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Optimizacion de la amplificacion mediante PCR de la region
promotora 1 del gen shp-1 luego de su tratamiento con bisulfito

E. Martin Giorgio, Barbara J. Chaneton, Pedro D. Zapata

Amplification optimization through PCR for region 1 promoter of gen shp-1 in bisulfite treated region

ABSTRACT

Changes in methylation patterns may contribute to cancer development. Recent studies have shown that shp-1
expression is diminished in prostate cancer. Accordingly, it is relevant to evaluate the methylation pattern of
its promoters. Bisulfite sequencing is the reference technique for these studies. The aim of this paper was the
standardization of the conditions for shp-1 gene Promoter 1 amplification before bisulfite treatment.

Two tissues with differential expression of shp-1 were investigated: buccal epithelial cells and blood. We analyzed
different combinations of PCR component with primers that hybridized in CpG island free zones. The application
of 3 segments of decreased hybridization temperature allowed us to obtain 500pb predicted amplicons for this
fragment of promoter 1.
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RESUMEN

Las alteraciones en los patrones de metilacion de algunos genes pueden contribuir al desarrollo del cancer. Existen
evidencias de cambios en los niveles de expresion de SHP-1 en prostata tumoral, siendo fundamental evaluar el
estado de metilacion de sus promotores. La secuenciacion bisulfito es la técnica de eleccién para establecer el
patrén de metilacion.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar las condiciones para la amplificacion del Promotor 1 para el gen shp-1
luego del tratamiento con bisulfito.

Se trabaj6 con 2 tejidos de expresion diferencial para SHP-1: mucosa yugal y tejido sanguineo. A partir de cebadores
que hibridan en sitios libres de islas CpG del promotor 1 del gen shp-1 tratado con bisulfito de sodio se analizaron
distintas combinaciones de los componentes de PCR aplicandose distintas estrategias de ciclado. Un esquema
de ciclado con 3 blogues de temperatura de hibridacion decreciente permitio la obtencién del amplicén de 500pb

coincidente con el esperado para el fragmento del promotor analizado.
PALABRAS CLAVE: epigenoma, tratamiento con bisulfito, PCR, shp-1.

INTRODUCCION

La regulacion epigenética incluye una serie de procesos
que modifican la expresion génica pero que no conllevan
modificaciones de la secuencia de DNA [1]. Estos cambios
son heredables en el patron de expresion de un gen de una
célula a otra, aunque no de un individuo a otro [2]. Estas
modificaciones topoldgicas del DNA incluyen adicidon
covalente de grupos funcionales como metilos, acetilos
y fosfatos, union de proteinas al DNA y modificacion de
proteinas asociadas al DNA.

Los cambios epigenéticos tienen repercusiones en la
regulacion transcripcional modificando la expresién de
genes, pudiendo contribuir al desarrollo de patologias
como el cancer, la esquizofrenia y el asma [1]. Muchos de
estos cambios incluyen la metilacion del DNA en regiones
promotoras de genes, siendo una consecuencia importante
la inactivacion de genes supresores de tumores [2, 3].
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La metilacion es uno de los parametros que regula
la transcripcion, estando asociada la hipermetilacion del
promotor con la ausencia de transcripcion. Sin embargo,
es uno de entre varios eventos reguladores que influyen
en la expresion génica y es aplicable a ambas copias
alélicas de un gen, aunque en ocasiones puede distinguir
alelos maternos y paternos lo que daria diferencias en su
expresion. [4]

La metilacion suele ocurrir en el carbono 5 de las
C precedidas por una G (islas CpG) y es catalizada por
DNA metiltransferasas utilizando S—adenosil-metionina
como dador de grupos metilos [2, 5]. Esta distribucion de
dinucleétidos CpG en el genoma es particular y el proceso
de metilacion podria ser necesario, pero no suficiente, para
regular la trascripcion de un gen [4].

En la actualidad existen pruebas que demuestran la im-
portancia del control epigenético en el desarrollo del cancer,
observandose alteraciones en los patrones de metilacion de
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genes relacionados con procesos de diferenciacion, control
del ciclo celular y adhesion [6-10].

Existen varias estrategias experimentales para evaluar
la metilacién de distintas zonas del genoma, siendo de
especial interés las regiones promotoras [5]. Dos de las
técnicas mas utilizadas son la digestion con enzimas de
restriccion sensibles a metilacion y la PCR metilacién
especifica (MS—-PCR). Sin embargo, en algunos casos el
perfil de hipermetilacion de las regiones promotoras es ca-
racteristico para cada tipo de cancer, mientras que en otros
se han observado perfiles similares o asociados a algun
tipo de tejido [9]. En este sentido, las metodologias citadas
permiten tener una vision parcial del estado de metilacion,
siendo conveniente la secuenciacion del genoma tratado
con bisulfito de sodio la técnica mas sensible y especifica
para establecer el patron de metilacion de determinadas
regiones génicas.

Nephew y Huang [10] proponen un modelo que intenta
explicar la influencia de la metilacién en la iniciacion y
progresion del cancer. Normalmente existen algunas islas
CpG que se encuentran protegidas contra la metilacion
aberrante, este modelo propone la pérdida de esta protec-
cion y la metilacion de novo ocurriria progresivamente en
los sitios flanqueantes a estas islas, lo que resultaria en el
silenciamiento del gen correspondiente. Esta metilacion se
expandiria luego a otros /oci importantes en estados mas
avanzados de un cancer aumentando la densidad de meti-
lacion. De esta manera se plantea un progresivo cambio
en el patron de metilacion durante el avance del tumor que
tendria, como consecuencia, una alteracion en el patron de
expresion génico. Por esta razon es importante establecer el
patron completo de metilacion de una region génica.

A pesar de la relevancia del estudio de las regiones
metiladas en muchos procesos patologicos, tales como el
cancer, en la literatura no existen muchas publicaciones
que reparen en las cuestiones metodoldgicas implicadas
en la puesta a punto del proceso de metilacion, de manera
que permita su posterior replicacion. Teniendo en cuenta lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue estandarizar las con-
diciones metodologicas para la amplificacion de una region
del Promotorl del gen shp—I luego de su tratamiento con
bisulfito para posteriormente iniciar el proceso de clonacion
de la misma y su secuenciacion con fines de caracterizar su
estado de metilacion en diferentes tejidos.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Dado que el objetivo del trabajo es la estandarizacioén
del método de amplificacion de una porcion del Promotor 1
para SHP—1 se trabajo con 2 tejidos de expresion diferen-
cial para esta proteina: mucosa yugal y tejido sanguineo.

Extraccion de DNA

Para la extraccion de acidos nucleicos se utilizé la mo-
dificacion de la técnica de salting out descripta por Miller
et al [11] agregando un paso adicional de purificacion con
acetato de potasio. E1 DNA obtenido fue resuspendido
en agua estéril libre de nucleasas y posteriormente fue
almacenado a —20 °C hasta su utilizacion.

Modificacion quimica de citosinas

El tratamiento del DNA con bisulfito de sodio provoca
la desaminacién de las citosinas no metiladas, generando
uracilo. Esto se realiz6 segun el protocolo descripto por
Herman et al [5] con una modificacion en la metodologia
de purificacidn, que en este caso se realizo con el sistema
DNA PURIFICATION KIT #K0513 (Fermentas). Para
detener la desulfonacion se adicioné6 NaOH 3 M. El DNA
fue precipitado con 0,5 mL de isopropanol durante toda la
noche a 4 °C, se centrifugoé a 12000 rpm por 5 min, se lavd
con etanol 70 % v/v y se resuspendi6 en agua estéril libre
de nucleasas, almacenandoselo a —20 °C hasta el momento
de su utilizacion.

Disefo bioinformatico de cebadores

Para el disefio de los cebadores se utilizo la secuencia
de GeneBank AB079851. Los cebadores fueron disefiados
manualmente utilizando las secuencias modificadas en
todas las citosinas y posteriormente analizados mediante
los programas para disefio y analisis de cebadores Vector
NTI 10.3.0 de Invitrogen Corporation y FastPCR 3.6.68
(Ruslan Kalendar, Institute of Biotechnology, University
of Helsinki, Finland).

Amplificacién por PCR

Las amplificaciones mediante PCR se realizaron utili-
zando buffer de PCR 1X conteniendo KCI o (NH,),SO,,
200 uM dNTPs, y cantidades variables de cada cebador
(OPERON Biotechnologies), MgCl, y Taq polimerasa
(Fermentas). En todos los casos se utilizaron 50 ng de
DNA. Para cada una de las combinaciones resultantes se
aplicaron distintas estrategias de ciclado consistentes en
amplificaciones de T decreciente tipo fouch down (Sam-
brook & Russell, 2001). (Tabla 1)

Los productos de amplificacién fueron separados en
geles de agarosa al 2 % p/v, tefiidos con bromuro de etidio
10 mg/ml, visualizados bajo luz ultravioleta y fotografiados
con camara digital Acer CS—-5531.

En los casos en los que se logré el perfil de amplifica-
cién deseado se realizaron geles desnaturalizantes de polia-
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Tabla 1: Combinaciones analizadas en la mezcla de PCR para la amplificacién del promotor metilado

Tratamiento A1l A2 A3 A4 C1 C2 C3 Ca E1 E2 E3 E4
B1 B2 B3 B4 D1 D2 D3 D4 F1 F2 F3 Fa4
Buffer KCl 0 (NH4)2S04
Mg,Cl 1,5mM 3mm 6 mM
Cebadores 10 pmol 20 pmol 10 pmol 20 pmol 10 pmol 20 pmol
Taq pol 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U 05U 1U
dNTP’s En todos los casos se usaron 200 UM
DNA En todos los casos se usaron 50 ng

Nota: Los tratamientos A, C y E corresponden al buffer con KCI; los tratamientos B, D y F corresponden al buffer (NH,),S0,.

crilamida al 12 %. Los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata y digitalizados mediante HP Desjekt F380. De estos
geles se recortaron las bandas de tamafio adecuado y se
resuspendieron en agua libre de DNasas para su posterior
clonacidn y secuenciacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuenciacion bisulfito es el método de referencia
para verificar la presencia de cambios puntuales en el
patron de metilacion, sin embargo un punto crucial de esta
metodologia es la estandarizacion de la amplificacion del
promotor tratado con bisulfito. Habitualmente el tratamien-
to produce una gran cantidad de fragmentos de DNA por
la agresividad quimica del mismo. Simultaneamente se
produce un desequilibrio en el contenido de GC lo que
genera regiones ricas en A 'y T, con la consecuente dismi-
nucion de la especificidad de las secuencias. Todos estos
inconvenientes repercuten en problemas de amplificacion,
siendo necesaria una adecuada estandarizacion de las con-
diciones de PCR. Esto implica el andlisis pormenorizado
del proceso paso a paso, detallandose a continuacion los
resultados para cada uno:

Diseno de cebadores

Con el fin de amplificar todo el promotor de manera
independiente de su metilacidn se disefiaron 4 cebadores,
2 sentidos y 2 antisentidos que hibridarian en el promotor
luego del tratamiento con bisulfito abarcandose un total
de 36 sitios CG que hipotéticamente podrian presentar

cambios en su estado de metilacion. El par denominado
SP1 amplificaria la secuencia mas alejada del punto de
origen de la replicacion entre -847 y -351, mientras que el
par denominado SP2 amplificaria la secuencia mas proxima
incluyendo el nucledtido +1 (-403 a +214). En ambos casos
se eligieron zonas libres de islas CpG (Figura 1) y se anali-
zaron las caracteristicas termodinamicas de los cebadores a
fin de evitar la formacién de dimeros y la autocomplemen-
tariedad (Tabla 2). El analisis bioinformatico no evidencio
problemas de autocomplementariedad del los cebadores ni
formacion de dimeros.

Tabla 2: Caracteristicas de los cebadores disefiados

Nombre Secuencia Ta UEIEND G2t
amplicon
SP1-S 5' GGT TTT TAG GAG AAG GGTTGA T 50,3
SP1-AS 5' ATA CAA ACC CAC CCA CCC A 52,1 456 pb
SP2-S 5" GGT TGA GAG GTT GGA GTG GGT 54,3
SP2-AS | 5'TCC CTC CAA AAC TAA CAA AAA ACT 52,6 617 pb

Estandarizacion de la PCR

Todos los componentes de la mezcla de amplificacion
representan variables a ser consideradas al estandarizar una
PCR. Sin embargo, algunas de las variables pueden mante-
nerse constantes dado su menor influencia. En este trabajo
se planificaron cambios en el tipo de tampdn utilizado y
en las concentraciones de Mg,Cl, cebadores y polimerasa,
disefidndose una combinatoria de reacciones (Tabla 1)
obteniéndose los mejores resultados con el tratamiento
C3. El esquema de ciclado fue otro de los parametros
evaluados, analizdndose distintas estrategias, resumidas
en la Tabla 3.

#
SP1-S

e

SP2-S

Promotor
5" | 2

+1

—
SP2-S

<

SP2-AS

FIGURA 1. Estrategia utilizada para el disefio de cebadores. Referencias: SP1-S: cebador sentido para el fragmento SP1; SP1-AS: cebador antisentido
para el fragmento SP1; SP2-S: cebador sentido para el fragmento SP2; SP2-AS: cebador antisentido para el fragmento SP2.
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Tabla 3: Estrategias de ciclado utilizadas

Estrategia Ciclado N° de ciclos | Resultado

94°C205s;58°C205;72°C 20 s 6
94°C205s;56°C 205s;72°C 20 s 6

1 94°C205s;54°C205s;72°C20's 6 NO
94°C205s;52°C205s;72°C20's 6
94°C20s;50°C20s;72°C20s 20
94°C20s;62°C20s;72°C20s 6
94°C20s;60°C20s;72°C20s 6

2 94°C20s;58°C20s;72°C20s 6 NO
94°C20s;56°C20s;72°C20s 6
94°C20s;54°C20s;72°C20s 20
94°C205s;54°C205s;72°C20s 12

3 94°C205s;52°C205s;72°C 20 s 12 NO
94°C205s;50°C 20s;72°C 20 S 20
94°C205s;58°C205s;72°C20's 10

4 94°C20s;56°C20s;72°C20s 15 Sl
94°C20s;54°C20s;72°C20s 20

Unicamente se logré obtener el amplicon buscado de
500 pb para SP1 con esquemas de ciclado consistentes en
3 segmentos de distintas temperaturas de anneling: 58 °C,
56 °Cy 54 °C, habiéndose realizado diferentes variaciones
en el nimero de ciclos de cada segmento (Figura 2).

Como puede observarse, en ningun caso se obtuvo
un tnico amplicon, pudiendo ser esto consecuencia de

la inespecificidad de las regiones de hibridacién luego
del tratamiento con bisulfito. Teniendo en cuenta estos
resultados, se selecciond el ciclado que permitié obtener
el amplicon de 500 pb con la menor cantidad de otros am-
plicones inespecificos, es decir segmentos de temperatura
de hibridacion decreciente con 12 ciclos a 58 °C, 12 ciclos
a 56 °Cy 20 ciclos a 54 °C.

Considerando que este protocolo de amplificacion sera
utilizado para obtener amplicones para luego purificarlos,
clonarlos y secuenciarlos, se separaron 10 muestras tratadas
con bisulfito y amplificadas en geles de poliacrilamida
(Figura 3), se recortaron las bandas y se reamplifico el
producto obtenido para certificar la unica presencia del
amplicén deseado (Figura 4). Los resultados positivos
obtenidos con estos dos ultimos experimentos demuestran
la utilidad de la estrategia planteada al poner a punto la
amplificacion.

CONCLUSIONES

Se disefiaron dos pares de cebadores (SP1 y SP2) que
hibridan en sitios libres de islas CpG del promotor 1 del

FIGURA 2. Amplificacién mediante el tratamiento C3 del fragmento SP1 con un esquema de ciclado consistente en 94 °C por 20 s, Ta (temperatura
de anneling) variable por 20 s, 72 °C por 20 s; siendo la Ta en cada caso de: A) 58 °C (10 ciclos), 56 °C (15 ciclos) y 54 °C (20 ciclos). B) 58 °C (20 ciclos),
56 °C (12 ciclos) y 54 °C (12 ciclos). C) 58 °C (12 ciclos), 56 °C (12 ciclos) y 54 °C (20 ciclos). M: marcador de peso molecular; 1y 2: sangre; 3: mucosa.

C: control negativo.

- —

BLiLE.

FIGURA 3. Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%. Las muestras de DNA extraido a partir de sangre fueron amplificadas mediante el tratamiento
C3 del fragmento SP1 con un esquema de ciclado de 58°C (12 ciclos), 56°C (12 ciclos) y 54°C (20 ciclos). Se indica el marcador de peso molecular (M) y
los nimeros correspondientes a cada una de las muestras. Ay B corresponden a dos experimentos distintos.
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FIGURA 4. Reamplificacién mediante tratamiento C3 de los amplicones
obtenidos a partir del PAGE (Figura 5).

gen shp—1 tratado con bisulfito de sodio.

La utilizacién de un esquema de ciclado con 3 bloques
de temperatura de hibridacion decreciente con la mezcla
de PCR C3 permiti6 la obtencion de un amplicon de 500
pb coincidente con el esperado para el fragmento SP1 del
promotor metilado y permitio su aislamiento a partir de
geles de poliacrilamida y posterior reamplificacion.
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