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Resum del projecte: cal adjuntar dos resums del document, I'un en anglés i I'altre en la llengua del document, on
s'esmenti la durada de l'accio

Resum en la llengua del projecte (maxim 300 paraules)

La demetilasa d'histones JMJD3 (Jumoniji domain containing protein 3), és un enzim capag de demetilar especificament
la lisina 27 a la histona 3 (H3K27), eliminant aixi una marca epigenética relacionada amb la repressié transcripcional
(Xiang et al 2007, Hong et al 2007). Recentment s’ha descrit que esta implicada en el manteniment de la pluripoténcia de
les cél-lules mare embrionaries (ESCs) (Lu et al 2010). A més, també s’ha demostrat el seu paper en la regulaci6 de
processos fisiologics d'inflamacio (De Santa et al Cell 2007), de reprogramacio epigenética (Shaw et al 2009, De Santa et
al 2009) i de diferenciacio (Sen et al 2008, Jepsen et al 2007), aixi com en la progressi6 del cancer de colon (Pereira et al
2011).

En aquesta linia, resultats previs del grup han demostrat que I'expressié de JMJD3 esta regulada per TGFR, en linies
cel.lulars derivades de glioma (Bruna et al 2007).

Tenint en compte aquests antecedents, I'objectiu principal d’aquest projecte ha estat estudiar el paper de la JMJD3 en la
regulaci6 epigenética de la progressié tumoral induida per TGFR.

Els nostres resultats demostren que I'expressié de JMJD3 en cél.lules A549, derivades d’'un adenocarcinoma de pulmeé,
es veu fortament induida després d'un tractament amb TGFRB. Aquest augment es produeix rapidament i es manté
almenys 48 hores, temps en el que té lloc la transicié epitelio-mesenquimal (EMT). Per tal d'estudiar el paper de la
JMJD3 en aquest procés de transdiferenciaci6, vam generar linies cel.lulars estables mitjangant la infeccié amb vectors
lentivirals que expressaven shRNAs especifics contra la seva seqiéncia. El knockdown de JMJD3 va bloguejar
significativament I'expressié de marcadors mesenguimals, tant a nivell de RNA com de proteina en preséncia de TGFR.
Aguests resultats suggereixen que la demetilasa d’histones JMJD3 té un paper clau en la regulacié de la EMT induida
per TGFR.

Resum en anglés (maxim 300 paraules)

JMJD3 (Jumoniji domain containing protein 3) is a histone demethylase. It specifically removes the trimethyl group from
lysine 27 in the histone 3 (H3K27), an epigenetic mark related to transcriptional inhibition (Xiang et al 2007, Hong et al
2007). Recently it has been shown to be involved in maintaining hESC pluripotency (Lu et al 2010). Furthermore, it is
implicated in the regulation of physiclogical processes such as inflammation (De Santa et al Cell 2007), epigenetic
reprogramming during wound healing (Shaw et al 2009, De Santa et al 2009) and differentiation (Sen et al 2008, Jepsen
et al 2007), and also in tumor progression (Pereira et al 2011).

Previous data from our lab showed that JMJD3 expression is regulated by TGFR in cell lines derived from human glioma
(Bruna et al 2007).

Considering all this, the main objective of this project was to study the role of JMJD3 in the epigenetic regulation of tumor
progression induced by TGFR.

Our results show that JMJD3 expression in A549 cells, which are derived from human lung adenocarcinoma, is highly
induced upon TGFR treatment. This increase occurs rapidly and is maintained at least 48 hours, while the epithilium-
mesenchymal transition (EMT) takes place. In order to study the role of JMJD3 in this transdifferentiation process, we
generated stable cell lines by infection with lentiviral vectors that contained shRNAs specifically directed against its
sequence.
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Resum en anglés (maxim 300 paraules) — continuacio -.
Knockdown of JMJD3 significantly blocked the expression of mesenchymal markers, at the RNA and protein level. These
results suggest that JMJD3 has a key role in the regulation of the TGFR-induced EMT.

2.- Memoria del treball (informe cientific sense limitacié de paraules). Pot incloure altres fitxers de
qualsevol mena, no més grans de 10 MB cadascun d'ells.

Resultats
1. El tractament amb TGFB indueix un augment en I’expressié de JMJD3.

A 2007, estudis realitzats al grup del Dr. Seoane van posar de manifest que
I’expressi6 de JMJID3 estava regulada pel tractament amb TGFB en la linia cel.lular
U373, derivada d’un gliobastoma huma (Bruna et al 2007). Tenint en compte aquest
fet, vam decidir investigar si aquesta regulacié també es produia en altres linies
tumorals. En concret, vam triar les cél-lules A549, derivades d’un adenocarcinoma
huma de pulmé, per la seva capacitat de resposta a aquest tractament.

Amb aquest proposit, i mitjangant la técnica de PCR quantitativa (qQPCR), vam
analitzar els nivells d’expressié del gen JMJD3 en céllules A549. Com es pot
observar a la figura 1A, el tractament amb TGFB induia un potent increment en la
seva expressio després de 4 hores. Aquest augment desapareixia en preséncia d’un
inhibidor de la via, demostrant aixi la seva especificitat (Fig 1A), i també quan es
bloquejava I’expressié6 de Smad4 mitjangant la transfecci6 amb siRNA (Fig 1B),
posant de manifest que es tractava d’un efecte directe.

Paral-lelament vam analitzar 1’expressio de la metil-transferasa Ezh2, encarregada
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d’afegir els grups metil a la H3K27, i per tant de contrarrestar els efectes de la

JMIJID3. Com s’observa a la Figura 1C, en aquest cas el tractament amb TGFB no

regula la seva expressio.

2. L’increment en I’expressié de JMJD3 produit per TGFB és sostingut durant el
procés de transicié epitelio-mensenquimal (EMT).

Després de comprovar que el tractament amb TGFB induia I’expressio de JMJID3
en les cél-lules A549 a temps curts (4 hores), vam decidir estudiar si aquest augment
es mantenia en el temps o era un efecte puntual. Amb aquest proposit vam extreure
RNA de cel-lules A549 tractades amb TGFB a diferents temps, (en concret: 1 hora, 2
hores, 4 hores, 8 hores, 16 hores, 24 hores, 32 hores i 48 hores) i vam analitzar
I’expressié de JMJD3 mitjangant qPCR. Com mostra la figura 2A, I'increment es
produia molt rapidament, després d’una hora de tractament, i es mantenia durant
almenys 48 hores, temps en el que té lloc la EMT, com es demostra amb la
disminuci6 dels nivells protéics del marcador epitelial cadherina E (Figs 2A i 2B).

Paral-lelament vam analitzar I’expressié de la demetilasa d’histones Utx, membre
de la mateixa subfamilia de Jumonj-domain containing proteins que la JMJD3, 1 per
tant, també capag de treure els grups metil a la H3K27. Com s’observa a la figura 2C,

en aquest cas el tractament amb TGFB no regula la seva expressio (Fig 2C).

3. El knockdown de JMJD3 bloqueja la transici6 epitelio-mesenquimal.

Per tal d’estudiar el paper de la JMJID3 en el procés de EMT, vam generar una linia
cel lular estable, en la que la seva expressio estava fortament disminuida mitjangant la
infeccié de cél-lules A549 amb vectors lentivirals que expressaven shRNAs especifics
contra la seva seqiiéncia (a partir d’ara shIMJD3). Paral-lelament, es va generar una
altra linia cel-lular que expressava un shRNA que no inhibia I’expressié de JMID3 (a
partir d’ara shControl).

Un cop generades, les linies shJMJD3 i shControl, juntament amb les A549
salvatges, es van cultivar el preséncia i en abséncia de TGFB durant 2 dies, recollint
RNA a les 6 hores, a les 24 hores i a les 48 hores. A més a més, també es va recollir
proteina al final del tractament. Després de comprovar per qPCR I’eficéncia de la
inhibici6 del shRNA contra JMJD3 fins i tot en preséncia de TGFB (Fig 3A), va

analitzar mitjangant la mateixa técnica els nivells d'expressi6 de dos gens
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mesenquimals com sén la fibronectina i la vimentina. Com es pot veure a les figures
3B i 3C, el knockdown de JMID3 produia una important disminucié en l'expressié
d'aquests dos gens marcadors de EMT, en condicions basals i en preséncia de TGFB
(Fig 3B 1 3C). A més, Aquesta reduccio, no només tenia lloc a nivell de RNA, sind
que també es produia a nivell de proteina (Fig 3D).

Aquests resultats suggereixen que la demetilasa d’histones JMJD3 té un paper

clau en la regulaci6 de la EMT induida per TGFB.
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