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Table 1. Relative quantification of drug induced gene re-expression in the independent biological replicas (indicated by numbers 1 and 2). The qPCR assays were performed
in a 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. For each gene and cell line, the results are expressed as fold change relative to the respective reference (untreated controls).



RELATIVE EXPRESSION LEVELS (FOLD CHANGE)

CELL LINES
GENES o3 184A1 18485 BT-20 BT474 BT483 BT-549 Hs578T MCF10A MCFr Moo MO o O o . e ihat; SKBR3 T4 ZRI530  ZR75
treatments
SEMAB3B
(untrfz:tf:jizﬁime) 100 1.00 1.00 100 1.00 100  1.00 1.00 .00 1.00 100 100 1.00 1.00 100  1.00 1.00  1.00 1.00 1.00
5-Aza-dC 1 261 088 098 363 308 108 133 073 743 169 034 350 214 122 582 168 392 135 0.43 10.39
5-Aza-dC 2 306 1.03 118 564 244 1.8  1.62 077 345 147 034 393 260 229 772 178 224 133 0.54 10.14
TSA 1 046 1.08 015 143 111 125 134 066 092 112 047 111 068 120 219 070 2091 1.06  0.44 1.45
TSA 2 068 129 015 165 108 093 147 066 1.13 076 043 113 071 127 195 0.83 4653 1.0  0.14 1.38
5-Aza-dC+TSA1 139 118 1.65 322 291 128 1.79 071 3.8 086 066 485 1.83 235 688 250 361 179  0.90 5.13
5-Aza-dC+TSA2 138 1.07 123 3.13 285 146 149 064 332 131 072 563 211 1.74 533 216 204 174  0.65 5.46
HYAL3
(untrfz:tf:jigﬁime) 100 1.00 1.00 100 1.00 100  1.00 1.00 .00 1.00 100 100 1.00 1.00 100  1.00 .00 1.00 1.00 1.00
5-Aza-dC 1 1.09 254 115 125 115 217 152 187 113 088 368 202 165 170 19 1.87 161 136  0.72 438
5-Aza-dC 2 121 251 123 178 124 196 154 1.55 1.01  1.14 440 284 178 227 190 210 1.17 124 071 3.21
TSA 1 095 1.78 032 141 099 130 1.17 134 067 149 154 183 069 123 103 081 265 091 1.63 1.06
TSA 2 093 08 084 104 090 1.09 1.24 .15 075 0.7 .10 158 069 1.08 1.15 096  1.14  0.89 1.15 0.73
5-Aza-dC+TSA1  1.17 268 1.04 504 1.05 251 207 283 094 086 335 278 141 1.83 426 191 155 1.11 1.07 1.98
5-Aza-dC+TSA2 090 253 120 3.67 093 230 199 2.11 1.06 099 313 326 137 199 132 182 098  1.01 1.27 1.12
HYALI
(untrfz:tf:jigﬁime) 100 1.00 1.00 100 1.00 100  1.00 1.00 .00 1.00 100 100 1.00 1.00 100  1.00 .00 1.00 1.00 1.00
5-Aza-dC 1 12426 63.79 7.01 544 2565 5566 557 8438 30.69 1233 777 2149 237 1727 89.89 562 1124 847 3.58 32.07
5-Aza-dC 2 127.88 61.85 791 529 2373 5426 571  98.07 3101 750  6.88 2544 236 1443 4905 816 327  8.63 3.35 27.76
TSA 1 123 092 173 394 063 161 119 044 205 159 511 09 053 058 117 242 1065 1.52 1.65 0.62
TSA 2 121 121 147 285 142 146  0.89 077 166 183 .10 063 053 063 097 415 1.00 146  2.89 0.43
5-Aza-dC+TSA 1 126.63 58.89 8.10 5857 5845 4326 7.67 10679 41.77 889  6.67 2275 132 2694 14225 693  13.80 9.01 422 2037
5-Aza-dC+TSA 2 68.82 4435 828 29.82 4630 39.88 679 10601 36.88 1584 675 3429 196 2575 4403 1234 265  7.02 3.72 15.81
HYAL?2
(untrfz:tf:jigﬁime) 100 1.00 1.00 100 1.00 100  1.00 1.00 .00 1.00 100 100 1.00 1.00 100  1.00 .00 1.00 1.00 1.00
5-Aza-dC 1 121 137 118 1.19 119 141 129 229 183 131 135 103 124 051 1.99  1.05 171 148 061 1.58
5-Aza-dC 2 128 133 125 111 127 136 133 199 174 124 150 117 137 070 1.68 098  1.10 145 0.66 1.15
TSA 1 098 1.03 1.84 107 097 127 129 124 101 134 104 08 072 079 116 122 178 133 0.69 0.71
TSA 2 068 1.00 135 109 080 123 122 1.08 095 102 08 091 071 072 120 1.00 156 117 071 0.56



5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
TUSC2

Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
RASSF1

Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
ZMYNDI10

Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
NPRL2

Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
TMEM115

1.38
0.71

1.00

1.14
0.98
0.94
0.59
1.48
0.43

1.00

0.92
0.86
0.86
0.61
0.99
0.34

1.00

0.96
1.03
0.62
0.55
0.86
0.54

1.00

0.87
0.86
0.96
0.58
0.90
0.82

1.24
1.26

1.00

2.09
2.62
1.07
1.01
2.61
2.37

1.00

1.35
1.35
1.09
1.29
1.77
1.69

1.00

1.11
1.70
0.23
0.29
1.88
1.27

1.00

1.20
1.14
1.25
0.95
1.41
1.43

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

1.00

1.54
1.61
1.46
1.63
1.13
1.10

1.00

1.13
1.06
1.29
1.06
1.99
1.99

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

1.00

4.55

7.64
12.36
24.73
56.26
47.86

1.00

1.57
1.91
1.18
1.10
2.23
1.81

1.33
1.49

1.00

1.35
1.18
1.18
0.91
1.06
1.10

1.00

1.29
1.24
0.90
0.72
1.02
0.93

1.00

1.13
1.28
0.91
0.79
0.67
0.50

1.00

0.98
0.92
0.80
0.78
0.76
0.77

1.26
1.40

1.00

1.55
1.44
1.15
0.90
1.36
1.30

1.00

0.93
0.93
1.56
1.03
0.89
0.80

1.00

0.92
0.93
0.98
1.06
0.53
0.59

1.00

0.85
0.93
1.18
1.02
1.01
0.89

1.77
1.92

1.00

1.78
1.71
2.26
2.33
4.32
3.77

1.00

2.10
2.09
1.61
1.36
3.27
3.23

1.00

1.51
1.53
1.43
1.62
2.07
1.95

1.00

1.57
1.34
1.24
0.89
1.22
1.23

2.22
2.20

1.00

3.86
3.56
0.77
1.07
3.78
3.78

1.00

2.82
2.72
1.58
1.24
3.09
2.80

1.00

1.01
0.90
1.14
0.97
1.29
1.29

1.00

1.21
1.72
1.12
1.05
1.56
1.14

1.37
1.53

1.00

1.43
1.67
1.14
0.94
1.04
1.04

1.00

3.08
1.93
0.99
0.89
1.30
1.32

1.00

0.99
0.97
0.76
0.64
0.57
0.62

1.00

231
1.68
1.10
0.85
1.36
1.47

0.51
0.83

1.00

1.44
1.49
1.36
1.13
0.51
0.77

1.00

1.11
1.23
1.29
0.79
0.56
0.58

1.00

0.43
0.16
0.58
1.00
0.59
0.76

1.00

1.12
0.95
1.23
0.99
0.99
1.03

1.67
1.65

1.00

2.01
3.92
1.22
0.67
3.14
1.24

1.00

2.80
3.18
1.80
1.21
4.33
2.50

1.00

1.66
1.32
2.29
1.86
2.11
2.08

1.00

1.39
1.38
0.97
1.04
1.08
1.13

0.91
0.67

1.00

1.32
1.47
0.91
0.85
2.08
1.68

1.00

1.52
3.01
1.24
0.99
1.24
2.62

1.00

2.51
2.34
1.53
1.59
2.05
2.57

1.00

1.01
1.21
0.97
0.87
2.01
1.48

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

1.59
1.77
0.92
0.91
1.17
0.78

1.00

1.28
1.41
0.83
0.82
1.36
1.45

0.62
0.49

1.00

1.60
2.36
0.84
1.25
291
2.23

1.00

3.13
4.00
0.84
0.83
7.46
5.29

1.00

5.23
7.66
0.72
1.26
8.91
6.00

1.00

2.14
2.62
1.14
1.34
2.84
2.76

2.50
1.37

1.00

1.91
1.65
1.23
1.21
1.54
0.62

1.00

1.99
2.86
1.13
1.03
2.22
2.22

1.00

1.27
1.29
1.33
1.27
1.17
0.89

1.00

1.66
1.55
1.29
1.43
1.82
1.34

1.13
1.03

1.00

1.40
1.84
0.15
0.76
2.75
0.70

1.00

2.22
5.54
1.17
1.02
6.77
4.20

1.00

0.74
0.82
1.26
1.30
2.50
2.02

1.00

1.22
1.34
1.15
1.19
1.82
1.77

1.49
1.77

1.00

2.16
2.32
1.74
1.26
1.92
2.27

1.00

243
2.34
2.46
1.56
3.68
1.90

1.00

3.37
3.02
5.40
1.45
3.79
1.64

1.00

33.01
1.78
4.30
1.46
3.13
1.70

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

1.00

1.28
1.27
1.20
1.22
0.71
1.00

1.00

1.03
1.16
0.96
1.16
1.49
1.55

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

1.00

0.76
0.80
4.73
5.29
2.01
1.02

1.00

0.83
1.26
2.89
2.45
0.95
1.00

1.22
1.65

1.00

2.75
2.88
2.24
2.33
291
2.24

1.00

1.92
1.56
0.85
0.88
1.14
1.61

1.00

1.88
2.12
1.57
1.43
2.69
2.30

1.00

2.63
2.70
2.52
2.25
2.05
1.50



Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2
CACNA2D?2

Reference
(untreated cell line)

5-Aza-dC 1
5-Aza-dC 2
TSA 1
TSA 2
5-Aza-dC+TSA 1
5-Aza-dC+TSA 2

1.00

1.04
1.08
1.00
0.97
1.10
0.96

1.00

6.13
11.06
0.84
0.70
7.84
10.99

1.00

1.26
1.29
1.34
1.11
1.56
1.44

1.00

5.06
7.47
1.64
0.95
13.09
21.29

1.00

1.07
1.08
0.80
0.85
1.23
1.31

1.00

2.43
2.34
0.46
0.69
2.44
1.81

1.00

1.23
1.46
1.92
1.66
2.37
2.08

1.00

1.17
1.67
1.72
1.82
2.36
2.59

1.00

1.15
1.18
0.98
0.98
1.21
1.18

1.00

0.67
0.55
0.94
0.97
0.42
0.48

1.00

1.00
1.03
1.16
1.09
1.22
1.13

1.00

8.07
8.41
2.36
1.36
10.71
10.45

1.00

1.12
1.12
1.06
0.87
1.08
1.11

1.00

2.23
3.09
1.82
1.62
2.64
4.23

1.00

1.17
1.17
0.81
1.04
1.24
1.28

1.00

30.70
17.14
1.13
0.73
52.35
56.50

1.00

12.12
7.41
36.00
6.63
543
241

1.00

0.88
1.42
0.84
0.73
0.92
1.29

1.00

1.21
1.15
1.04
1.17
1.00
1.22

1.00

0.50
0.83
0.85
0.61
0.70
0.48

1.00

1.40
2.67
1.16
1.16
1.39
1.40

1.00

1.99
2.51
3.03
3.56
15.56
9.58

1.00

1.66
1.80
1.28
1.04
1.85
247

1.00

1.05
1.19
0.90
1.08
1.97
1.78

1.00

1.63
1.42
0.94
0.93
1.65
2.05

1.00

0.78
0.68
0.55
0.49
0.82
0.70

1.00

1.03
1.65
0.84
0.99
1.73
1.48

1.00

1.65
3.28
1.16
1.11
3.76
3.84

1.00

1.54
2.30
1.15
1.25
1.89
1.83

1.00

2.17
2.98
1.15
0.97
1.53
2.33

1.00

2.05
2.11
1.10
1.10
2.51
2.86

1.00

1.33
1.59
1.20
1.09
10.48
5.97

1.00

1.18
0.93
1.90
0.78
2.23
1.09

1.00

9.84
3.89
10.67
1.50
13.96
4.15

1.00

2.12
1.82
1.62
1.63
3.22
3.40

1.00

3.24
3.67
1.44
1.88
4.69
4.44

1.00

0.58
0.46
0.77
0.57
0.54
0.51

1.00

0.56
0.54
0.79
0.73
0.65
0.52

1.00

2.25
2.08
2.13
1.84
2.84
2.97

1.00

1.64
1.80
1.95
2.47
1.56
1.10

(5-Aza-dC ) — treatment with 1 uM of 5-Aza-2’-deoxycytidine (Sigma) for 96 hours ; (TSA) — treatment with 150 ng/mL of trichostatin A (Sigma) for 24 hours; (5-Aza-dC +

TSA) — combined treatment with 1 pM of 5-Aza-dC for 96 hours followed by an additional period of 24 hours with 150 ng/mL of TSA.
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Table 2. Primers sequences used for High Resolution Melting (HRM), Chromatin
Immunoprecipitation (ChIP) and Copy Number Analysis.

GENES FORWARD (5°-3") REVERSE (5°-3")

High Resolution Melting (HRM) Analysis

CACNA2D2 AGGAGAGGTCGAGTTATCGTT CCATATTTCCATTCAAAATACGA
HYALI TTAGTGTTGATAGCGTGGG TTTATAAAAAATCACCCCACC
RASSFI* GGGTTTTATAGTTTTTGTATTTAGGTT  AACTCAATAAACTCAAACTCCCC
TMEMI115 TGGTTTTTTGGGATTTGTAGTT AATCAAACCTAATCAACTCC
TUSC2 TTTGTTGGGATTTGGGATTT ACTACCATAACCTACCCCAAC
NPRL2 TATGTTTGAATTGGTATTAAT CCCTCCCAACTAACTCTACT
ZMYNDI10  GAAAGCGTTGGGAATTTAAATATT CCCGCCCCTAAAAATAACTC

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) and Copy Number Analysis

RASSFI1%* TGGGGTGTGAGGAGGGGACGA AGAGCCGCGCAATGGA

TMEMI115 CCAGACCACGGAGGTTCTGT CTCTAGCCCCCACACTTGCT

TUSC2 TAGGCCCTGAAGTGCAGGTT CTCCCGGTCTTTTGGGTGTA

NPRL2 GGCGCAAAGCCATGTAAGAC CCGCAGCAGGGAACTACAAT
ZMYNDI10 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.



