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Resumen

La metilacion anormal de promotores de genes supresores de tumor y reparadores de DNA es un proceso epigené-
tico que lleva a su silenciamiento transcripcional y es ademas un evento comun observado en cancer. DNMT3B es
una DNA metiltransferasa que se encuentra sobre-expresado en varios tipos de cancer y tumores primarios y es res-
ponsable de la metilacion anormal de genes relacionados con cancer. A pesar de que se conocen 5 genes como blan-
cos de DNMT3B, los elementos que explican la metilacion sitio-especifica estan actualmente en proceso de ser expli-
cados. En esta investigacion se pretende encontrar genes blancos de DNMT3B y analizar qué elementos en su region
promotora ademas de la presencia de islas CpG son elementos importantes para entender la relacion DNMT3B/gen
metilado. En ese sentido se pretende encontrar, secuencias comunes en promotores metilados y factores de la trans-
cripcion que formando complejo con DNMT3B en el promotor del gen blanco. Actualmente en este estudio, se tienen
como genes candidatos para el analisis de genes blanco de DNMT3B al gen reparador de DNA, MSH2 y al supresor
de tumor, CDKN2A, los cuales participan en procesos bioldgicos claves en el desarrollo de cancer como es repara-
cion del DNA, y regulacion del ciclo celular y la via de pS3 respectivamente. Ademas de contar con una isla CpG en
su promotor, estos dos genes son regulados por el factor de la transcripcion c-myc el cual es un factor que puede in-
teractuar con DNMT3B, formar complejo en su promotor y favorecer la metilacion de sus genes blanco.
Palabras clave: DNMT3B, cancer, metilacion

Abstract

Abnormal methylation of promoters of genes suppressors of tumor and repairers of DNA is an epigenetic pro-
cess that leads to its transcriptional silencing and is also a common event observed in cancer. DNMT3B is a DNA
methyltransferase that is over-expressed in several types of cancer and primary tumors and it is responsible for the
abnormal methylation of cancer-related genes. Although 5 genes are known as targets of DNMT3B, the elements that
explain site-specific methylation are currently in the process of being explained. This research aims to find white
genes of DNMT3B and analyze which elements in its promoter region besides the presence of CpG islands are im-
portant elements to understand the relationship DNMT3B / methylated gene. In that sense it is intended to find, com-
mon sequences in methylated promoters and factors of the transcription that forms complexed with DNMT3B in the
promoter of the target gene. Currently in this study, the DNA repair gene, MSH2 and the tumor suppressor,
CDKN2A, which participate in key biological processes in the development of cancer such as DNA repair, are candi-
dates for the analysis of DNMT3B target genes and regulation of the cell cycle and p53 pathway respectively. In
addition to having a CpG island in its promoter, these two genes are regulated by the c-myc transcription factor
which is a factor that can interact with DNMT3B, form a complex in its promoter and favor the methylation of its
target genes.
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Introduccion

La metilacion del DNA es un proceso epigenético im-
portante en la regulacion de la expresion de genes (Bird,
2002). La metilacion ocurre en las citosinas, en el contexto
de dinucleétidos CpG (Bestor, 2000), los cuales se agrupan
en regiones llamadas “islas CpG” en los promotores de
genes. Una isla CpG se define como una region de mas
200 pb con un contenido de G+C del 50% (Gardiner-
Garden y Frommer, 1987). Aproximadamente el 70% de
los promotores de genes humanos se asocian a una isla
CpG, entre los cuales se encuentran genes constitutivos,
oncogenes y genes supresores de tumor (Deaton y Bird,
2011). Se ha considerado a las islas CpG como una region
reguladora que tienen como caracteristica que no se en-
cuentran metilada en una célula somatica normal. Sin em-
bargo, durante el desarrollo de céncer las islas CpG de

enes involucrados en el control del ciclo celular (Rb, p!

K44 BRCAl,por citar algunos) son metilados anormal-
mente llevando a su silenciamiento transcripcional y dando
origen y progresion a procesos tumorales (Jones y Baylin,
2002).

Las DNA metiltransferasas (DNMTs) son las enzimas
responsables del establecimiento y mantenimiento de los
patrones de metilacion en el genoma. DNMT1 o DNMT de
mantenimiento, mantiene los patrones de metilacion duran-
te la replicacion del DNA (Jurkowska, Jurkowski y Jeltsch,
2011). Las DNMTs de novo (DNMT3A y DNMT3B)
tienen preferencia por los CpGs no metilados y establecen
los patrones nuevos de metilacion durante el desarrollo
embrionario (Chen, Ueda, Dodge, Wang, y Li, 2003) .
DNMT?3B esta sobre-expresada en muchos tipos de cancer,
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y es la principal DNMT que contribuye con el fenotipo
oncogénico a través del silenciamiento transcripcional de
genes supresores de tumor y reparadores de DNA por me-
tilacion (Esteller, 2007; Linhart, Lin, Yamada, Moran,
Steine, Gokhale, Lo, Cantu, Ehrich, He, Meissner, y Jae-
nisch,, 2007). Hasta ahora, se han identificado solo 5 genes
blanco de DNMT?3B los cuales tienen un papel importante
en la progresion de tumores (MTSS1, HOXBI13, Igf2,
Sfrp2 y MAL) (Linhart et al., 2007; Ghoshal, Motiwala,
Claus, Yan, Kutay, Datta, Majumder, et al., 2010; Fan,
Chen, Zhang, Quan, Su, Qiu, et al., 2012; Teneng, Tellez,
Picchi, Klinge, Yingling, Snider, Liu y Belinsky., 2014).
Sin embargo, los factores que regulan la metilacion sitio-
especifica por DNMT3B son poco claros e incompletos.
Existen evidencias que sefialan que la interaccion de
DNMTs con factores de la transcripcion (Di Croce, Vero-
nica, Raker, Corsaro, Fazi, Faretta y Fuks, 2002; Brenner,
Deplus, Didelot, Loriot, Viré, De Smet, Gutierrez., et al.,
2005; Hervouet, Vallette y Cartron., 2009, 2010), secuen-
cias comunes en promotores metilados (Handa y Jeltsch,
2005), secuencias que flanquean CpGs (Feltus, Lee, Coste-
llo, Plass y Vertino, 2006) y el contenido de CpGs en los
promotores de genes (Weber, Hellmann, Stadler, Ramos,
Paabo, Rebhan, Schubeler, 2007) puede dirigir la metila-
cion sitio-especifica de promotores de genes. En base a lo
anterior ¢ identificando que genes relacionados con el
desarrollo de cancer son regulados de forma negativa por
DNMT?3B (ademas de los ya reportados), tendremos herra-
mientas que nos ayudaran a entender de forma mas clara la
relacion DNMT3B/gen metilado, ya que conocer el papel
de la metilacion del DNA es esencial para entender el pro-
ceso de la enfermedad, en este caso el cancer. Ademas,

1741 1085

Genes Genes

subregulados

Figura 1. Cambio en la expresion de genes al sobre-expresar a DNMT3B en HaCaT. Se sobre-expreso a DNMTEB
en HaCaT para valorar mediante un microarreglo que genes son regulados negativamente por DNMT3B. De los
36764 genes del microarreglo de genoma humano completo H35K, 1741 genes fueron sobreregulados y 1085 subre-

gulados.
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Figura 2. Genes que disminuyeron su expresion al sobre-expresar a DNMT3B en HaCaT. De los 1085 genes subregula-
dos por DNMT?3B se hicieron 3 grupos en base al valor del Zscore.

esclarecer este proceso epigenético permitira la busqueda
de farmacos dirigidos contra DNMT3B, y asi inducir la
expresion de genes que se encuentren silenciados por meti-
lacién de su promotor en un tipo de cancer.

Material y métodos
Linea celular

Las linea celular humana HaCaT (Epidermal kera-
tinocyte cell line, human adult low calcium temperature)
se cultivaron con medio DMEM/F12 1:1 (Sigma-Aldrich)
suplementados con 10% de suero fetal bovino (FBS, PAA
Laboratories GmbH, Austria), 120 U/mL de penicilina
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Genes Down

(Penprocilin 800,000 U, Lakeside, México), 150 pg/mL de
estreptomicina (Sulfestrep, Pisa Laboratories, México) y
40 pg/mL de gentamicina (Schering Plough, México) y se
incubardn a 37°C con 5% de CO,.

Transfecciones

Para los experimentos de transfeccion alrededor de
665,000 células se sembraron en placas de 60 mm en el
medio correspondiente suplementado con 10% FBS. Las
células HaCaT fueron transfectadas transitoriamente usan-
do lipofectamina (Lipofectamine 2000 Invitrogen) con 3.5
pg del vector de expresion de DNMTB3 (pHMT3B) por 4
horas (el vector pHMT3B fue proporcionado por el Dr.

28
Genes sin Genes
isla CpG descartados

Figura 3. Total de genes con y sin isla CpG en su promotor. De los 252 genes con un Zscore de -2.00 a -6.8 se realiz6 el
analisis in silico para la busqueda de isla CpG en el promoto del gen. De estos, 151 genes presentan isla CpG y 73 genes

no presentan isla.
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Tabla 1. GO del proceso bioldgico de los genes con un Zscore de <-2.00 a -6.80 con isla CpG
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Nombre GO Genes de refe- Genes Esperado  Sub/sobre P Bonferroni

rencia Zscore<-

(Homosapiens) 200 a -

(21804) 6.80

(n=146)

Proceso biolégico
Proceso apoptotico (GO: 0006915) 697 5 4.67 + 1.00E00
Induccion de apoptosis (GO: 0006917) 228 2 1.53 + 1.00E00
Adhesion biologica (GO: 0022610) 890 3 5.96 - 1.00E00
Adhesion celular (GO:0007155) 890 3 5.96 - 1.00E00
Adhesion célula-célula (GO: 0016337) 506 2 3.39 - 1.00E00
Adhesion célula-matriz (GO: 0007160) 115 1 0.77 + 1.00E00
Organization cellular o biogénesis (GO: 1137 11 7.61 + 1.00E00
0071840)
Organizacion de la cromatina (GO: 257 3 1.72 + 1.00E00
0006325)
Proceso celular (GO: 0009987) 5952 48 39.85 + 1.00E00
Comunicacion cellular (GO:0007154) 3221 26 21.57 + 1.00E00
Seeiializacion célula-célula 835 5 5.59 - 1.00E00
Ciclo celular (GO:0007049) 1399 15 9.37 + 1.00E00
Meiosis (GO: 0007126) 100 1 0.67 1.00E00
Mitosis (GO: 0007067) 528 4 3.54 + 1.00E00
Regulacion del ciclo celular (GO: 0051726) 13 1 0.09 + 1.00E00
Proliferacion cellular (GO:0008283) 45 0.3 1.00E00
Segregaciéon de cromosoma (G0O:0007059) 181 1.21 1.00E00
Procesos del desarollo (GO: 0032502) 2846 23 19.06 + 1.00E00
Diferenciacion celular (GO:0030154) 93 1 0.62 + 1.00E00
Muerte (GO:0016265) 699 5 4.68 + 1.00E00
Muerte celular (GO:0008219) 697 5 4.67 + 1.00E00
Proceso metabolico (GO: 0008152) 8613 68 57.67 + 1.00E00
Recombinacion del DNA (GO: 0006310) 87 2 0.58 + 1.00E00
Reparacion del DNA (GO: 0006281) 191 2 1.28 + 1.00E00
Replicacion del DNA (GO: 0006260) 221 1 1.48 - 1.00E00
No clasificados 9422 52 63.09 - 1.00E00
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Daniel Hernandez Sotelo (UCQB-UAG)). Las células se
cosecharon 48 h postransfeccion y se realizd la extraccion
del RNA total mediante el kit de extraccion Direct-Zol
RNA miniPrep (Zymo Research). La integridad estructural
del RNA se confirmo por electroforesis en gel de agarosa
al 1% y se cuantifico (Nanodrop 2000).

Microarreglo

Para el analisis de la expresion de genes, se us6 un mi-
croarreglo con 36 764 genes del genoma humano
(Microarreglos de humano 35 K-Genoma completo). El
microarreglo se obtuvo y proceso en la unidad de Micro-
arreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM a
cargo del Dr. Jorge Ramirez. Para el analisis del micrarre-
glo se obtuvo el RNA total del orden de 30 pg de las célu-
las HaCaT que sobre-expresaron DNMT3B y de las célu-
las HaCaT no tratadas (control). Las muestras fueron mar-
cadas como C y P, la muestra C se marcé con el fluoréforo
Cy3, la P con el fluoréforo Cy5 y se hibridizo el chip
H35K. El andlisis estadistico de los resultados se hizo to-
mando como referencia la muestra marcada como C y co-
mo condicion experimental la muestra marcada como P. El
analisis de la expresion de genes fue realizado con el pro-
grama estadistico genArise, desarrollado en la Unidad de
Informatica del Instituto de Fisiologia Celular de la Uni-
versidad Auténoma Nacional de México [UNAM] para

evaluar el grado de variacion en la expresion génica (Z-
score). Con ese criterio, los genes con un valor de Zscore
mayor o menor a dos desviaciones estandar fueron los que
se consideraron expresados diferencialmente.

Analisis in silico

Seleccionamos los genes que de acuerdo a los datos del
microarreglo fueron subregulados por la sobre-expresion
de DNMT3B. De estos genes se realizo un analisis in sili-
co para buscar islas CpG en su promotor. Para lo cual se
obtuvo la secuencia completa del gen de la base de datos
Ensembl Genome Browser (Ensembl, 2015). Posterior-
mente se identificaron todos los sitios de inicio de la trans-
cripcion y se predijo el promotor de cada gen, se conside-
raron 3000 pb (2000 pb hacia el extremo 5" y 1000 pb al
37) relativo al sitio de inicio de la transcripcion usando el
programa ExPASy Bioinformatics Resource Portal (Swiss
Institute of Informatics [SIB], 2014)). Como primer crite-
rio de la seleccion de genes para nuestro analisis conside-
ramos aquellos que tuvieran isla CpG en su promotor
usando el programa MethPrimer (Plus CpG Island Predic-
tion) (Peking Union Medical College Hospital [PUMCH],
2014), los criterios para considerar una isla CpG fueron
una longitud de >200 pb, >50 GC% y una relacion espera-
da/observada de >0.6. Posteriormente se realiz6 un GENE
ONTOLOGY (GO) de todos los genes que tuvieron isla

Tabla 2. GO de la via de los genes con un Zscore de <-2.00 a -6.80 con isla CpG.

Nombre GO Genes de refe- Genes Zsco- Esperado  Sub/sobre P Bonferro-

rencia re<-2.00 a - ni

(Homosapiens) 6.80 (n=

(21804) 146))

Via

Via de senalizacion de PDGF 132 5 0.88 + 3.76E-01
Via feedback loops 2 de p53 47 3 0.31 + 7.16E-01
Via de p53 81 3 0.53 + 1.00E+00
Via de senalizacion de Wnt 297 2 1.99 + 1.00E+00
Via de seializacion de VEGF 58 3 0.39 + 1.00E+00
Via de Ras 73 2 0.49 + 1.00E+00
Via de Cinasa PI3 47 2 0.31 + 1.00E+00
Via de seializacion de integrina 175 3 1.17 + 1.00E+00
Via de seializacion de FGF 115 3 0.77 + 1.00E+00
Via de senalizacion del endotelio 79 2 0.53 + 1.00E+00
Via de senalizacion del receptor EGF 123 2 0.82 + 1.00E+00
Via de seializacion de de caderina 153 2 1.02 + 1.00E+00
Angiogénesis 152 4 1.02 + 1.00E+00
No clasificados 19446 122 130.21 - 1.00E+00
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Tabla 3. GO de genes con Zscore <-2.00 a -6.80 con isla CpG.

Simbolo del gen (ID) Z-score Proceso biolégico Via
1. TUBA4A (ENSG00000127824) -6.792568 Segregacion cromosomica, ciclo celular,
mitosis
2. RPS6KA3 (ENSG00000177189) -4.330745 Ciclo celular, comunicacion celular Via de Ras, Via de sefializa-
ciéon PDGF s
3. PAPLN (ENSG00000100767) -4.224023 Adhesion  célula-célula, adhesion célula-
matriz, adhesion celular, comunicacion celu-
lar
4. PGRMC1 (ENSG00000101856) -4.16715 Comunicacion celular
5. ECE1 (ENSG00000117298) -3.431365 Comunicacion cellular Via de sedalizacion en-
dotelial
6. ERBB3 (ENSG00000065361) -3.425798 Proliferacion celular, adhesion célula-célula,
proceso apoptotico, muerte celular, adhesion
celular
7. NSD1 (ENSG00000165671) -3.358409 Organizacion de la cromatina
8. PPM1B (ENSG00000138032) -3.191615 Comunicacion celular
CDK9 (ENSG00000136807) -3.128962 Cell cycle, cell communication, mitosis
9. SLC22A2 (ENSG00000112499) -3.04728 Comunicacion cellular, sefalizacion célula-
célula
10. FGF4 (ENSG00000075388) -2.948159 Ciclo cellular, comunicacion celular Via de FGF
11. DBF4 (ENSG0000016169) -2.721753 Ciclo celular
12. ADIPOR1 (ENSG00000159346) -2.71476 Comunicacion celular
13. GNG3 (ENSG00000162188) -2.69523 Comunicacion celular Via de sefializacion de Wnt
14. CDKN2A (ENSG00000147889) -2.693064 Ciclo celular Via de p53
15. PDE10A (ENSG00000112541) -2.611827 Comunicacion celular
16. MSH2 (ENSG00000095002) -2.515924 Regulacion del ciclo celular, ciclo celular,
reparacion DNA, recombinacion de DNA,
Meiosis
17. CDH2 (ENSG00000170558) -2.503473 Via de sefializacion de Wnt,
via de sefalizacion de cade-
rina
18. VEGFC (ENSG00000150630) -2.387484 Ciclo cellular, comunicacion celular
19. CBX8 (ENSG00000141570) -2.320587 Organizacion de la cromatina, proceso apop-
totico
20. RCCD1 (ENSG00000166965) -2.300347 Ciclo celular, mitosis
21. SPRY2 (ENSG00000136158) -2.273044 Comunicacion celular Sefializacion del receptor
EGF, senalizacion de FGF
22. PABPC5 (ENSG00000174740) -2.261433 Ciclo celular, replicacion del DNA
23. RBL1 (ENSG00000080839) -2.258828 Ciclo cellular Via feedback loops 2 p53
24. PIK3R2 (ENSG00000105647) -2.235933 Comunicacion celular Via de sefializacion de inte-
grina, via de p53, via
feedback loops 2 de p53,
sefializacion de VEGF, via
PI3 cinasa, Angiogénesis,
sefializacion de PDGF
25. BRAFF (ENSG0000015) -2.217979 Ciclo celular, comunicacion celular, induc- Via de sefializacipon de
cion de apoptosis integrina, via de VEGF, via
de Ras, Angiogénesis, via
de PDGF
26. TAC3 (ENSG00000166863) -2.217151 Comunicacion celular
27. TOM1L1 (ENSG00000141198) -2.190353 Comunicacion cellular
28. PTK2 (ENSG00000169398) -2.15297 Proliferacion celular, diferenciacion celular, Via de sefializacion de inte-

adhesion celular, comunicacion celular, pro-
ceso apoptotico, sefializacion célula-célula

grina, VEGF, y angiogéne-
sis
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Tabla 3. GO de genes con Zscore <-2.00 a -6.80 con isla CpG (Cont..)

29. ATR (ENSG00000175054) -2.142932 Ciclo celular, comunicacion celular, organi- Via de p53 y via feedback
zacion de la cromatina, apoptosis, reparacion  loops 2 de p53
de DNA, recombinacion de DNA, inductor
de apoptosis
30. SH3GL1 (ENSG00000141985) -2.129474 Comunicacion celular y sefializacion célula-
célula
31. UBE2Z (ENSG00000159202) -2.121392 Segregacion cromosomica, ciclo celular,
mitosis
32. OLFM3 (ENSG00000118733) -2.112171 Comunicacion celular
33. TTC7A (ENSG00000068724) -2.100998 Comunicacion celular
34. VAV3 (ENSG00000134215) -2.095619 Comunicacion celular Via de senalizacion de
PDGF
35. FGF2 (ENSG00000138685) -2.028312 Comunicacion celular, sefializacion célula- Via de sefalizacion de
célula FGF, Angiogénesis
36. MEGF11 (ENSG00000157890) -2.021867 Comunicacion celular
37. ELK4 (ENSG00000158711) -2.007778 Ciclo cellular, comunicacion cellular Via de sefalizacion de
PDGF

CpG, para tener una vision general en que procesos biolo-
gicos o vias participan y poder seguir haciendo la discrimi-
nacion de genes usando el programa PANTHER classifica-
tion system (Gene Ontology Consortium, 2014). En este
caso seleccionamos aquellos genes que tuvieran que ver
con procesos o vias que favorecen el desarrollo de cancer.
Finalmente se hizo una busqueda bibliografica para valorar
si los genes seleccionados tienen relacion con su silencia-
miento transcripcional por metilacién de su promotor o si
tienen alguna relacion en el desarrollo de cancer (National
Center for Biotechnology Information [NCBI], 2014).

Resultados

Andalisis de expresion de genes

Con el fin de buscar genes blancos de DNMT3B, se
realizé un ensayo de sobreexpresion de DNMT3B en la

8, 5%, 3%

11, 7%, 5%

linea celular HaCaT y un analisis de cambio de la expre-
sion de genes a base de un microarreglo. Los posibles
genes blanco de DNMT3B se eligieron a base de los
siguientes criterios: 1) Genes que disminuyan su expre-
sion segun los datos del microarreglo, 2) los genes pre-
sentaron una isla CpG en su promotor, 3) segun el gene
ontology los genes estan dentro de funciones en proce-
sos biologicos o en vias que tienen que ver con el desa-
rrollo de cancer, y 4) existe algin antecedente de regula-
cion por metilacion o estar involucrados en el desarrollo
de alglin tipo de cancer. En base a lo anterior el analisis
del microarreglo H35K nos indicdé que de los 36 764
genes que tiene, 1741 se encontraron sobreregulados y
1085 subregualdos (véase figura 1). Se realizaron 3 gru-
pos de genes en base a su Zscore: Zscore <-1.50 a -1.99,
Zscore <-2.00 a -2.99 y Zscore <-3.03 a -6.80 (véase
figura 2). Seleccionamos los genes con un Zscore <-2.
00 a -6.80 para el analisis de las islas CpG en su promo-

Proceso celular (GO: 0009987)
Localizacion (GO: 0051179)

Proceso apoptético (GO: 0006915
Reproduccion (GO: 0000003)
Regulacién Biol6gica (GO: 0065007)
Response to stimulus (GO: 0060896)

Procesos del desarrollo (GO: 0032502)

Procesos multicelulares del organismo

23, 15%, 10% (GO: 0032501)
4, 3%, 2%
5, 3%, 2% Adhesion celular (GO: 0022610)
11, 7%, 5% 3, 2%, 1% )
Procesos metabélicos (GO: 0008152)
24, 15%, 10%

24, 15%, 10% 9, 6%, 4%

Procesos del sistema inmune (GO: 0002376)

Organizacion celular o biogénesis (G0:0071840)

Figura 4. Gene ontology (GO): Distribucion en la ontologia del Proceso biologico de los genes que disminuyeron su ex-

presion (Zscore -2.00 a -6.80).
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Tabla 4. Referencias bibliograficas de analisis de metilacion relacion con cancer de genes con Zscore <-2.00 a -6.80 con isla CpG

(candidatos a analisis de metilacion).

Simbolo del gen (ID) Z-score Proceso biolé- Via Antecedente con cancer o metila- Regulados
gico cion por c-myc
1. ECE1 -3.431365 Comunicacion Sefalizacion Funke-Kaiser et al. (2003). En la  Sin dato
(ENSG00000117298) cellular endotelial isoforma ECE-1c.
2.NSD1 -3.358409  Organizacion de Berdasco et al. (2009). Human neu-  Sin dato
(ENSG00000165671) la cromatina roblastoma and glioma cell
3. SLC22A2 -3.04728 Comunicacion Aoki et al. (2008) is regulated by  Sin dato
(ENSG00000112499) celular, senali- DNA methylation in Kidney
zacion  célula,
célula Yang et al. (2012) Renals tumors:
the epigenetic suppression of the
organic cation transporters in Tsc-
associated mouse renal tumours
may contribute to the lack of re-
sponse to metformin treatment.
4. FGF4 -2.948159 Ciclo  celular, Via de sefali- Hartmann et al. (2009). DNA Meth-  Sin dato
(ENSG00000075388) comunicacion zacion de FGF  ylation Markers Predict Outcome in
celular Node-Positive
5. CDKN2A -2.693064  Ciclo cellular Via de p53 Bilgrami et al. (2014); Guerrero- Si
(ENSG00000147889) Preston et al. (2014); Liau et al.
(2014); Mishra et al. (2010); Chiaki
Banzai. et al. (2013). Mishra et al.
(2010), prostate cancer cell lines;
Loss et al. (2010) in breast cancer
cell line
6. MSH2 -2.515924  Regulacion del Hinrichesen et al. (2014); Gomes et Si
(ENSG00000095002) ciclo  cellular, al. (2014); Ling et al. (2012).
ciclo ceular,
reparacion y
recombinacion
de DNA, Meio-
sis
7. CDH2 -2.503473 Via de sefiali- Yamashita et al. (2006), methylation ~ Sin dato
(ENSG00000170558) zacion de Wnt  -silenced genes in gastric cancer cell
y caderina lines; Kober et al. (2011) genes
hypermethylated in colorectal can-
cer.
8. VEGFC -2.387484  Ciclo cellular y Dai W, et al. (2013), ovarian can-  Sin dato
(ENSG00000150630) comunicacion cer.
celular
9. CBX8 -2.320587  Organizacion de Geng et al. (2012), in NSCLC. Sin dato
(ENSG00000141570) la cromatina y
proceso apoptod-
tico
10. SPRY2 -2.273044  Comunicacion de sefializacion  Velasco et al. (2011), methylation in ~ Sin dato
(ENSG00000136158) cellular del receptor de  endometrial carcinoma.
EGF y FGF
McKie et al. (2005), methylation in
prostate cancer.
11. RBL1 -2.258828  Ciclo celular Via feedback Mishra DK., et al. 2010 (prostate Sin dato
(ENSG00000080839) loops 2 de p53  cancer cell lines)
12. TOM1L1 -2.190353  Comunicacion Bocklandt et al. (2011). DNA emth-  Sin dato
(ENSG00000141198) celular ylation patterns change with in-
creasing age.
13. VAV3 -2.095619  Comunicacion Via de sefiali- Loss et al. (2010) in breast cancer Sin dato
(ENSG00000134215) celular zacion de cell line.
PDGF
14. FGF2 -2.028312  Comunicacion Via de FGF y Sin dato Sin dato
(ENSG00000138685) celular y comu- Angiogénesis

nicacion célula-
célula
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tor. Con este criterio se tienen 252 genes, de los cuales 151
presentan isla CpG, 73 no presentan isla CpG en su pro-
motor y se descartaron 28 genes debido a que no se encon-
tr6 la secuencia del gen en la base de datos (véase figura
3). Los genes que presentan isla CpG pueden indicar que
la disminucion de su expresion se debid probablemente a
la metilacion del promotor por DNMT3B.

Gene ontology (GO)

Antes de realizar la ontologia de los genes con islas
CpG, se realiz6 la ontologia de los 252 genes que disminu-
yeron su expresion utilizando el programa Panther. De
manera general se encontrd, que los genes se encuentran
distribuidos en diferentes procesos bioldgicos, como es:
procesos celulares (50/32%), localizacion (23/ 15%) , pro-
ceso apoptotico (5/3%), reproduccion (3/2%), regulacion
biologica (24/15%), respuesta a estimulos (9/6%), proce-
sos del desarrollo (24/15%), procesos multicelulares
(11/7%) , adhesion bioldgica (4/3%), procesos metabolicos
(71/45%), sistema inmune (8/5%) y organizacion celular
(11/7%) (véase figura 4). En cuanto a las vias, los genes se
distribuyeron en vias como: la via de sefalizacion de
PDGF, FGF, p53, Ras, Wat, ésta ultima por ejemplo tienen
un papel importante en los procesos de regulacion, diferen-
ciacion, proliferacion y muerte celular (véase figura 5).
Cabe mencionar que algunos genes se encontraban en mas
de un proceso bioldgico o via de sefializacion. Posterior-
mente valoramos la funcién bioldgica y vias de los 151
genes con isla CpG para identificar la categoria ontologica
sobre-representada por cada gen (véanse tabla 1 y 2). En
base a los datos anteriores, se buscaron que genes eran los
que representaban las vias y procesos bildégicos menciona-
dos anteriormente (véase tabla 3), de esta manera seleccio-

2, 1%, 3%

1, 1%, 1%

2, 1%, 3%

2,1%, 3%

namos un total de 37 genes, los cuales su valor de Zscore
iba de <-2.00 a -6.79.

Genes candidatos

De los 37 genes seleccionados, se realizé una busqueda
bibliografica para continuar con la eliminacién de los ge-
nes, se consideraron dos criterios en este caso, el primero
era que ya haya un antecedente de analisis de metilacion
para los genes o bien que tuvieran alguna relacion con el
desarrollo y/o progresion de algln tipo de cancer. En este
sentido seleccionamos 14 genes (véase tabla 4). Actual-
mente se tienen considerados a dos genes como posibles
candidatos para los futuros analisis de metilacién y como
genes blancos de DNMT3B en nuestro analisis, considera-
dos en base al criterio de presentar isla CpG en su promo-
tor, participar en procesos bioldgicos importantes para el
desarrollo de cancer, y tener antecedentes de ser regulados
por metilacion de su promotor. Los posibles genes candi-
datos son: MSH2, un reparador de DNA y CDKN2A, un
supresor de tumor. Cabe mencionar que la lista puede au-
mentar considerando otros criterios. Cabe mencionar tam-
bién que como en el estudio se pretende buscar interaccion
de DNMT3B con factores de la transcripcion que regulen
los genes candidatos, existe la evidencia de que MSH2 y
CDKN2A son regulados por el factor de la transcripcion c-
myc, actualmente se sabe que este factor de la transcrip-
cion es capaz de formar complejo con DNMT3B en la re-
gion promotora de sus genes blanco favoreciendo la meti-
lacion del gen y por tanto su silenciamiento transcripcio-
nal. En este sentido, este criterio hace de estos genes sean
seleccionados para futuros analisis, ademas de que su si-
lenciamiento transcripcional por metilacion de su promotor
es alta en diversos tipos de canceres.

Via de sefializacion de integrinas (P00034)

Via de p53 (P00059)

Via feedback loops 2 de p53 (P04398)

Via de sefalizacion de Wnt (P00057)

Via de seifializacion de VEGF (P00056)
Via de Ras (P04393)

Via de seiializacion de FGF (P00021)

Via de seiializacion endotelial (P00019)
Via de sealizacion del receptor EGF (P00018)
Via de cinasa P13 (P00048)

Via de sefializacion de PDGF (P00047)
Via de seiializacion de caderina (P00012)

Angiogénesis (P00005)

ECDEENEEEEEEN

Figura 5. Gene ontology (GO). Distribucion en la ontologia de via de los genes que disminuyeron su expresion (Zscore -

2.00 a -6.80).
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Discusion y conclusion

La seleccion de los genes que son metilados en cancer
es un proceso complejo. En la actualidad conocemos que
el numero de CpGs presentes en un promotor, la presencia
de secuencias especificas y los factores de la transcripcion
presentes en dicho promotor son los elementos que nos
ayudan a entender que genes son metilados. El conocer a
mayor profundidad los elementos que regulan la metila-
cién anormal puede generar oportunidades terapéuticas
para algunos tipos de cancer humano y para entender me-
jor el papel de la metilacion del DNA en distintos proce-
sos biologicos. El gen reparador de DNA (MSH2) y a un
supresor de tumor (CDKN2A) parecen ser posibles genes
blanco de DNMT3B para la busqueda y andlisis de los
elementos mencionados anteriormente y esclarecer si to-
dos estos elementos en conjunto pueden explicar el hecho
de que DNMT3B seleccione sus genes blancos llevando a
la metilacion sitio especifico.
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