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Abstract

Alterations in the methylation of CpG dinucleotides in promoter regions is one of the epigenetic mechanisms involved
in cancer that has potential use as a biomarker. Its evaluation from formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissues
represents a great challenge given the partial degradation, crosslinking, and low amounts of the obtained DNA. In this
technical note we describe a protocol for the study of the methylation status of the distal promoter of the K-RAS proto-
oncogene from several samples obtained from two 11-years old FFPE tissues of colorectal cancer. An alternative bisulfite
conversion protocol to the usual one was used; a modified DNA polymerase and a nested PCR were used and the direct
sequencing of the converted DNA with bisulfite was optimized. This protocol could be applied to determine methylation
states in other genes and types of cancer.

Keywords: DNA Methylation; 5-Methylcytosine; Genes ras; Colorectal Neoplasms; Paraffin-embedded tissue.

Resumen

Las alteraciones en la metilacion de dinucledtidos CpG en regiones promotoras es uno de los mecanismos epigenéticos
implicados en cancer que tiene uso potencial como biomarcador. Su evaluacion, a partir de tejidos fijados en formalina y
embebidos en parafina (FFPE), representa un gran desafio dadas la degradacion parcial, el entrecruzamiento y las bajas
cantidades del DNA obtenido. En esta nota técnica, describimos un protocolo para el estudio del estado de metilacion del
promotor distal del proto-oncogén K-RAS, a partir de varias muestras obtenidas de dos tejidos FFPE de cancer colorrectal
con antigiiedad de 11 afos. Se empled un protocolo de conversion con bisulfito alternativo al usual; se usdé una DNA
polimerasa modificada y una PCR anidada y se optimizé la secuenciacion directa del DNA convertido con bisulfito. Este
protocolo podria ser aplicado para determinar estados de metilacion en otros genes y tipos de cancer en tejidos FFPE.
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Introduccioén

El estudio del estado de metilacion del DNA ha permitido una mejor comprension de la carcinogénesis (1,2) y se
ha propuesto su uso como biomarcador en algunos tipos de cancer, entre ellos el cancer colorrectal (CCR) (3-5).
El conocimiento del estado de metilacion en genes como K-RAS y su relacion con la carcinogénesis es de gran
importancia, puesto que dicha informacion podria constituirse como un indicador del prondstico de la progresion
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento con determinados antineoplasicos (6).
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Los tejidos fijados en formalina y embebidos en
parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) representan un
gran desafio puesto que, en la mayoria de los casos,
los acidos nucléicos extraidos presentan degradacion
parcial y entrecruzamiento, lo cual dificulta su uso
(7-10).

En este trabajo, se describe la optimizacion de un
protocolo para el estudio del estado de metilacion de
cuatro islas CpG en el promotor distal del gen K-RAS,
mediante secuenciacion directa del DNA tratado con
bisulfito y amplificado por PCR.

Extraccion de DNA

Inicialmente, el protocolo fue optimizado a partir
de DNA extraido de sangre periférica mediante el
kit gDNA Mini Prep (Zymo Research, Irvine, USA); los
resultados obtenidos se tomaron como referencia
para el desarrollo de la técnica con DNA extraido de
cortes de 10 pm y punch de 2 mm de diametro de dos
tejidos FFPE con 11 anos de diferencia (2009 y 2020)
y de dos pacientes con diagnostico de CCR del archivo
de patologia del Instituto Nacional de Cancerologia,
mediante el kit AllPrep DNA/RNA FFPE (Qiagen,
Hilden, Germany). EL DNA extraido fue cuantificado
mediante fluorémetro Qubit® 2.0 y kit Qubit dsDNA BR
Assay (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
California, USA). En la tabla 1 se describen las muestras
analizadas con sus respectivas concentraciones de DNA
obtenido luego de la extraccion y post-conversion con
bisulfito. Se evidenciaron mayores concentraciones de
DNA post-extraccion en las muestras obtenidas a partir
del tejido FFPE de 2020, en aproximadamente un orden
de magnitud, en comparacion con las concentraciones
obtenidas a partir del tejido FFPE de 2009.

Conversion con bisulfito de sodio

La conversion con bisulfito se realizo con el kit EZ
DNA Methylation-Gold (Zymo Research, Irvine, USA),
siguiendo las indicaciones dadas por el fabricante. Se
emplearon entre 0,107 y 2pug de DNA, de acuerdo con
las concentraciones obtenidas para cada muestra. Se
compararon tres protocolos sugeridos por el fabricante,
los cuales tienen variaciones en las temperaturas y los
ciclos para llevar a cabo los pasos de sulfonacion y
deaminacion: la mejor seial de amplificacion se obtuvo
con el protocolo alternativo 1. En comparacion con los
demas protocolos sugeridos por el fabricante, este
protocolo emplea un mayor tiempo de exposicion del
DNA al bisulfito de sodio a través de dos temperaturas
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diferentes: 53°C por 30 minutos y posteriormente 8
ciclos de 53°C por 6 minutos y 37°C por 30 minutos,
lo que posiblemente conducira a una conversion
completa de todas las citosinas a uracilos. Lo anterior
representa una ventaja frente a los demas protocolos,
pues permite tener resultados de secuencia optimos y
confiables. No obstante, la desventaja de este protocolo
es que a mayor tiempo de incubacion se presenta una
mayor degradacion del DNA vy, en aquellas muestras
que una vez hayan tenido una conversion completa,
la sobreexposicion con bisulfito podria causar errores
que terminan generando secuencias erroneas (11).
Posteriormente a la conversion con bisulfito se realizd
cuantificacion del DNA debido a que este proceso causa
degradacion del DNA (Tabla 1), encontrando que, en
general, la concentracion de DNA obtenido luego de la
conversion con bisulfito es mayor en el DNA obtenido a
partir del FFPE 2020 comparado con 2009.

Tabla 1. Concentraciones obtenidas de DNA empleando
sangre periférica y tejidos FFPE.

Material empleado Concentracion de DNA (ng/ul)

Post- Post-
X extraccion conversion
Sangre Leucocitos
463 17,03
1 punch 12,26 1,84
2 punch 13,73 1,79
1 corte 5,38 2,99
2009
2 cortes 8,41 <0,2
3 cortes 19,5 5,87
» 4 cortes 19,16 3,17
Tejidos
FFPE
1 punch 145 25,36
2 punch 417 24,3
1 corte 65,5 21,36
2020
2 cortes 77,4 22,3
3 cortes 228,3 23,7
4 cortes 169,3 23,9
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Amplificacion por PCR del segmento del
promotor distal del gen K-RAS

Posteriormente a la conversion, se realizd la
amplificacion del segmento de interés del promotor
distal del gen KRAS, a partir de 4 pl del DNA
convertido con bisulfito. Para la obtencion del
amplimero se debi6 realizar una PCR anidada, ya que
con la PCR convencional no se obtuvo amplimero.
La PCR inicial se hizo empleando una Phusion U
Hot Start DNA polimerasa (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), de acuerdo con las indicaciones
dadas por el fabricante. Se agregd 1mM adicional
de MgCl2. Esta polimerasa lee de manera mas
eficiente el uracilo presente en las plantillas del DNA
convertido. Se emplearon iniciadores comerciales
Hs_KRAS_01_PM PyroMark CpG assay (Qiagen,
Hilden, Germany) que amplifican un fragmento de
172 pb del promotor distal del gen KRAS. La casa
comercial no brinda informacion de la secuencia de
los primers. Con los amplimeros obtenidos se realizo
una PCR anidada, para amplificar un fragmento de
150 pb, empleando iniciadores disenados mediante
el software libre Bi-Search V.2,64 (en URL: http://
bisearch.enzim.hu/): F: 5’-TAGTTTAAGTGTTGAGGTT-3’

Region analizada chr 12:25.251.457 - 25.251.606

y R: 5’-TTTACTATCATTAACTACATAT-3’ (Figura 1). Los
amplimeros obtenidos fueron purificados a partir de
geles de agarosa con el kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA).

Secuenciacion del DNA

Para la secuenciacion directa de
convertidos con bisulfito se empled el kit BigDye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante, con algunas modificaciones a saber: se
realizaron 40 ciclos en lugar de 25 y se incrementé
en un 50% la cantidad del iniciador con respecto a lo
sugerido por el protocolo. Los productos de secuencia
fueron purificados mediante el kit BigDye™ XTerminator
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA) y
se montaron en el analizador genético ABI PRISM 3500
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Se
obtuvieron secuencias de buena calidad en la mayoria
del material extraido del tejido FFPE de 2009 y 2020
(Figura 1). No se obtuvo resultado de secuenciacion
para las muestras de DNA obtenidas a partir de 2 cortes
del tejido FFPE de 2009, a pesar de haber sido tomadas
del mismo bloque.

los productos

™

CCAGCCCAAGTGCTGAGGCTGATAATAATCGG GGCEGCEATCAGACAGCCCCGGTGTGG GAAAT CGT CCGCCCGGT

CTCCCTAAGT CCCCGAAGTCGCCTCCCACTTTT GGTGACTGCTTGTTTATTTACAT GCAGT CAAT GATAGTAAA

Amplimero esperado, una vez se ha convertido con bisulfito:

TTACT A GG GARRTT GATAATALTT GG CC TGO TCATTAGATACTITTCCTIGTG GGAAATT GTTTGTTTG GTTT
TTTTAAGTTTTT GAAGTTGTTTTTTATTTTT GGTGATTGTTTGTTTATTTAT AL GLAGTT AAT.GATAGTALS

Figura 1. Promotor distal del gen K-RAS. Secuencia de DNA sin convertir (arriba) y convertida con bisulfito (abajo) indicando
islas CpG de interés (resaltadas), regiéon donde se unen proteinas Sp1 (subrayado linea continua) y lugar donde anillan

iniciadores disefiados en Bi-Search (lineas punteadas).

La secuencia obtenida para las muestras de DNA
extraidas a partir de 1 punch y 4 cortes del tejido
FFPE de 2020, no correspondid con la secuencia
esperada, pero fue igual entre ellas. Estos amplimeros
no mostraron sefial de amplificacion y podrian
corresponder a una amplificacion inespecifica presente
en muestras con insuficiente cantidad de DNA luego de
la PCR. No fue posible determinar mediante BLAST la
region del genoma amplificado, dado que no existen a
la fecha algoritmos para DNA convertido con bisulfito
gue permitan realizar esta verificacion; sin embargo,
es muy importante resaltar que en las otras muestras
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del mismo bloque si se obtuvo la secuencia esperada, lo
que resalta la dificultad de obtencion de los resultados.

Metilacion del promotor distal del gen KRAS

El analisis de metilacion de cuatro islas CpG en una
region del promotor distal del gen KRAS se hizo con
los resultados de la secuencia posterior a la conversion
con bisulfito. Tanto en las muestras de sangre periférica
como en los tejidos FFPE no se observo metilaciéon en
las islas CpG analizadas (fig. 2).


http://bisearch.enzim.hu/
http://bisearch.enzim.hu/

A. ATCGGGGCGGCGATCAGACAGCCCCGG
ATTGGGGTGGTGA TTAGATAG TTT TGG

E.

Secuencia esperada TITGREGG[TGRE|T GRTTAGATAG TTT|ITGETG
Sangre periférica TITGRGGTGRIT GRTTAGATAG TTT|TGETG
1 corte FFPE 2009 TITGEGGITGET GRTTAGATAG TTT[TGETG
1 corte FFPE 2020 TITGEGGTGRIT GRETTAGATAG TTT|ITGETG
1 punch FFPE 2009 TITGRGGITGE|I GRTTAGATAG TTT|TGRTG
2 cortes FFPE 2020 TITGRGGTGRIT G TTAGATAG TTT|TGETG
2 punch FFPE 2020 TTGEGGITGET GRTTAGATAG TTT[TGETG
2 punch FFPE 2009 TITGEGGITGBT GERTTAGATAG TTT[TGTG
3 cortes FFPE 2020 T[TGEGGITGRBT GTTAGATAG TTT[TGTG
3 cortes FFPE 2009 TITGEGGITGBT GETTAGATAG TTT[TGGETG
4 cortes FFPE 2009 TITGRGG|TGRIT GRTTAGATAG TTT|ITGETG
Consensus AA T|TGEGGITGEI GRTTAGATAG TTTITGETG

100%

Conservation

o
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Figura 2. Andlisis de metilacion de cuatro islas CpG del promotor distal de KRAS. A. Esquema de secuencias esperadas
con metilacion (arriba) y sin metilacién (abajo). B. Secuencia obtenida a partir de DNA de sangre periférica. C. Secuencia
obtenida a partir de un corte de 2009. D. Secuencia obtenida a partir de un corte de 2020. E. Alineamiento de las secuencias
obtenidas con la secuencia esperada. Solo se muestra la region de interés. Los recuadros indican las islas CpG analizadas.

Conclusiones

En los analisis de metilacion de tejidos FFPE, la
degradacion previa de estos tejidos en la fase
preanalitica se suma a la degradacion del DNAprovocada
por el tratamiento con bisulfito. En este estudio, luego
de varios ensayos en muestras de tejido FFPE, solo se
obtuvieron resultados con el protocolo alternativo 1
para la conversion con bisulfito. Adicionalmente, se
requirio el uso de una DNA polimerasa modificada que
permite la lectura de uracilos; la estandarizacion de
una PCR anidada; la modificacion del nimero de ciclos y
concentracion de iniciadores en reaccién de secuencia
para poder realizar el analisis de la metilacion. Este
protocolo permitio la obtencion de informacion del
estado de metilacion de una region promotora del gen
K-RAS en tejidos recientes, del ano 2020, pero también
en blogues con mas de 11 afos de antigliedad, del afo
2009, a pesar de que el DNA obtenido fue escaso.

No se evidenci6 metilacion en las islas CpG del
segmento estudiado en los tejidos FFPE analizados; sin
embargo, la aplicacion posterior de este protocolo en
57 muestras de CCR evidencio6 la metilacion parcial en
dos casos (datos no mostrados). Algunos de los métodos
descritos podrian ser aplicados para determinar
estados de metilacion en otros genes o tipos de cancer
en tejidos FFPE. Aunque los tejidos FFPE presentan
desafios metodoldgicos para los analisis moleculares,
toda la informacion asociada a ellos y la posibilidad de
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realizar analisis retrospectivos los hace muy atractivos
como muestras en investigacion.
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