimidos in vivo.

Outro estudo in vivo, baseado no tratamento sistematico com uma
construcao contendo o gene TUSCZ2 associado a nanoparticulas combinado com a
terapia com a droga cisplatina, em modelo animal para o céncer de pulmao,
aumentou drasticamente a eficicia terapéutica da cisplatina. Também foi observado
que o aumento da quimiosensibilidade foi associado com a diminuigcdo da expressao
do gene MDMZ2, que codifica uma proteina antagonista da p53 (que participa da
regulacdo da parada do ciclo celular e de seu restabelecimento apds o reparo de
danos ao DNA). Consequentemente foi notado o acumulo da proteina p53 e a
ativagcao da via de apoptose dependente de Apaf-1 (Deng et al., 2008).

Adicionalmente, Lee e colaboradores (2007) demonstraram que o0
microRNA miR-378 direciona-se ao transcrito do gene TUSCZ2 reprimindo sua
expressao, levando a um aumento da sobrevivéncia celular, ao crescimento tumoral
e a angiogénese.

Ainda ha poucas informacdes a respeito do gene TUSC2, sendo
necessarios mais estudos para um melhor entendimento de seu papel nos

processos celulares normais assim como em células tumorais.
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RASSF1

O gene RASSF1 possui sete isoformas incluindo as RASSF1A, RASSF1B e
RASSF1C, derivadas de splicing alternativo ou de variagcoes na utilizacdo de seus
promotores. O gene RASSF1 codifica uma proteina com dominio de associagédo a
proteinas RAS (p21®°) e participa da regulagdo da fase G1/S do ciclo celular,
transducao de sinal, trocas e transporte de ions, apoptose e morte celular (Ji et al.,
2005). Estudos demonstraram que a proteina RAS se liga a um grupo de diversas
moléculas efetoras mediando tanto processos oncogénicos como supressores de
tumor (Bar-Sagi et al., 1985; Mayo et al., 1997). Além disso, a expressao exdégena
de RASSF1A diminui a formagdo de colénias in vitro, suprime o crescimento
dependente de ancoragem e reduz dramaticamente a tumorigenicidade in vivo
(Dammann et al., 2000; Burbee et al., 2001).

A hipermetilacdo da isoforma RASSF1A é frequentemente relatada em
carcinomas de mama, pulmao, ovario, tiredide, bexiga e carcinomas gastricos (Yeo
et al, 2005), bem como em amostras de DNA presentes no plasma de pacientes com
cancer de mama (Dulaimi et al, 2004; Miller et al, 2003) e de aspirados de lesdes
mamarias com agulha fina (Krassenstein et al, 2004). Euhus e colaboradores (2008)
encontraram em seu estudo que a metilagdo de RASSF1A aumentou linearmente
entre as pacientes com idades de 32 a 55 anos e foi altamente correlacionada com o
risco aumentado de cancer de mama, com achados citoldgicos atipicos e com
doencas de mama benignas requerendo biépsias. Contudo, outro estudo, evidenciou
que a isoforma RASSF1A também possui sua regido promotora densamente
metilada no epitélio de mamas normais (Yan et al., 2006). Tem sido proposto que a
metilagdo do DNA em epitélio normal funcionaria como um reldgio bioldgico
epigenético registrando o numero de ciclos celulares sofridos pela célula; esse
conceito é bem ilustrado por estudos de analise da metilacdo nos genes CSX e
MYOD em células-tronco das criptas intestinais (Kim et al., 2005).

Em cancer de pulméo, a perda alélica da regido onde este gene esta
mapeado é frequentemente associada a hipermetilagdo, sugerindo que tantos
mecanismos genéticos quanto epigenéticos estdo envolvidos na inativacdo do gene

RASSFT1 neste tipo de cancer (Agathanggelou et al., 2001). Em outro estudo, Bagadi
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e colaboradores (2008) encontraram a associacao da metilacao do gene RASSF1A

e a presenca de metastases nodais em pacientes com cancer de mama.

ZMYND710

O gene ZMYND10, também conhecido como BLU, codifica uma proteina de
50KDa contendo um motif de ligacdo em sua regidao N-terminal para a proteina
DUF500 e dominios de ligacao ao DNA do tipo dedos de zinco MYND em sua regiao
C-terminal, comumente encontrado em repressores de transcricdo. Suspeita-se da
participagao do gene ZMYND10 na progressao do ciclo celular além da resposta ao
estresse mediada pelo gene E2F (Lerman et al., 2000; Liu et al., 2003).

Alguns estudos revelaram que ZMYND10 sofre diminuicdo de sua expressao
em cancer de células nao-pequenas de pulmdo, em carcinoma de células
escamosas de es6fago e em carcinoma nasofaringeal (Qiu et al., 2004; Ito et al.,
2005). Agathanggelou e colaboradores (2003) avaliaram o papel de ZMYND10 na
tumorigénese por meio da andlise do padrao de metilacdo da sua regiao promotora
em linhagens de células tumorais, detectando a hipermetilacdo em 39% das
linhagens derivadas de cancer de pulmao estudadas, 42% de mama, 50% de rim,
86% de neuroblastoma e 80% das derivadas de carcinoma nasofaringeal.
Adicionalmente, a hipermetilacdo encontrada foi correlacionada com a diminuicdo da
expressao de ZMYND10 nas linhagens tumorais analisadas, sendo restabelecida
apoés o tratamento das linhagens com 5-aza-2’ -desoxicitidina.

Em outro estudo, foi observado que células de neuroblastoma e de cancer de
pulméo transfectadas com ZMYND10 resultaram em 40-80% de inibicdo na
proliferacdo celular, apoiando fortemente as evidéncias de seu papel como
supressor tumoral. Contudo, a expressao exégena de ZMYND10 praticamente nao
suprimiu a tumorigenicidade em ratos nude sugerindo que outras proteinas devam

participar deste processo (Yi et al., 2006).

NPRL2

O gene NPRL2 (Nitrogen Permease Regulator Like 2), também conhecido
como TUSCA4, codifica uma proteina com interacdo a quinase-1 dependente de 3-
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fosfoinositidio (PDK1), um importante regulador da proliferacdo e da transducao de
sinais de sobrevivéncia celular, além de participar do mecanismo de reparo de mal
pareamento do DNA (Lerman et al., 2000; Schenk et al., 2003; Li et al., 2004).

O gene NPRL2 é expresso em muitos tecidos normais, incluindo o coragéao,
o figado, o musculo esquelético, rins e 0 pancreas. Em alguns canceres, como de
pulmao, rim e mama, dele¢des na regiao cromossOmica onde este gene encontra-se
mapeado sao frequentemente observadas (Zabarovsky et al., 2002). Além disso,
tem sido relatado que a expressao aumentada do gene NPRLZ2 inibe a proliferagéo
celular e promove a apoptose em uma variedade de linhagens de células tumorais.
Outro estudo mostrou que NPRL2 torna as células mais suscetiveis a acdo de
drogas antitumorais e/ou quimioterapicos. Entretanto, o mecanismo pelo qual o
produto deste gene suprime a proliferacao celular necessita ser melhor estudado (Ji
et al., 2002).

Li e colaboradores (2004) realizaram uma busca por mutagdes neste gene
em um painel de linhagens celulares derivadas de canceres; dentre os resultados
obtidos foram encontradas delegées homozigéticas na regido 3’ em 2/7 linhagens
renais, 3/5 pulmonares e 1/7 cervicais; essas dele¢cdes poderiam resultar em
anormalidades no splicing, levando a perda da fungdo do RNAm do gene NPRL2

Outro estudo sugeriu que o gene NPRL2 como potencial biomarcador de
predicdo de resposta a cisplatina em pacientes com céncer de pulmao e como um
agente terapéutico molecular para o aumento da resposta e re-sensibilizagdo de

pacientes insensiveis ao tratamento (Ueda et al., 2006).

TMEM115

O gene TMEM115, também denominado PL6, é altamente conservado sendo
expresso em varios tecidos, como pulmao, mama e rim e, aparentemente, codifica
uma proteina receptora de membrana plasmatica com seis a oito dominios
transmembrana; entretanto, ndo possui uma fungéo biolégica estabelecida (Lerman
et al., 2000). Apesar disso, a presenca de um motif rhomboid-like em seu dominio
de ligacao a ferom6nio pode sugerir seu envolvimento em cascatas de regulagéo do
ciclo celular (Wasserman et al., 2000).
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Ivanova e colaboradores (2008) analisaram a expressao do gene TMEM115
em tecidos normais embrionarios e adultos bem como em alguns tipos de
carcinomas e, baseado nos resultados obtidos, foi sugerido que o gene TMEM115
codifica uma proteina residente no complexo de Golgi € cuja expressao encontra-se
reduzida em carcinomas renais de células claras quando comparada ao rim normal,
a outros tipos de tumores renais e a carcinomas de outras origens. Adicionalmente,
foi demonstrado que a expressdo do gene TMEM115 foi significativamente menor
em linhagens celulares portadoras de mutagdo no gene VHL apresentando
insensibilidade a hipdxia, sugerindo que o gene TMEM115 é regulado pelo VHL.
Interessantemente, o restabelecimento da fungdo do gene VHL em linhagens
celulares de carcinomas renais de células claras in vitro induziu a re-expressao do
gene TMEM115, sugerindo que a perda de sua provavel fungédo secretéria devido a
deficiéncia de VHL seja um evento inicial e de grande importancia, podendo
promover a iniciacdo e o crescimento tumoral. Entretanto, ndo foram encontradas
mutacées nem a hipermetilacdo da regido promotora do gene TMEM115,
inicialmente postulados como possiveis mecanismos reguladores da expressao

desse gene em carcinomas renais.

CACNA2D2

Os canais de calcio sdo compostos por quatro subunidades (alfa-1, alfa-
2/delta, beta e gama) e permitem o influxo de ions célcio para dentro da célula por
meio da polarizagdo da membrana plasmatica. Os niveis de expressdo de cada
subunidade variam de acordo com o tecido: por exemplo, a subunidade alfa-2/delta
€ altamente expressa no pulméo e testiculo (Gong et al., 2001; Davies et al., 2007).
A subunidade alfa-2/delta do canal de calcio dependente de voltagem é codificado
pela familia génica CACNA2D1, CACNA2D2, CACNA2D3 e CACNA2DA4.

Recentemente, Ghosh e colaboradores (2008) analisaram alteragdes em
alguns genes candidatos a supressores tumorais, incluindo o gene CACNA2D2,
mapeados em 3p21.31 e associados ao desenvolvimento precoce de lesGes
displasicas de cabeca e pescoco. Dentre os resultados obtidos, foi encontrado tanto
delecoes como a metilacao da regidao promotora do gene CACNA2D2, bem como a

diminuicao dos seus niveis de expressao.
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Em outro estudo, apds a analise do padrao de metilacdo da regidao promotora
do gene CACNA2D2 em 32 amostras de tumores gastricos coletadas de diferentes
pacientes e em sete linhagens celulares de cancer gastrico, somente uma linhagem
celular apresentou a hipermetilacdo. Além disso, nenhuma alteracdo na expressao
génica de CACNA2DZ2 foi observada apds o tratamento com a droga 5-aza-2’
desoxicitidina sugerindo que outros eventos possam estar envolvidos na regulagéo
génica de CACNA2D2 em tumores gastricos (Wanajo et al., 2008). Resultados
semelhantes foram observados por Hesson e colaboradores (2004) ao analisar
gliomas, encontrando baixa frequéncia de hipermetilacao dos genes CACNA2D2 e
SEMAS3B.
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OBJETIVOS

A pesquisa experimental sistematica de genes com niveis de expressdo
alterados no cancer € fundamental para a identificacdo de genes envolvidos na
progressao tumoral. A analise combinada dos niveis de expressao génica, metilagao
do DNA e modificagbes nas histonas permite a identificagdo de novos genes
candidatos a supressores de tumor regulados epigeneticamente e,
consequentemente, podera levar a identificacdo de novos grupos de tumores
suscetiveis a terapia epigenética. Considerando a estrutura da regiao alvo deste
estudo em 3p21.3, a densidade de ilhas CpG observada, a funcao individual de cada
gene e as evidéncias em literatura que mostram decréscimo dos niveis de
expressao em carcinomas humanos, propomos este estudo com a finalidade de
investigar se este agrupamento génico flanqueando o gene supressor tumoral
RASSF1 encontra-se inativado epigeneticamente em carcinomas mamarios e se um
mecanismo coordenado de regulacdo do tipo Long-Range Epigenetic Silencing
poderia levar a perda simultdnea da fungéo de multiplos genes neste loco.

Objetivos especificos

1- Identificar se o agrupamento génico selecionado, compreendendo 5 genes
mapeados upstream ao gene RASSF1 (SEMA3B, HYAL3, HYAL1, HYALZ2 e
TUSC2) e 4 genes downstream (ZMYND10, NPRL2, TMEM115 e CACNA2D2) é
regulado epigeneticamente evidenciado pelo niveis diferencias de expresséo apos
o tratamento com 5-aza-2’desoxicitidina (5Aza-dC), com Tricostatina A (TSA),
isolados ou combinados, em 20 linhagens celulares derivadas de epitélio
mamario (normais e tumorais);

2- Analisar o padrao de metilacdo das respectivas ilhas CpG para os genes que
mostrarem evidéncias de regulacdo epigenética nas respectivas linhagens
celulares;

3- Avaliar o padrdo de metilagcdo e acetilacdo da lisina 9 da histona H3 para os
mesmos genes;

4- Correlacionar os dados de expressao génica, metilacio do DNA e

metilacdo/acetilacido da lisina 9 da histona H3.
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Abstract

Epigenetic mechanisms are frequently deregulated in cancer cells and can lead to the silencing
of genes with tumor suppressor activities. Although isoform A of the Ras-association domain
family member 1 (RASSFIA) gene is one of the most frequently silenced transcripts in human
tumors, few studies have simultaneously investigated epigenetic abnormalities associated with
the 3p21.3 tumor suppressor gene cluster flanking RASSFI (i.e., SEMA3B, HYAL3, HYAL?2,
HYALI, TUSC2, RASSFI, ZMYNDI10, NPRL2, TMEM115, and CACNA2D?2). This study
aimed to investigate the role of epigenetic changes to these genes in seventeen breast cancer
cell lines and in three non-tumorigenic epithelial breast cell lines (184A1, 184B5, and
MCF10A) and to evaluate the effect on gene expression of treatment with the demethylating
agent 5-Aza 2’deoxycytidine and/or Trichostatin A (TSA), a histone deacetylase inhibitor. We
report that, although RASSFIA was determined to be epigenetically silenced in 15 of 17 breast
cancer cell lines, all cell lines expressed the RASSFIC isoform. Six cell lines overexpressed
RASSFIC, compared with the normal epithelial cell line 184Al. Furthermore, the genes
HYALI and CACNA2D2 were significantly overexpressed after the treatments. After the
combination treatment, RASSFIA re-expression was accompanied by an increase in
expression levels of the flanking genes. The Spearman’s correlation coefficient indicated a
positive co-regulation of the following gene pairs: RASSFI and TUSC2 (r=0.64, p=0.002),
RASSFI and ZMYNDI10 (r=0.58, p=0.007), RASSFI and NPRL2 (r=0.48, p=0.03), ZMYND10
and NPRL2 (r=0.71; p=0,0004), and NPRL2 and TMEM115 (r=0.66, p=0.001). Interestingly,
the genes TUSC2, NPRL2 and TMEMI115 were found to be unmethylated in each of the
untreated cell lines. Chromatin immunoprecipitation using antibodies against the acetylated
and trimethylated lysine 9 of histone H3 demonstrated low levels of histone methylation in
these genes, which are located closest to RASSFI. These results provide direct evidence that
epigenetic repression is involved in the down-regulation of multiple genes at 3p21.3 in breast

cancer cells.
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Introduction

Within the past few decades, it has been well-established that genetic and epigenetic
alterations are hallmarks of human cancer. The recent advances in genome-wide profiling
methods have provided a means to integrate our knowledge of the different mechanisms
leading to aberrant gene expression and have led to the identification of biological pathways
dysregulated in cancer cells. "2 In this context, it has been established that genetic (such as
gene mutations, deletions, and copy number alterations) and epigenetic (such as aberrant
DNA methylation and histone modifications) abnormalities may cooperate at all stages of
cancer development, resulting in the silencing of key regulatory genes with demonstrated
functions in tumor suppression, DNA mismatch repair, and cell cycle regulation. > Currently,
the aberrant DNA methylation content (global genome hypomethylation) and patterns of
cytosine methylation, especially promoter-specific CpG island hypermethylation, are known
to be associated with the development of human cancer. 3

In breast cancer, there is evidence that agglomerative epigenetic aberrations are a
common event. This observation has led to the hypothesis that DNA hypermethylation could
affect not only discrete genes as a local event but could span across a large chromosomal
region, such as was observed for the homeobox gene cluster (HOXA and HOXD) and the
protocadherin family (PHDC genes). 67 Long Range Epigenetic Silencing (LRES) is the term
proposed to describe the coordinate suppression of neighboring genes based on the interplay
between the hypermethylation of clusters of contiguous CpG islands within a genomic region
and histone modifications. ® Aberrant DNA methylation associated with LRES can extend
over genomic regions varying from 100 to 2-4000 Kb in size. Evidence for LRES has been

1415 and in Wilms tumor. '° It has been

described in colon *'2, bladder **, and prostate cancers
proposed that epigenetic events associated with LRES have the same effects expected from

genetic alterations, such as deletions/microdeletions of contiguous genes, because epigenetic
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modifications linked to a repressed chromatin state (such as densely methylated CpG islands
and methylation of lysine 9 and 27 of histone H3) could lead to the functional inactivation of
cancer-related genes.

In this context, the short arm of human chromosome 3 (3p) has attracted special
interest because multiple genes exhibit varying degrees of tumor suppressive activity,
suggesting that these genes may function as an integrated tumor suppressor region through
their diverse biological activities. Initial allelotyping studies have demonstrated that allelic
losses on 3p are frequently observed in a broad spectrum of human cancers. Interestingly, the
LOH (loss of heterozygozity) pattern along 3p in breast carcinomas and preneoplastic
epithelial foci was revealed to be discontinuous and was characterized by at least nine small
discrete intervals of common microdeletions. LOH along 3p was detected in more than 80%
of breast carcinomas and has been associated with early stages and with prognostic
parameters. The 3p21.3 region was most frequently involved in LOH. s

The gene RASSFI, located at 3p21.3, is a member of the Ras-Association Domain
Family (RASSF). This gene encodes seven distinct transcripts that are generated by the
differential usage of two promoters and by alternative splicing. However, only two isoforms
(RASSFIA and RASSF1C) have been attributed with a relevant biological role in cancer cells.
These isoforms are transcribed from the upstream and downstream promoter, respectively,
and each is located within a CpG-island. Previous studies have demonstrated that only the
upstream promoter is frequently hypermethylated in different tumor types and cancer cell
lines. Interestingly, the RASSFI gene is found in the central position of the 3p21.3 tumor

20-21
suppressor cluster,

identified by the overlapping regions of minimal deletions detected by
LOH analysis in matched normal and cancer tissue pairs as well as by the occurrence of

homozygous deletions in cancer cell lines. 2’ These studies have indicated that at least 19

genes are located in the ~630 Kb region at 3p21.3, and one ~120 Kb subregion within this



41

area contains the following eight genes flanking RASSFI: CACNA2D2 (calcium channel,
voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2), TMEMI15 (transmembrane protein 115 or
placental protein 6, PL6), CYB561D2 (cytochrome b-561 domain containing 2/101F6),
NPRL?2 (nitrogen permease regulator-like 2, primed named tumor suppressor candidate 4 or
TUSC4), ZMYND10 (zinc finger, MYND-type containing 10, BLU or FLU), RASSFI, TUSC2
(tumor suppressor candidate 2, also named FUSI), HYAL2 and HYALI (hyaluronidase type 2
and type 1) and the genes HYAL3 and SEMA3B (semaphorin 3B originally named LUCAI)
immediately adjacent to them. Genetic analysis of lung and breast tumors indicated that none
of these candidate tumor suppressor genes (TSG) were frequently mutated.

These putative tumor suppressor genes may affect and regulate many important
biological processes, such as cell proliferation, cell cycle kinetics, signal transduction, ion
exchange, and apoptosis and could have a synergistic effect in cancer cells. Thus, because the
genes in 3p21.3 tumor suppressor cluster are rarely inactivated in human cancer by somatic
mutations, we have designed this study to investigate whether alternative epigenetic
mechanisms may play a role in the inactivation of resident candidate TSG flanking RASSFI in

breast cancer cell lines.

Results
Our goal was to investigate whether epigenetic changes are a common event
associated with the downregulation/inactivation of the contiguous genes mapped across
3p21.3. Initially, the expression levels of RASSFI transcripts and its neighbors within a
genomic region of ~236 Kb, limited by SEMA3B (chr3:50,280,044-50,289,576) and
CACNA2D?2 (chr3:50,375,235-50,515,896), which contained nine genes (SEMA3B, HYAL3,
HYALI, HYAL, and TUSC2 located upstream of RASSFI and ZMYND10, NPRL2, TMEM1 1,

and CACNA2D?2 located downstream) were evaluated in three non-tumorigenic cell lines
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derived from human breast epithelial cells (184A1, 184B5) and fibrocystic disease (MCF10A)
as well as in a series of 17 breast cancer cell lines (Figure 1). The expression levels of the
RASSF1 gene were assessed using a primer set and probe targeting exons 5 and 6 (common to
all isoforms) and by another real-time RT-PCR assay designed to detect the RASSFIA
isoform. Although only two breast cancer cell lines expressed the RASSFIA isoform (MDA-
MB-415 and Hs578T), transcripts of the RASSFI gene were detected in all of the analyzed
cell lines. Interestingly, when the non-tumorigenic and tumorigenic cell lines were compared,
a trend of high RASSFI transcript levels was observed in the breast cancer cell lines (Mann
Whitney test, p = 0.0720) (Figure 2A). Expression levels of the RASSFI gene were found to
be elevated in five cell lines (BT-20, BT-549, MDA-MB-231, MDA-MB-468 and T47D), by
at least 2-fold, compared with the normal epithelial cells 184A1. In addition, among the other
nine genes, only two exhibited differential expression levels in breast cancer compared to
non-tumorigenic cell lines; the transcripts of HYAL2 and TUSC2 genes were detected at
higher levels in cancer cell lines (Mann Whitney test, p=0.0199 and p=0.0443, respectively)
(Figure 1). The HYALI and CACNA2D?2 genes demonstrated lower levels of expression in the
panel of cell lines studied.

DNA methylation of the RASSFIA promoter region was measured by High Resolution
Melting (HRM) analysis. As expected, the silencing of this isoform was correlated with DNA
hypermethylation of CpG island 1. Concordant results were observed in 13/17 breast cancer
cell lines (76%), which showed 100% methylation and an absence of RASSFIA gene
expression. On the other hand, ~50% methylation was detected in MDA-MB-453 and 25% in
BT-20 cell lines. Furthermore, the two cell lines expressing the A isoform of RASSFI showed
0% and 25% of methylation (MDA-MB-415 and Hs578t, respectively). However, despite the
lack of methylation observed in 184A1 and 184B5 cells and the 25% methylation in MCF10A

cells, these cells did not express RASSFIA. When the copy number of the RASSF1 locus was
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evaluated, 11/20 cell lines showed allelic losses. The comparison between the expression
level of the RASSFI transcript and gene copy number reveled a significant correlation
(correlation coefficient r=0.44, p=0.0003) (Figure 2B). In contrast, the two breast cell lines
that expressed RASSFIA presented no alterations in the copy number at this locus.

In a second step, the panel of 20 epithelial breast cell lines was treated with the
demethylating nucleoside analog 5-Aza 2°deoxycytidine (5-Aza-dC) and the histone
deacetylase inhibitor Trichostatin A (TSA), either alone or in combination. After the
treatments, the same assays were used to evaluate whether these drugs were able to induce the
re-expression of the RASSFIA isoform and to evaluate the drugs’ effect on the expression
levels of the neighboring genes.

The treatment with 5-Aza-dC alone or in combination with TSA led to the re-
expression of RASSFIA in 17 breast epithelial cell lines (Figure 3). The treatment with TSA
alone was not able to significantly modulate the expression levels. However, the two cell lines
expressing RASSFIA showed differential responses to the treatments, as RASSFIA was
upregulated in Hs578T cells and downregulated in MDA-MB-415 compared to the untreated
controls. The non-tumorigenic 184A1 cell line showed the lowest variation in the expression
levels of all transcripts evaluated after treatments with 5-Aza-dC and 5-Aza-dC with TSA. To
evaluate the effects of the demethylating agent and the histone deacetylase inhibitor on the
transcription of the genes flanking RASSFI, the expression levels were determined as fold-
change relative to the respective untreated controls. In addition, we performed unsupervised
hierarchical clustering analysis based on the Euclidean distance to calculate the average
linkage, which grouped together untreated controls and cell lines treated only with TSA and
split apart the cell lines treated with 5-Aza-dC or 5-Aza-dC with TSA. The expression profiles
in Hs578T, MDA-MB-415 (unmethylated at the RASSFIA locus) and BT-20 cells (25%

methylated) did not significantly change upon the treatments and were distinct, compared
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with the other cell lines. A group of five genes were found to be more similar to the
RASSFIA/RASSF1 expression levels before and after the treatments, including SEMA3B,
TMEMI115, HYAL2, TUSC2 and NPRL2 (Figure 4). Although all genes were positively
regulated by the epigenetic drugs, this effect was more pronounced for HYALI and
CACNA2D?2 (Figure ).

A pairwise Spearman correlation coefficient was then calculated for each pair of genes
to create a correlation coefficient matrix (Table 1). After 5-Aza-dC treatment, a positive
correlation was observed between RASSFI and NPRL2 and TMEMI15 and between
ZMYNDIO and NPRL2. Moreover, after the combined treatment with 5-Aza-dC and TSA,
RASSFI expression levels were positively correlated with TUSC2 and ZMYNDI10. Because
TUSC2 expression was positively correlated with ZMYND10, which in turn correlated with
NPRL2, and this gene also positively correlated with TMEMI115, the contiguous genes
mapped in the central portion of the 3p21.3 cluster flanking RASSFI (i.e, from telomere to
centromere: TUSC2, RASSFI, ZMYND, NPRL2, and TMEM115) were selected for DNA
methylation analysis and chromatin immunoprecipitation (ChIP).

In contrast to the high hypermethylation frequencies observed in RASSFIA after the
HRM approach, the CpG islands in the promoter regions of the TUSC2, NPRL2 and
TMEMI115 genes were unmethylated in all 20 cell lines analyzed. Figure 6 shows the
enrichment status over the input fraction for the five genes evaluated after ChIP using
antibodies to detect two modifications of histone H3 (lysine 9 acetylation and trimethylation,
H3K9ac and H3K9me3, respectively). Marked differences in the levels of histone H3
acetylation and methylation at the promoters of the TUSC2, RASSF1, ZMYND10, NPRL2, and
TMENI15 genes were detected, with a clear predominance of acetylation. H3K9 acetylation
and the absence of trimethylation at the same site were observed at five loci in the two cell

lines with unmethylated RASSFIA. In contrast, the non-tumorigenic cell lines (184A1, 184B5
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and MCF10A) manifested enrichment of H3K9me, which could explain the inactivation of

the RASSFIA gene despite the absence or low levels of DNA methylation.

Discussion
Recently, “omics”-based integrative analysis has predicted regions of the human
genome that are probably subjected to mechanisms of coordinated epigenetic suppression in

3192 In fact, some of these predictions have been experimentally

different tumor types.
validated on chromosomes 2p14.2 *'"12 3p22.3 132 5q31 "1©, 7p15.26, 7q31.1-q31.3 °, and
16p11.2. * These studies have provided new approaches for the characterization of discrete
regions of LRES, supporting the hypothesis that this alternative mechanism may be a
common phenomenon in cancer ¥ and could lead to the identification of new genes involved
in tumor progression and of genomic regions that can be targeted for epigenetic therapy.
Genetic and epigenetic abnormalities at 3p21.3 are frequently observed in several
tumor types, and a particular focus has been on RASSFIA promoter hypermethylation, which
is one of the most frequent epigenetic alterations in human cancers. However, despite this,
few studies have been dedicated to the investigation of the DNA methylation patterns of the
other genes mapped to the 3p21.3 tumor suppressor cluster. Moreover, only a few reports
have simultaneously analyzed the epigenetic status of more than two genes at this locus. 2529
In the present study, the expression levels of ten contiguous genes mapped to the
3p21.3 tumor suppressor cluster were compared among non-tumorigenic and tumorigenic
epithelial breast cell lines, before and after treatment with 5-Aza-dC and TSA alone or in
combination. Initially, the expression levels of each gene were compared among the cell lines.
The RASSFI gene, and specifically the RASSFIA isoform, received a special focus because
epigenetic modification, i.e., DNA methylation of the promoter-associated CpG island, has

frequently been reported in breast cancer. 30
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Our data showed that, although epigenetic silencing of RASSFIA was detected in
18/20 epithelial breast cell lines, all of them expressed the RASSF1 gene. This gene encodes
seven isoforms (RASSFIA-G), of which RASSFIA and RASSFIC are ubiquitously expressed
in normal tissues and are controlled by two distinct promoter regions associated with CpG
islands. ' The RASSFIB isoform is expressed in hematopoietic cells and has a different 5’
exon (exon 1B), and the RASSFID-G isoforms, which are splice variants of RASSFIA, are
transcribed from the promoter associated with the first CpG island. The biological function of
these additional transcripts is not clear; however, all the RASSF isoforms that are transcribed
from the first CpG island are frequently missing in a variety of tumors as a result of epigenetic
inactivation of the RASSFIA promoter.

Additionally, because the second CpG island associated with the RASSFIC promoter
did not present abnormal DNA methylation in cancer cells *', the RASSFI transcripts detected
in the panel of 20 epithelial breast cells are probably from the RASSFIC isoform. Thus, the
present study has demonstrated that, in breast cancer cell lines, although RASSFIA is
commonly epigenetically silenced, RASSFIC remains expressed. Interestingly, although all
cell lines expressed RASSFIC, this transcript was differentially expressed in the non-
tumorigenic and breast cancer cell lines, with 5/17 cell lines (BT-20, BT-549, MDA-MB-231,
MDA-MB-468 and T47D) over-expressing this isoform.

Our findings are in accordance with those recently reported for the MDA-MB-231 and
T47D cell lines, in which the down-regulation of caspase 3 via overexpression of RASSFIC
was demonstrated to reduce the sensitivity of breast cancer cells to apoptosis. RASSFIC
overexpression also enhanced T47D cell invasion/migration in vitro. 2 A study from
Estrabaud et al. ** demonstrated that, when the balance of RASSFIC and RASSFIA is
disrupted, by the absence of RASSFIA or by RASSFIC overexpression, the function of

SCEPT™F is inhibited, leading to the accumulation of B-catenin. In this sense, it is possible that
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RASSFIC could have an opposite effect to RASSFIA in the process of carcinogenesis.
Although previous reports have attributed RASSFIC with tumor suppressor activity, other
studies have suggested that RASSFIC could activate osteoblast cell proliferation. ! Together,
these data suggest that RASSFIC, unlike RASSFIA, is not a tumor suppressor, but instead
may play a role in stimulating proliferation and invasion in breast cancer cells.

HYALI and CACNA2D?2 were the most positively modulated genes after treatments
with 5-Aza-dC alone or with TSA. Non-tumorigenic cell lines were found to have even higher
expression levels of these genes after the treatments. HYALI belongs to the hyaluronidase
(HAases) family of enzymes that degrade hyaluronic acid (HA). There are six hyaluronidase
genes in the human genome. Three are arranged at the 3p21.3 suppressor tumor cluster
(HYALI, HYAL2, and HYAL3). HAase levels were demonstrated to be elevated in breast
tumors, and RT-PCR analysis has detected the expression of HYAL2 and HYAL3 in breast
cancer tissues >, suggesting an association between HAase and the tumor invasive/metastatic
phenotype. 3536

In accordance with the data from the present study demonstrating higher levels of
HYAL? in breast cancer cells compared to non-tumorigenic cell lines, previous reports have
shown that, whereas less invasive breast cancer cells expressed HYAL3, highly invasive cells
expressed HYAL2. ** The promoter region of these genes is characterized by a CpG island, but
the expression levels were not significantly increased by the treatments. However, the
promoter region of the HYALI gene has a CpG-rich promoter that does not meet the
established criteria for a CpG island, similar to that observed in the MASPIN gene (which
encodes a serine protease inhibitor with tumor-suppressor activity) and the MAGE family (for
which promoter hypermethylation is responsible for the restricted expression of the tumor-
associated MAGE antigens). Like MASPIN and MAGE, the present study suggests that the

HYALI gene is clearly up-regulated by epigenetic therapy. * Recently, it was described that
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HYALI expression is regulated by methylation of cytosine at positions -71 and -59, which
constitute portions of the binding sites for the transcription factors SP1/Egr-1. *” More studies
are clearly necessary to establish a correlation between the regulation of tissue-specific
expression and methylation at non-CpG islands and how this could play a role in breast
cancer cells.

The HYAL-I gene encodes the major tumor-derived HAase. In bladder, prostate, and
head and neck carcinomas, higher levels of HA and HAases were found in tumor cells,
tissues, and related blood fluids and serve as biomarkers to detect high grade bladder tumors.
¥ In breast cancer cells, HAase levels were associated with the ability to invade through
matrigel, and silencing of HYALI gene expression by iRNA induced cell cycle arrest and
inhibition of proliferation in vitro. Tan et al.*® showed that HYALI was overexpressed in the
breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF-7, in invasive duct cancer tissues and in
metastatic lymph nodes, compared with in the nonmalignant breast cell line HBL-100 and in
normal breast tissues.

In the present study, although slightly higher levels were detected in the MDA-MB-
231 and MCF-7 cell lines, the majority of breast cancer-derived cells showed lower
expression levels. Furthermore, after treatments with 5-Aza-dC and TSA, non-tumorigenic
cell lines showed a 50-150 fold increase in the expression of HYAL! mRNA, whereas breast
cancer cell lines manifested a change of up to 50-fold relative to untreated controls. These
data are important because at present, it is unknown whether HYAL/I is a tumor-promoter or
tumor-suppressor gene. These controversial questions are highlighted by previous studies
demonstrating that silencing of HYALI reduced tumor growth and invasion, suggesting a
tumor promoting function. In contrast, the over-expression of HYAL-/ in tumor cells induced
apoptosis and inhibited tumor formation. *® Our data indicate that epigenetic modifications of

HYALI could affect HYALI expression in epithelial breast cells.
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The CACNA2D2 gene was also downregulated in breast cancer cells, and expression
levels were reversed by treatment with 5-Aza-dC in the presence or absence of TSA. This
gene encodes a member of the alpha-2/delta subunit family, a protein of the voltage-
dependent calcium channel complex. Initial studies demonstrated frequent loss of
CACNA2D?2 expression in lung cancer cell lines. 2021y nasopharyngeal and glioma cell lines,
loss of CACNA2D?2 expression occurred concomitantly with DNA methylation. However,
DNA methylation was less frequently observed in primary tumors. 39-40 Over-expression of
CACNA2D?2 induced apoptosis in lung cell lines, in which the levels of intracellular free
Ca(2+) were elevated in AdCACNAZ2D2-transduced cells compared with the controls,
followed by depolarization of the mitochondrial membrane. These results led to the
suggestion that re-expression of this gene could induce apoptosis. *' The findings of the
present study provide additional evidence that CACNA2D2 may be a putative tumor
suppressor gene that is epigenetically regulated in breast cancer cells.

Among the genes located between HYALI and CACNA2D2, expression of three genes
(TUSC2, ZMYND10, and NPRL?2) positively correlated with RASSF1 or with the closest gene
(i.e., ZMYNDIO positively correlated with NPRL2 and NPRL2 with TMEM115) after the
combined treatment with the DNA demethylating and the histone deacetylase inhibitor drugs.
These findings indicate that the genes flanking RASSFI were simultaneously up-regulated by
the epigenetic treatment. As previously suggested, epigenetic changes in cancer cells could
occur at the neighborhood level, in which the expression of genes residing in the same
vicinity could be affected by hypermethylation of a flanking gene, leading to coordinate
downregulation or inactivation mediated by chromatin modifications. However, it was
observed that the promoter-associated CpG islands of the TUSC2, NPRL2, and TMEM115
genes were unmethylated and showed varying degrees of enrichment of the H3K9me3

fraction after ChIP in the untreated cells. Similar findings were first reported by Frigola et al.
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? in colorectal cancer in which genes located at a ~4 Mb cluster on chromosome 2q14.2 were
epigenetically suppressed even though the involved CpG islands remain unmethylated.
Despite the unmethylated CpG islands, the repression of these genes was relieved by
demethylating drug treatment. The effect of the SAza-dC on global gene expression showed
that this drug results in variable changes in expression depending on the functional categories
of genes and that most genes that demonstrated altered expression levels were not regulated
by promoters displaying DNA methylation prior to the treatment.*?

Furthermore, the fact that the expression levels of the unmethylated genes located
close to RASSFI were up-regulated in tumor cell lines treated with 5SAza-dC suggests an
effect of this nucleoside analog on histone modification. ** In light of the results obtained
from the ChIP assays, which showed less enrichment of H3K9me3 in breast cancer cells, it is
possible that other histone repressive marks could modulate expression levels detected before
treatments in the set of breast cancer cell lines studied. Distinct repressive histone
modifications have been frequently investigated in human cancer, H3K9me2, H3K9me3 and
H3K27me. Besides the interactions between DNA methylation and H3K9me, which may
establish and reinforce a silencing loop, Polycomb group proteins can modify the methylation
status of histone H3 on lysine 27 and recruit other members of repressor complex, including
PRC1, which is able to prevent transcriptional activation. 4

Unlike previous studies that have identified genomic regions showing coordinated
epigenetic deregulation of neighboring genes in cancer cells as an event independent from
copy number alterations, the 3p21.3 region is frequently involved in LOH and deletions in the
most common human tumors, including breast cancer, implicating these genetic abnormalities
in the impairment of the gene expression levels described in the present study. However,
although not completely characterized, epigenetic changes at 3p21.3 also contribute to the

repression of several TSG. Altogether, these data suggest that genetic and epigenetic changes
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to this tumor suppressor cluster could affect a wide spectrum of biological pathways and lead

to the characterization of deregulated networks in human cancer.

Conclusion

In summary, we have described that, among the candidate TSGs mapped to 3p21.3,
the RASSFIA isoform was epigenetically silenced in most of the epithelial breast cell lines
analyzed, but the RASSFIC isoform was overexpressed in a subset of breast cancer cell lines.
Treatment with 5Aza-dC, alone or in combination with TSA, led to a significant increase in
the expression levels of the HYALI and CACNA2D?2 genes. Genes mapped closest to RASSF/
showed a more modest increase in expression levels, but pair-wise analysis showed that the
RASSFI gene was co-regulated with TUSC2, ZMYNDI0, and NPRL2. Furthermore, the
promoter regions of these genes were unmethylated at the associated CpG islands in the
untreated cells and showed low levels of trimethylation at lysine 9 of the H3 histone. These
data provide direct evidence that epigenetic repression is involved in the down-regulation of
multiple genes at 3p21.3 in breast cancer cells but suggest that other repressive chromatin

modifications should mediate this regulation.

Materials and Methods

Cell lines and cell culture. Seventeen human breast cancer cell lines (BT-20, BT-47D4, BT-
483, BT-549, Hs578T, MCF7, MDA-MB-134 1V, MDA-MB-231, MDA-MB-361, MDA-
MB-415, MDA-MB-436, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3, T-47DD, ZR-75-1, and
ZR-75-30) and three non-tumorigenic epithelial breast cell (184A1, 184B5, and MCF10A)
were obtained in the Lombardi Comprehensive Cancer Center, Georgetown University
Medical Center, Washington DC. Cell lines were cultured at 37°C in a humidified

environment containing 5% CO,. DMEM medium containing 10% fetal bovine serum (FBS)
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was used for the MDA-MB-134 1V, SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-231, MDA-MB-
361, MDA-MB-415, MDA-MB-436 and MDA-MB-468 cell lines. This medium was
supplemented with 1% Non-Essential Amino Acids (NEAA) for the BT-20 and MCF7 cells
and with 10 pg/ml insulin for the Hs578T cells. RPMI medium containing 10% FBS was used
in cultures of T-47DD cells and was supplemented with 1% pyruvate for the ZR-75-1 and
ZR-75-30 cells. The BT-549, BT-483 and BT-47D4 cells were maintained in RPMI medium
containing 10% FBS supplemented with 10ug/ml insulin and 1% pyruvate. The 184A, 184B5
and MCFI10A cells were cultured in serum-free Mammary Epithelial Basal Medium (MEBM)
supplemented with Epidermal Growth Factor (EGF), hydrocortisone, L-glutamine and insulin
using Singlequot reagent packs from Lonza, along with 0.005 mg/mL transferrin for 184A1
and 5% horse serum for MCF10A.

5-Aza-2’-deoxycytidine and trichostatin A treatment of cells. The breast cell lines were
seeded at a density of 1x10° cells in duplicate 25 cm’ culture flasks. After 24 h of growth, 1
uM 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC; Sigma) was added to the medium, and the cells were
incubated for 96 h. Due to its chemical instability, 5-Aza-dC was added to the fresh medium
every 24 h. Alternatively, the cells were treated with 150 ng/ml trichostatin A (TSA; Sigma)
for 24 hours. To assess the combined effect of both drugs, we performed the co-treatment of
cells with 5-Aza-dC and TSA as follows: 5-Aza-dC was added initially for 96 hours, after
which it was removed, and TSA was added for an additional period of 24 hours. All
experiments were performed in duplicate. A mock treatment was done with DMSO. The cells
were then allowed to recover for 24 h prior to harvesting. The genomic DNA and total RNA
were extracted from the cell lines after the drug treatments and were used for HRM analysis
and reverse transcription-PCR.

Total RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR. The expression of the

SEMA3B, HYAL3, HYALI, HYAL2, TUSC2, RASSF1, ZMYNDI0, NPRL2, TMEM115, and
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CACNA2D?2 genes in the breast cell lines were analyzed by quantitative real-time RT-PCR.
Total RNA was extracted from the untreated and treated cultured breast cell lines using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen) and subsequently treated with DNase I to degrade any
contaminating genomic DNA. mRNA was reverse transcribed from 1 pg of total RNA using
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). The reaction was
primed with random primers in a 20 pL volume, according to the manufacturer’s instructions.
The reverse transcription reaction was diluted 1:20 with sterile H,O before addition to the RT-
PCR reaction. The diluted reverse transcription reaction (1 uL) was used in a 10 puL reaction
with 2X TagMan Universal PCR Master Mix and 0.5 puL of the 20X TagMan Gene
Expression Assay (primer/probe sets) (Applied Biosystems) for SEMA3B (Hs01090156_m1),
HYAL3 (Hs00185910_m1), HYALI (Hs00201046_m1), HYAL2 (Hs00186841_m1), TUSC2
(Hs00200725_m1), RASSFI (Hs00200394_m1 all transcripts and Hs00945257_ml for
isoform A), ZMYNDIO (Hs00210720_ml), NPRL2 (Hs00198012_ml), TMEMII5
(Hs00183656_m1), and CACNA2D2 (Hs01021049_m1). The reactions were performed in
duplicate in the StepOne Real-time PCR System (Applied Biosystems), and the results were
calculated using the AACt-method normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) expression levels and as reference mock treatment with DMSO. This endogenous
control was experimentally chosen based on amplification of cDNA obtained from treated and
untreated MCF7 and MDA-MD-231 cells in the TagMan® Human Endogenous Control Plate
(Applied Biosystems). The data were evaluated using GeNorm software to detect the most
stable genes under these experimental conditions.

Chromatin Immunoprecipitation assays. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays
were performed on breast cell lines using the MAGnify Chromatin Immunoprecipitation
System (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. The fixed chromatin

complexes were immunoprecipitated using 1 pg of either an anti-trimethyl-histone H3K9
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antibody or an anti-acetyl-histone H3K9 antibody (Invitrogen). Controls were also performed
using rabbit and mouse antibodies and showed negligible levels of background precipitation.
Immunoprecipitated DNA was quantified by quantitative real-time PCR. Oligonucleotide
primer sequences for the TMEM115, TUSC2, NPRL2 and ZMYNDI0 genes were designed
using the Primer Express Software (Applied Biosystems), as indicated in Supplementary
Table 1. The amount of immunoprecipitated target was measured using the StepOne Real-
time PCR System (Applied Biosystems). Reactions containing 10 uL. volume were set up
using 2X SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM of each primer and
2 uL of immunoprecipitated DNA, no-antibody control, or input chromatin for each PCR.
Each experiment was set up in duplicate. The cycling conditions were as follows: 95°C for
10 minutes, 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute, repeated for 40 cycles, followed by a
melt curve stage. The data were normalized using the input control and the chromatin
enrichment was calculated based on the formula Input Enrichment = 2* (Average Ctlnput -
Average CtIP) x dilution factor.

DNA isolation and sodium bisulfite treatment. Genomic DNA was prepared from untreated
breast cell lines by proteinase K digestion followed by conventional extraction using a
phenol/chloroform protocol. One microgram of genomic DNA was subjected to sodium
bisulfite treatment using the EpiTect® Bisulphite Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. Ten nanograms of eluted DNA were used directly for the HRM
assays.

High Resolution Melting (HRM) analysis. After DNA sodium bisulfate treatment, PCR
amplification and HRM were performed on the StepOne Real-time PCR System (Applied
Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. The primer sequences for RASSF1,
TMEM115, TUSC2 and NPRL?2 are listed in Supplementary Table 1. PCR was performed in

a 20 puL volume containing 1X MeltDoctor HRM Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM
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of each primer, and 10 ng bisulfite-treated DNA template. A standard curve with known
methylation ratios (100, 75, 50, 25 and 0 percent) was included in each assay to estimate the
methylation ratio of each sample using CpG Methylated HeLa Genomic DNA (New England
BioLabs) and Epitect Unmethylated Human Control DNA as references. Methylation
standards were performed in duplicate, and cell line samples were performed in triplicate. The
cycling conditions were as follows: 1 cycle of 95°C for 10 minutes, 40 cycles of 95°C for 15
seconds, 60°C for 1 minute; followed by an HRM step of 95°C for 15 seconds, 60°C for 1
minute, 95°C for 15 seconds, and continuous acquisition from 60 to 95°C at 0.3%. HRM data
were analyzed using the High Resolution Melting Software (Applied Biosystems). The data
were visualized as normalized melting curves and difference plots.

Analysis of DNA copy number by qPCR. The primer sequences for the RASSFI,
TMEMI15, TUSC2, NPRL2, and ZMYNDI10 genes are the same as used in the ChIP analysis.
Reactions of 10 puL. were set up using 2X SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 200 nM of each primer, and 10 ng of DNA in each PCR reaction, set up in
duplicate. The cycling conditions were as follows: 10 min at 95°C, then 40 cycles at 95°C for
15 seconds and 60°C for 1 minute, followed by a melt curve stage, in a total volume 10 pl, in
duplicate. The qPCR data were analyzed using the 2(-AAct)-method based on the DNA copy
number ratio of the target gene compared to glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) as a reference gene in a given cell line sample relative to two standard deviations
from the normal pool DNA sample.

Statistical analysis. All data are presented as the mean £SD of independent measurements.
For statistical comparisons of gene expression levels between two groups (non-tumorigenic
vs. breast cancer cells), the non-parametric Mann-Whitney test was used. The Spearman
correlation coefficient r was determined for every paired data set after each treatment. All data

were analyzed using GraphPad Prism for Windows, version 5.0. P values of <0.05 were
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regarded as statistically significant. Data Assist' ™ software (Applied Biosystems) was used to

display graphically the results of the hierarchical clustering analysis of gene expression levels

before and after each treatment, based on Euclidean distance and average linkage.
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Table 1. Pair-wise correlation coefficient matrix of expression levels of contiguous genes mapped across 3p21.3 after treatment with SAza-dC
and 5Aza-dC with TSA.

After treatment with 5Aza-dC
HYAL2 TUSC2 RASSF1 ZMYNDI10  NPRL2 TMEMI115 CACNA2D2

SEMAB3 HYALI

SEMAB3

HYAL3 -0,02

HYALI 0,16

HYAL2 0,02 0,4370%

TUSC2 0,02 0,62°% 005 051702

RASSFI 0,02 0,36 0,07 0,24 0,45P=004

ZMYNDI0 0,37 0,38 0,25 0,15 0,39 0,18

NPRL2 0,42P=006 0,32 -0,13 0,27 0,69 70008 0,570 (,58P=0007

TMEMI15 0,39 0,41 0,02 0,24 0,42°P=006  (,57P=008 0,16 0,467=0%
CACNA2D2 0,18 0,27 0,507 0,487 0,38 0,23 0,07 0,10 0,25

After treatment with 5Aza-dC and TSA
HYALI  HYAL2 TUSC2 RASSF1 ZMYNDI0O NPRL2 TMEMI15 CACNA2D2

SEMAB3

SEMAB3

HYAL3 0,05

HYALI 0,18 0,14

HYAL2 0,03 0,15 0,12

TUSC2 0,01 0,567 -0,05 0,36

RASSFI 0,08 0,497°%2 0,06 0,38 0,64 =02

ZMYNDI0 0,23 0,579 _0,19 0,12 0,587=0%7 (0,547

NPRL2 0,51°=0% 0,30 -0,11 0,04 0,35 0,48°7003 (77 p=00004

TMEMII5  0,69P~"%% 0,17 -0,01 0,15 0,24 0,24 0,29 0,667~
CACNA2D2  -0,42°7°%  (,487"% 0,24 0,34 0,517 ,497702 0,21 0,10 -0,06

Statically significant correlation coefficients (r) are indicated in bold, p<0,05.
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Figure 1. Expression levels of candidate tumor suppressor genes, organized according to their
physical location on 3p21.3, in breast cancer cell lines and in epithelial breast cells. A)
Differential gene expression among breast cancer cell lines (gray circles) and non-tumorigenic
breast cells (black circles). B and C) The HYAL2 and TUSC2 genes were differentially
expressed in breast cancer compared to non-tumorigenic cell lines. D) Global RASSFI
transcripts showed a trend to overexpression in breast cancer cells lines compared with non-
tumorigenic epithelial breast cells. D) Relationship between RASSFI transcripts levels and
copy number at this locus.



63

A oo B
1| A4 A M
=) AV
!E HH |\ jll A - 'rﬁ\' AU A
" | \/ | | ]
. \J/ U \/\J V\M '““"1‘/ N \/\/V\/
: §§§333 ; : ;33%33? ;
C D" e RASSFI

Figure 2. Expression levels of RASSF! transcripts (black circles) and A isoform of RASSFI
gene (open circles) in untreated cell lines (A), treated with 5SAza-dC (B), trichostatin A (TSA)
(C), and with 5Aza-dC with TSA (D).
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Figure 3. Expression profile summarized in a heat map. Effect of treatments with SAza-dC and with 5SAza-dC combined with TSA leading to the
increase in the expression levels of the tumor suppressor cluster, except in the cell lines that were unmethylated at CpG island 1 of RASSFIA

promoter (MDA-MB-415) or showing low levels of methylation (Hs578T and BT20).
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Figure 4. Effect of 5Aza-dC and trichostatin A (TSA) treatement on gene expression across
3p21.3. A) Chromosomal location of genes and CpG islands on 3p21.3 tumor suppressor
genes cluster. Although all genes were up-regulated by treatments, the genes HYALI and
CACNA2D2 were pronouncedly affected by S5Aza-dC and 5Aza-dC/TSA (B and C,
respectively). D) Genes transcript effects after isolated treatment with TSA.



66

A-
TUsSC2
E‘F
Ew = HiKGac
- HIKBmed
B::
RASSF1
. ;Jlllﬂ.-ﬂ.-ﬂl_ I“ . :...-..IL_.,u...[Ilr..

c.

g" ZMYND10

D;.

NPRLZ
EA-
g,
|
-"—EIFJ]—Jl'—vJFJ]v—&

E,.

.. TMEM115
THHIHRHEE
TRy eSS eRN Ay

ZEs3zis
§ EEEESESF

£
i

Figure 5. Analysis of Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) of genes close to RASSFI in
breast cancer and epithelial mammary breast cell lines. The amount of immunoprepicitated
target (using antibodies against H3K9 acetylation and H3K9 trimethylation) was quantified
by real time PCR and plotted as the ratio of immunoprecipitated DNA to input.
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Supplementary Material

Table S1. Primers sequences used for High Resolution Melting (HRM), Immunoprecipitation
of chromatin (ChIP) and Copy Number Analysis.

GENES FORWARD (5’-3’) REVERSE (5°-3°)

High Resolution Melting (HRM) Analysis

RASSFI1*  GGGTTTTATAGTTTTTGTATTTAGGTT AACTCAATAAACTCAAACTCCCC

TMEMI115 TGGTTTTTTGGGATTTGTAGTT AATCAAACCTAATCAACTCC
TUSC2 TTTGTTGGGATTTGGGATTT ACTACCATAACCTACCCCAAC
NPRIL2 TATGTTTGAATTGGTATTAAT CCCTCCCAACTAACTCTACT

Immunoprecipitation of chromatin (ChIP) and Copy Number Analysis

RASSFI1#* TGGGGTGTGAGGAGGGGACGA AGAGCCGCGCAATGGA

TMEMI115 CCAGACCACGGAGGTTCTGT CTCTAGCCCCCACACTTGCT

TUSC2 TAGGCCCTGAAGTGCAGGTT CTCCCGGTCTTTTGGGTGTA

NPRL2 GGCGCAAAGCCATGTAAGAC CCGCAGCAGGGAACTACAAT
ZMYND10 GGGACGCGAGAAATAGAGGAA TCTGTCCTCAGACGCCAAGTC
GAPDH** TACTAGCGGTTTTACGGGCG TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA

* Di Gioia S, Bianchi P, Destro A, et al. Quantitative evaluation of RASSF1A methylation in the non-
lesional, regenerative and neoplastic liver. BMC Cancer. 2006; 6:89-101.

** Kawamoto K, Okino ST, Place RF, et al. Epigenetic modifications of RASSF1A gene
through chromatin remodeling in prostate cancer. Clin Cancer Res 2007; 13:2541-8.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

e O agrupamento de candidatos a genes supressores tumorais mapeados em
3p21.3, constituido pelos genes SEMA3B, HYAL3, HYAL1, HYAL2, TUSC2,
ZMYND10, NPRL2, TMEM115 e CACNA2D2, que flanqueiam o ja
estabelecido gene supressor tumoral RASSF1, encontra-se sob repressao
epigenética em linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios,
conforme evidenciado pela modulacdo positiva da expressdo desses genes

apods os tratamentos das mesmas com drogas de agao epigenética.

e A isoforma RASSF1A esta silenciada epigeneticamente na maioria das
linhagens celulares derivadas de canceres mamarios e foi re-expressa apés
os tratamentos com 5Aza-dC. isolado ou combinado com TSA.
Contrariamente, a isoforma RASSF1C foi detectada em todas as linhagens
celulares nao tratadas, com um subgrupo expressando maiores niveis

comparado com as linhagens nao-tumorigénicas.

e O efeito dos tratamentos com 5Aza-dC, isolado ou combinado com TSA, foi
mais pronunciado nos genes HYAL1 e CACNA2D2, que apresentaram 0s

menores niveis de expressao no painel de linhagens celulares nao tratadas.

e Apesar dos genes TUSCZ2 (upstream ao RASSF1) e ZMYND10, NPRL2 e
TMEM115 (localizados downstrem ao RASSF1) serem co-regulados
positivamente com RASSF1 apds os tratamentos com as drogas de acao
epigenética, a metilacdo do DNA foi encontrada somente na ilha CpG da
regido promotora que regula a expressdo da isoforma RASSF1A,

correlacionando com sua auséncia de expressao.

e A andlise por imunoprecipitacdo da cromatina revelou que os niveis de
acetilagdo foram mais altos do que os de trimetilagdo da lisina 9 da histona
H3, e visto que, ndo foi observada correlacédo entre a modulacéo positiva da

expressao génica apds os tratamentos com a metilacdo do DNA e com a
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trimetilacdo da lisina 9 da histona H3, provavelmente outras marcas
repressivas nas histonas, como a dimetilacdo na lisina 9 ou a metilagdo da
lisina 27 da histona H3, possam ser responsaveis pelos baixos niveis de
expressao observados neste agrupamento génico contendo provaveis

supressores tumorais mapeados em 3p21.3.
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APENDICE I

Efeito das drogas de acéo epigenética na proliferacédo celular

Apbs os testes preliminares para avaliagdo do efeito dos tratamentos na
proliferagdo celular nas linhagens MCF7 e MDA-MB-231, verificou-se que o
tratamento com 1.0uM de Aza durante 96 horas foi 0 que menos inibiu a proliferacéo
celular (Figura I.1)

O tratamento das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 com TSA nao mostrou
um efeito dependente da dose utilizada (Figura 1.2). O efeito do tratamento continuo
com 1.0uM de Aza durante 96 horas, seguido pelo tratamento com diferentes
concentragdes de TSA (150, 300 ou 450ng/ml) por mais 24 horas, na proliferacao
celular das linhagens MCF-7 e da MDA-MB-231 esta apresentado na figura |.3.

Baseado nos resultados destes testes preliminares definiu-se a seguinte
estratégia para o tratamento das linhagens celulares com o agente desmetilante e o
inibidor de desacetilases de histonas visando a re-expressao dos genes alvos:

1) tratamento isolado com 1uM de Aza durante 4 dias,

2) tratamento isolado com 150ng/ml de TSA durante 24 horas ou

3) tratamento combinado com 1uM Aza por 4 dias seguido de 24 horas com
150ng/ml TSA.
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Figura 1.1. Efeito do tratamento com 5-aza-2’desoxicitidina na proliferacdo celular da
linhagem MCF-7.
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Figura 1.3. Efeito da concentragdo de TSA (24 horas de tratamento) na proliferagdo das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 previamente expostas a 1uM de Aza durante 96 horas.
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APENDICE II

Avaliagdo da integridade do RNA total apés a extragdo

Ap6s a extracdo do RNA de cada linhagem submetida ou ndo aos
tratamentos, a avaliagdo da integridade do RNA foi obtida no equipamento Agilent
Bioanalyzer 2000 que revelou valores de RIN (RNA Integrity Number) maiores do
que sete na maioria das amostras, sendo estes valores considerados aceitaveis para

o prosseguimento com a sintese do cDNA (Figura I1.1).
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Figura II.1. Avaliacdo da integridade do RNA. Em A observa-se uma imagem semelhante a
um gel de eletroforese convencional onde sdo observadas as bandas correspondentes as
fracdes de RNA ribossémico 28S e 18S de cada amostra (canaletas de 1 a 12) e o marcador
de tamanho molecular (ladder - L). Em B estdo apresentados os eletroferogramas
correspondentes com dois picos centrais representando quantitativamente cada fracao do
RNA ribossémico bem como os valores de RIN.
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APENDICE IlI

Avadliagdo da qualidade do ¢cDNA sintetizado

Apo6s considerar adequados os valores de RIN obtidos dos RNAs
extraidos de cada linhagem foi realizada a avaliagdo da qualidade do cDNA
sintetizado antes de prosseguir com as quantificacées da expressado de cada gene
por RT-PCR quantitativa em tempo real. Para esta avaliagéo, foi selecionado uma
regido de 300pb do gene GAPDH, sendo a amplificagdo deste fragmento indicativa
de um cDNA de qualidade e tamanho suficientes para fornecer sequéncias moldes

para a amplificagdo dos genes alvos deste estudo (Figura Il1.1).
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Figura lll.1. Avaliacdo da qualidade do cDNA. Amplificacdo de um fragmento de 300pb do
gene GAPDH. As sequéncias dos exons consecutivos estdo indicadas pelas cores preta e
azul. Em vermelho esté destacada a sequéncia do oligonucleotideo foward no éxon 5 e em
verde, a regido de pareamento do oligonucleotideo reverse no éxon 8. M= marcador de
tamanho molecular; 1 € 2 (cDNA controle sem tratamento); 3 e 4 (cDNA de células tratadas
com Aza), 5 e 6 (cDNA de células tratadas com TSA) e 7 e 9 (cDNA de células tratadas com
a combinacdo Aza+TSA), correspondentes aos protocolos de tratamento A, B e C
apresentados na figura 2, respectivamente. 9=NTC (non template control).
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APENDICE IV

Selecéio do gene normalizador (referéncia) para a andlise de expressédo
génica por RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Os cDNAs das linhagens MCF7 e MDA-MB-231, controles e ap6s os trés
tratamentos, foram utilizados na amplificagdo de 11 genes comumente utilizados
como nomalizadores (referéncia ou controle endégeno) em ensaios quantitativos dos
niveis de expressao génica em diferentes tecidos humanos utilizando-se a TagMan®
Human Endogenous Control Plate (Applied Biosystems). As reacgdes foram
realizadas em duplicadas segundo as recomendagcdes do fornecedor. Apos a
obtencdo dos valores de Ct e desvio-padrdao (SD), os dados foram
subsequentemente analisados por dois diferentes algoritmos, GeNorm e NormFinder
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/; http://www.mdl.dk/publicationsnormfin
der.htm, respectivamente), para a identificagdo do controle endégeno mais estavel
sob as condigdes experimentais deste estudo.

Foi detectado um bom grau de concordancia entre os dois algoritmos na
listagem dos genes mais estaveis. Segundo o GeNorm, apresentaram o menor valor
M (maior estabilidade) os genes PO e CYC para a linhagem MCF7 e 0s genes
GAPDH e CYC para a linhagem MDA-MB-231 (Tabelas IV.1 e 1V.2), sendo indicados
como os melhores pares de enddgenos para as condigdes experimentais testadas
(Figuras IV.1 e IV.2).
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Tabela IV.1. Valores de estabilidade da expressdo dos genes controles enddgenos na
linhagem MCF7 calculadas pelos algoritmos GeNorm e NormFinder.

GeNorm NormFinder
Gene Estabilidade?® (M) Gene Estabilidade® (SD)
1 PO 0,0447 CYC 0,0224
2 cYCc 0,0447 GAPDH 0,0351
3 GAPDH 0,0718 PO 0,0695
4 BA 0,1078 TBP 0,1624
5 GUS 0,1580 BA 0,1822
6 PGK 0,1902 HPRT 0,2373
7 TBP 0,2301 185 0,2874
8 HPRT 0,2607 GUS 0,3485
9 185 0,2842 PGK 0,3839
10 B2m 0,3285 B2m 0,4937
11 TR 0,4031 TR 0,7647

% A estabilidade é baseada na determinac&o da variagao intra e inter-grupo combinada.

Tabela IV.2 Valores de estabilidade da expressdo dos genes controles enddgenos na
linhagem MDA-MB-231 calculadas pelos algoritmos GeNorm e NormFinder.

GeNorm NormFinder
Gene Estabilidade® (M) Gene Estabilidade® (SD)
1 GAPDH 0,0186 CcYC 0,0093
2 cYc 0,0186 GAPDH 0,0159
3 PO 0,0231 PO 0,0246
4 BA 0,0345 BA 0,0491
5 GUS 0,0579 TBP 0,0867
6 PGK 0,0751 GUS 0,1341
7 TBP 0,0914 HPRT 0,1352
8 HPRT 0,1081 PGK 0,1402
9 18S 0,1230 18S 0,1524
10 B2m 0,1357 B2m 0,1755
11 TR 0,1619 TR 0,2851

% A estabilidade é baseada na determinag&o da variagao intra e inter-grupo combinada.
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De acordo com o NormFinder, o gene CYC foi considerado o gene com
expressao mais estavel tanto para a linhagem MCF7 quanto para a MDA-MB-231
sendo 0 GAPDH o segundo mais estavel (Figura IV.3 e 1V.4). Também de acordo
com os dois algoritmos, 0 emprego de dois genes normalizadores foi indicado como
a condicao ideal para o experimento (Figuras 1V.5 e IV.6). Diante dessas analises,
foi escolhido como melhor normalizador para o nosso design experimental e grupo
amostral o gene GAPDH.
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Figura IV.1. Genorm. Genes analisados na linhagem MCF7 ranqueados de acordo com o
valor de M, sendo o par de melhores genes mostrado em vermelho.
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Figura IV.2. Genorm. Genes analisados na linhagem MDA-MB-231 ranqueados de acordo
com o valor de M, sendo o par de melhores genes mostrado em vermelho.
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Figura IV.3. NormFinder. Genes analisados na linhagem MCF7 ranqueados de acordo com
a maior estabilidade na expressao, sendo o gene mais estavel mostrado em vermelho.
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Figura IV.4. NormFinder. Genes analisados na linhagem MDA-MB-231 ranqueados de
acordo com a maior estabilidade na expressao, sendo o gene mais estavel mostrado em

vermelho.
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Figura IV.5. Numero ideal de controles endégenos necessarios para o grupo amostral

testado (linhagem MCF7).

Mo, of Genes

Figura IV.6. Numero ideal de controles endégenos necessarios para o grupo amostral

testado (linhagem MDA-MB-231).
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APENDICE V

Anadlise semiquantitativa da metilacgdo do DNA pela metodologia de
High Resolution Melting (HRM)

A modificacdo do DNA pelo bissulfito de sodio foi realizada com o EpiTect®
Bisulphite Kit (Qiagen). Em seguida, 10ng de DNA modificado foram utilizados na
amplificacdo pela PCR e na andlise da curva de melting (High Resolution Melting -
HRM) no equipamento StepOne Real Time PCR System (Applied Biosystems),
segundo as recomendacdes do fabricante.

As reacbes de amplificacdo do DNA foram realizadas em um volume final de
20 pL contendo 1X MeltDoctor HRM Master Mix (Applied Biosystems), 200nM de
cada oligonucleotideo iniciador e 10 ng do DNA modificado por bissulfito de sédio
como molde. Foi construida uma curva padrdo com porcentagens conhecidas de
metilacdo (100, 75, 50, 25 e zero por cento) utilizando diluicbes de DNA
hipermetilado padréo (CpG Methylated HeLa Genomic DNA - New England BioLabs)
e de DNA nado-metilado padrao (Epitect Unmethylated Human Control DNA -
QiAgen), esta curva foi incluida em cada experimento para estimar a porcentagem
de metilacdo das amostras. As reacdes de PCR da curva padrdao de metilacao foram
realizadas em duplicata e as reacbes contendo as amostras em triplicatas. A
amplificagcdo foi conduzida sob as seguintes condigbes: 1 ciclo a 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60° por 1 minuto seguidos pela curva
de melting de alta resolugdo com 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C
por 15 segundos e aquisi¢cdo continua de dados de 60 a 95°C a 0.3%. Os dados
foram analisados utilizando o High Resolution Melting Software (Applied
Biosystems). Os dados foram visualizados como curvas de melting normalizadas e

plots da diferenca de metilagao (difference plots).
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As figuras V.1-4 apresentam os graficos com as curvas de amplificacao
normalizadas e com os difference plots referentes a analise da metilagdo do DNA
dos genes RASSF1, TMEM115, TUSC2 e NPRLZ2 pela metodologia de HRM,

realizada nas 20 linhagens celulares analisadas no presente trabalho.

A B

C - D

3 F

— > MCF7 )
—> 100% metilado
——>184A1
—> 0% metilado
legenda [ oo et I oo [ o

Figura V.1. Analise de HRM do gene RASSF1. Em A esta apresentada a curva padrdo com
100, 75, 50, 25 e 0% de metilagdo e em B também sdo mostradas as linhagens celulares; C
e D apresentam os difference plots correspondentes; E apresenta o difference plot contendo
a curva padrao e apenas a linhagem celular nao-tumorigénica 184A1 com 0% de metilacao
(E) e apenas a linhagem celular tumorigénica MCF7 com 100% de metilacao (F).
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Figura V.2. Analise de HRM do gene TMEM115. Em A estad apresentada a curva padrao
com 100, 75, 50, 25 e 0% de metilagdo e em B também s@o mostradas as linhagens
celulares; C e D apresentam os difference plots correspondentes. Todas as linhagens
analisadas apresentaram 0% de metilagéo.

legenda Wl iocw M =% [l 50w [ 2w [ o

Figura V.3. Andlise de HRM do gene TUSC2. Em A esta apresentada a curva padrdao com
100, 75, 50, 25 e 0% de metilagdo e em B também sdo mostradas as linhagens celulares; C
e D apresentam os difference plots correspondentes. Todas as linhagens analisadas
apresentaram 0% de metilagao.
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Figura V.4. Andlise de HRM do gene NPRL2. Em A est& apresentada a curva padrdao com
100, 75, 50, 25 e 0% de metilagdo e em B também sdo mostradas as linhagens celulares; C
e D apresentam os difference plots correspondentes. Todas as linhagens analisadas
apresentaram 0% de metilagao.
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APENDICE VI

Analise do niumero de copias do DNA por qPCR

Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados para a analise do numero
de cépias dos genes TUSC2, RASSF1, ZMYND10, NPRL2 e TMEM115 foram os
mesmos utilizados para as analises de imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP). O
nimero de copias de cada gene alvo foi quantificado em relacdo a um pool de
amostras de DNA obtidas de linfécitos do sangue periférico de individuos sadios
(controles normais). Os dados de amplificacdo foram normalizados pelo gene
GAPDH. Para a identificacdo de provaveis delecoes nestes loci, foram considerados
os valores abaixo do intervalo de confiangca* obtidos das amostras controles normais
(média das réplicas + duas vezes o desvio-padrao).

Tabela VI.1. Determinacao do numero de copias dos genes TUSC2, RASSF1, ZMYND10,
NPRL2 e TMEM115 relativo ao numero de cépias de um pool de DNA de voluntarios sadios.
Em cinza, estdo evidenciadas as linhagens que apresentaram delec¢éo.

Linhagens celulares TUSC2 RASSF1 ZMYND10 NPRL2 TMEM115

184A1 0,91 0,56 1,10 0,62 0,87
184B5 0,43 0,29 0,41 0,54 0,50
BT-20 0,77 0,45 1,40 0,54 0,71
BT-474 0,59 0,28 0,81 0,45 0,75
BT-483 0,27 0,38 0,49 0,65 0,49
BT-549 0,63 1,02 1,35 1,61 1,63
Hs578t 0,68 0,86 1,27 1,57 1,30
MCF10A 0,77 0,56 1,24 0,74 0,97
MCF7 0,86 0,45 0,46 0,73 0,80
MDA-MB-134 0,71 1,00 1,27 1,69 1,50
MDA-MB-231 0,85 0,85 1,07 1,04 1,33
MDA-MB-361 0,42 0,25 0,88 0,42 0,41
MDA-MB-415 1,72 0,92 1,44 1,05 1,84
MDA-MB-436 0,48 0,36 0,72 0,43 0,57
MDA-MB-453 1,47 0,35 0,86 1,01 1,05
MDA-MB-468 0,78 0,88 1,17 1,21 0,96
SKBR3 0,52 0,45 0,70 0,96 0,73
T47 1,60 1,06 2,12 1,29 1,84
ZR-75-1 0,37 0,31 0,72 0,35 0,41
ZR-75-30 0,90 0,46 1,08 1,09

Intervalo de confianga*:

TUsc2 RASSF1 ZMYND10 NPRL2 TMEM115
min:-0,06 min: 0,45 min: 0,18 min: 0,53 min: 0,77
max: 2,29 max: 1,62 max: 1,94 max: 1,52 max: 1,24
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APENDICE VII

Tabela VII. 1. Quantificagado relativa do nivel de expressao dos dez genes nas 20 linhagens celulares apds o tratamento isolado ou combinado
com a agente desmetilante 5 azacitidina (Aza) e com inibidor das desacetilases de histonas (TSA).

MDA- MDA- MDA- MDA- MDA- MDA- MDA-

184A1  184B5 MCF10A BT-20 BT-474 BT-483 BT-549 Hs578T MCF7 MB- MB-  MB-  MB-  MB-  MB- MB-  SKBR3  T47D ZR’175' ZR3—(7)5-
134 231 361 415 436 453 468

SEMAB3
controle 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 100 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
azal 2,21 0,92 083 098 363 262 1,20 1,44 1564 165 034 3,50 2,14 122 606 2,02 507 135 1039 043
aza2 2,85 1,11 086 1,18 564 237 1,25 225 308 145 033 394 260 229 1002 2,44 289 1,33 1014 054
tsal 0,43 1,11 072 015 143 1,02 142 1,38 091 106 042 1,10 068 120 226 0,71 063 106 145 044
tsa2 0,59 1,31 071 015 165 099 094 1,70 1,00 067 038 1,14 071 127 200 079 1,38 1,10 138 014
aza tsal 1,18 1,25 081 165 322 228 153 217 335 08 062 481 183 235 662 281 1027 1,79 513 090
azatsa2 1,16 1,12 079 123 313 228 1,79 1,70 321 1,11 078 566 211 1,74 593 2,52 238 174 546 065

HYAL3
controle 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 100 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
azal 1,00 2,79 205 1,15 125 1,18 2,42 1,87 1,13 08 377 204 165 170 1,90 544 203 136 438 072
aza2 1,21 2,81 165 123 178 123 2,07 1,81 08 114 464 283 178 227 2,16 6,67 151 1,24 321 071
tsal 0,93 1,43 136 032 141 091 141 129 060 13 150 1,83 069 123 097 1,22 297 091 106 163
tsa2 0,78 0,83 1,13 084 1,03 084 1,11 13 062 063 106 1,59 069 108 106 2,16 09 08 073 115
aza tsal 1,15 2,65 319 104 504 08 295 264 073 08 345 28 141 183 328 469 207 111 198 1,07
aza tsa 2 0,82 2,61 2,46 120 367 064 287 253 08 08 329 332 137 19 119 514 1,20 1,01 1,12 1,27

HYAL1
controle 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
azal 126,60 63,46 93,12 701 544 2609 62,32 607 27,81 11,85 813 2124 237 1727 7651 681 14,70 847 32,07 359
aza2 126,70 60,37 102,64 7,91 529 2304 57,40 630 3076 706 726 2517 2,36 1443 52,38 11,56 387 863 27,76 335
tsal 1,28 0,79 046 1,73 394 058 174 134 1,70 149 1285 094 053 058 1,05 2,46 11,63 1,52 062 165
tsa2 1,12 1,12 079 147 285 124 145 092 135 154 100 063 053 063 08 413 079 146 043 289
aza tsal 13691 59,88 120,70 810 5857 4631 52,17 9,16 33,15 88 663 2319 132 2694 11622 7,75 1791 9,01 2037 422
azatsa2 81,80 41,80 119,11 828 29,82 3612 50,10 825 31,66 13,48 726 3465 196 2575 3474 1538 305 702 1581 3,72




HYAL2
controle
azal
aza2
tsal
tsa2
azatsal
azatsa2

TUSsC2
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
azatsal
azatsa2

RASSF1
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
azatsal
azatsa2

RASSF1A
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
aza tsal
azatsa2

1,00
1,20
1,28
1,03
0,60
1,41
0,69

1,00
0,97
0,90
0,85
0,50
1,36
0,38

1,00
0,79
0,74
0,73
0,49
0,92
0,28

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,38
1,38
1,05
0,98
1,31
1,37

1,00
1,55
1,97
0,76
0,71
2,01
1,80

1,00
1,37
1,74
1,09
1,26
1,88
1,39

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
2,44
2,16
1,32
1,11
2,66
2,47

1,00
4,08
3,90
0,81
1,17
4,41
4,46

1,00
2,98
2,93
1,67
1,25
3,74
3,24

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,18
1,25
1,84
1,35
1,38
1,98

1,00
1,06
0,92
0,00
0,00
0,97
1,15

1,00
1,97
2,22
1,15
1,38
1,38
1,86

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,19
1,11
1,07
1,09
1,28
1,10

1,00
1,67
2,28
1,62
1,45
2,12
1,69

1,00
1,17
1,84
1,34
0,95
0,87
0,77

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,19
1,18
0,86
0,70
1,02
1,23

1,00
1,33
1,10
1,05
0,79
0,81
0,82

1,00
1,34
1,22
0,84
0,64
0,84
0,77

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,59
1,49
1,38
1,22
1,48
1,83

1,00
1,58
1,41
1,15
0,82
1,47
1,58

1,00
1,03
0,97
1,78
0,99
1,11
0,99

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,47
1,51
1,38
1,30
2,33
2,41

1,00
2,11
2,03
2,51
2,60
5,63
4,88

1,00
2,27
2,28
1,72
1,36
3,77
3,70

1,00
2,74
2,76
0,65
1,88
6,75
5,56

1,00
1,91
1,48
0,82
0,77
1,11
1,30

1,00
1,45
1,37
0,88
0,77
0,81
0,87

1,00
3,73
1,74
0,95
0,78
1,10
1,27

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,23
1,26
1,29
0,87
0,54
0,69

1,00
1,46
1,49
1,39
1,03
0,54
0,69

1,00
1,04
1,25
1,16
0,71
0,58
0,53

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,37
1,63
1,04
0,77
1,73
1,80

1,00
2,12
7,06
1,11
0,61
1,64
1,21

1,00
2,75
3,06
1,94
1,07
531
2,47

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,04
1,17
0,89
0,91
0,93
0,68

1,00
1,31
1,43
0,89
0,84
2,07
1,65

1,00
1,52
3,01
1,24
0,99
1,24
2,62

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,24
1,37
0,71
0,71
0,84
1,05

1,00
1,87
2,09
0,91
0,96
1,89
1,62

1,00
0,81
0,97
0,67
0,67
0,59
0,79

1,00
0,88
0,98
0,41
0,41
0,21
0,55

1,00
0,51
0,70
0,79
0,72
0,62
0,49

1,00
1,60
2,36
0,84
1,25
2,91
2,23

1,00
3,13
4,00
0,84
0,83
7,46
529

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,74
1,71
0,99
1,01
1,96
1,09

1,00
1,82
1,85
1,19
1,17
1,43
0,59

1,00
2,08
3,37
1,18
0,98
1,96
1,99

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,29
1,41
1,27
0,98
1,28
1,26

1,00
1,72
2,59
0,15
0,73
3,01
0,64

1,00
6,17
8,57
1,30
1,09
8,57
8,38

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
2,24
1,28
1,95
1,27
1,90
1,89

1,00
3,05
3,04
1,97
1,09
2,72
2,71

1,00
3,16
2,75
2,66
1,27
4,96
2,03

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,48
1,45
1,33
1,17
1,80
1,66

1,00
1,83
1,82
1,12
1,27
2,18
2,09

1,00
2,50
2,45
1,55
1,30
1,67
1,25

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1,00
1,58
1,15
0,71
0,56
1,22
1,65

1,00
2,75
2,88
2,24
2,33
2,91
2,24

1,00
1,92
1,56
0,85
0,88
1,14
1,61

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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1,00
0,61
0,66
0,69
0,71
0,69
0,58

1,00
0,70
0,98
2,85
2,51
0,92
0,72

1,00
0,55
0,54
0,38
0,43
0,78
0,69

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00



ZMYND10
controle
azal
aza2
tsal
tsa2
azatsal
azatsa2

TUSC4
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
azatsal
azatsa2

TMEM115
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
azatsal
azatsa2

CACNA2D2
controle
azal
aza2
tsal
tsa 2
aza tsal

azatsa2

1,00
0,86
0,99
0,62
0,44
0,82
0,50

1,00
0,83
0,89
0,97
0,50
0,87
0,76

1,00
1,07
1,16
1,05
0,88
1,21
0,98

1,00
5,42
10,60
0,85
0,58
7,68
9,79

1,00
1,15
1,80
0,23
0,27
2,00
1,30

1,00
1,19
1,12
1,28
0,90
1,39
1,38

1,00
1,40
1,29
1,45
1,17
1,74
1,65

1,00
535
8,31
1,70
0,96
14,55
22,36

1,00
1,12
1,04
1,19
0,85
1,45
1,42

1,00
1,39
1,90
1,21
1,00
1,86
1,40
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