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Resumen

Disefio y validacion de métodos para identificar tres biomarcadores de

gliomas

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) se deben al crecimiento anormal
de las células de los tejidos del encéfalo o la médula espinal y pueden malignizarse
y diseminarse por metéstasis. Los gliomas son los tumores malignos mas frecuentes
del SNCy se caracterizan por su heterogeneidad e invasividad. La elevada letalidad
de los gliomas se debe, entre otras causas, a la baja eficacia de los tratamientos
actuales. La cuarta edicion de la clasificacion de tumores del SNC de la
Organizacion Mundial de la Salud, publicada en 2016, incluy6 por primera vez un
criterio basado en la presencia/ausencia de dos marcadores moleculares en los
gliomas: la mutacion del gen IDH y la codelecién 1p/19q cuya identificacion mejora
el diagndstico, prondstico y tratamiento de los gliomas. En México no se ofrecen
servicios para identificar los biomarcadores de gliomas. El objetivo de este trabajo
fue disefar los métodos para identificar tres biomarcadores de gliomas: la mutacion
IDH1/2, la codelecion 1p/19q y el estado de metilacion del promotor del gen MGMT.
Una vez montados los métodos, se procesaron fragmentos de biopsias de gliomas
de cuatro pacientes mexicanos. Dos gliomas portan polimorfismos de nucleétido
unico en el gen IDH1, uno el clasico con el cambio de arginina a histidina en el codén
132 (R132H) y otro un cambio sinébnimo en el codén 146 (GGC146GGT) que no
habia sido registrado. Los cuatro gliomas portan el alelo IDH2 silvestre y ninguno
tiene la codelecion 1p/19qg. Tres gliomas tienen el promotor del gen MGMT
hipermetilado y uno lo tiene hipometilado. Los métodos desarrollados permitiran
identificar los biomarcadores correspondientes para mejorar el diagndstico,

prondstico y tratamiento de pacientes mexicanos con gliomas.

Palabras clave: Glioma; Biomarcador, Mutacién IDH; Codelecion 1p/19q;

Metilacién del promotor MGMT.

Xiii



Abstract

Design and validation of methods to identify three glioma biomarkers

Tumors of the central nervous system (CNS) are caused by the abnormal growth of
cells in tissues of the brain or spinal cord that can become malignant and
metastasize. Gliomas are the most common malignant CNS tumors and are
characterized by their heterogeneity and invasiveness. The high lethality of gliomas
is due, among other causes, to the low efficacy of current treatments. The fourth
edition of the CNS tumor classification of the World Health Organization, published
in 2016, included for the first time a criterion based on the presence/absence of two
molecular markers in gliomas: the IDH gene mutation, and the 1p/19q codeletion
whose identification improves glioma diagnosis, prognosis and treatment. In Mexico,
no services are offered to identify glioma biomarkers. The aim of this work was to
design the methods to identify three glioma biomarkers: the IDH1/2 mutation, the
1p/19q codeletion, and the status of the MGMT gene promoter methylation. Once
the methods were set up, glioma biopsy samples from four Mexican patients were
processed. Two gliomas carry mutations in the IDH1 gene, one the classic one with
the change from arginine to histidine in codon 132 (R132H), and another a
synonymous one in codon 146 (GGC146GGT) that had not been registered. All four
gliomas carry the IDH2 wild type allele and none has the 1p/19q codeletion. Three
gliomas have the MGMT gene promoter hypermethylated and one has it
hypomethylated. The methods developed will identify the corresponding biomarkers
and improve the diagnosis, prognosis, and treatment of Mexican patients with

gliomas.

Keywords: Glioma; Biomarker; IDH mutation; 1p/19q codeletion; MGMT promoter

methylation.
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Introduccioén

Tumores del sistema nervioso central

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) se deben al crecimiento anormal
de las células de los tejidos del encéfalo o de la médula espinal, las cuales pueden
progresar a la malignidad y diseminarse por metastasis para dar lugar a otros
tumores (Reifenberger et al. 2019). Los tumores primarios del SNC conforman un
grupo complejo y heterogéneo con amplia diversidad en cuanto al diagnéstico,
pronéstico y tratamiento. Entre los mas de 100 tipos histoldégicos de tumores
primarios del SNC los mas frecuentes son los enceféalicos, pues representan el 85-
90% de todos los tumores diagnosticados (Ostrom et al. 2019)

Los tumores primarios del SNC son mas frecuentes en los nifios entre 0-14
afos, pues representan la primera causa de cancer en este grupo de edad, seguido
por la leucemia. En las personas de entre 15-39 afios, los tumores primarios de SNC
representan la tercera causa de cancer mas frecuente. Por otro lado, las personas
de mas de 40 afios son las menos susceptibles a los tumores primarios del SNC,
siendo el cancer de mama femenino, el de mayor incidencia para ambos grupos
(Ostrom et al. 2019).

Los tumores cerebrales primarios mas diagnosticados son los meningiomas
y los tumores pituitarios, representando el 53.9% de los casos, seguidos por los
glioblastomas. Enfocandonos a los tumores primarios malignos del SNC, los mas
frecuentes son los glioblastomas, los cuales representan el 53.7% de los casos

diagnosticados (Ostrom et al. 2019).

Gliomas

Los gliomas son una categoria de tumores primarios malignos del SNC con diversos
subtipos de caracteristicas heterogéneas (Van Bodegraven et al. 2019). Aunque el
mecanismo molecular de la formacion de los gliomas no es claro (Tuggle y Waters
2015; Wu et al. 2016) se considera que se originan a partir de células gliales

progenitoras o células madre con propiedades gliales. Los diferentes tipos de



gliomas reciben el nombre segun las células de las que parecen provenir (Wesseling
et al. 2011) (Figura 1).

Los gliomas son los tumores malignos mas frecuentes del SNC (Figura 2A) y
son agresivos principalmente por su invasividad (Cai et al. 2016; Wu et al. 2016a).
La ineficacia de los tratamientos para la gran variedad de subtipos de gliomas
implica un prondstico desfavorable para los pacientes (Hu et al. 2016), reflejado en
la alta tasa de mortalidad por estos tumores (Wu et al. 2016). La gran mayoria de
los gliomas no se diseminan a otras partes del cuerpo sino a otras partes del
encéfalo o de la médula espinal (Reifenberger et al. 2019).

El glioblastoma multiforme (GBM) es la forma méas severa de los gliomas y
es el subtipo mas comun en este grupo de tumores (Figura 2B). Su alta tasa de
mortalidad deriva de la ineficacia de los escasos tratamientos disponibles (Farias-
Eisner et al. 2012). Por otra parte, aunque los gliomas de bajo grado tienen una baja
tasa de mortalidad, son altamente epileptogénicos y sus crisis convulsivas
caracteristicas impactan drasticamente la calidad de vida de los pacientes (Li et al.
2018).

Clasificacion histopatolégica de los gliomas

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica los gliomas como difusos o0 no
difusos. Los gliomas no difusos, tienen patrones de crecimiento circunscritos, y a
los difusos se les asignan grados del Il al IV segun su gravedad (Wesseling y Capper
2018).

En el caso de los gliomas difusos, el diagndstico basado en las caracteristicas
histol6gicas comienza con la identificacion de la morfologia y el tipo celular a partir
del cual parecen haberse originado (Figura 3) (Wu et al. 2016). Algunas neoplasias
de alto grado tienen comportamientos agresivos, reflejados en el dafio celular
debido al crecimiento del tumor, lo que hace que el diagnostico dependa en gran
medida de la experiencia del analista (Wesseling y Capper 2018).

La clasificacién de la OMS de los gliomas basada solo en las caracteristicas
morfologicas e histologicas es subjetiva e inconsistente, ya que muchos gliomas
difusos histolégicamente idénticos difieren en la progresion, la respuesta al

tratamiento y el resultado (Siegal 2016).
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Biomarcadores para la reclasificacion de gliomas

Un biomarcador es “una caracteristica que es medida objetivamente y evaluada
como indicador de procesos bioldgicos normales, patogénicos o0 respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica” (Strimbu y Tavel 2010). Muchos
biomarcadores corresponden a caracteristicas moleculares que brindan informacion
para el diagnostico y pronostico de enfermedades. En el campo de los tumores del
SNC, los biomarcadores representan un medio para comprender las rutas
moleculares y los mecanismos de desregulacion relacionados con estos tumores, e
incluso tienen el potencial de extenderse a otros tipos de cancer (Wu et al. 2016; Yu
et al. 2017).

Los avances en la identificacion de marcadores moleculares y las tecnologias
de procesamiento de imagenes han llevado a una clasificacion mas precisa que ha
mejorado la precision del diagndstico y el prondstico de los tumores del SNC que
complementan las caracteristicas morfolégicas e histologicas (Thon et al. 2019). En
cuanto a los gliomas, la incorporacién de un criterio de clasificacion basado en
caracteristicas moleculares de los gliomas sirvié en gran medida para redefinir los
subtipos de tumores en la clasificacion de la OMS (Siegal 2016; Wesseling y Capper
2018).

La cuarta edicion de la clasificacion de tumores del SNC de la OMS (Louis et
al. 2016) incluyé por primera vez un criterio basado en la presencia/ausencia de dos
marcadores moleculares en los gliomas: la mutacién del gen IDH y la codelecién
1p/19q (Figura 4). Este nuevo criterio ayudo a integrar el prondstico, las
intervenciones quirdrgicas y las multiples opciones de tratamiento de los gliomas
(Thon et al. 2019).

La clasificacion de los gliomas basada en las caracteristicas histologicas es
subjetiva e inconsistente, ya que muchos tumores histolégicamente idénticos
difieren en el desarrollo, la respuesta y el resultado al tratamiento (Wu et al. 2016).
Ademas de su valor diagndstico, los biomarcadores tumorales del SNC ayudan a
comprender las rutas moleculares y los mecanismos de desregulacion de los
tumores (Yu et al. 2017).
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Figura 4. Algoritmo para la clasificacion de gliomas basado en biomarcadores moleculares
La clasificacion de gliomas de la Organizacion Mundial de la Salud utiliza este algoritmo basado en biomarcadores moleculares
(Alvarez-Guerrero y Lépez-Revilla 2021).



Los gliomas difusos son los tumores cerebrales primarios mas frecuentes de
los adultos y son en su mayoria astrociticos (70%) u oligodendrogliales (9%),
practicamente incurables incluso con reseccion quirdrgica combinada con
radioterapia y quimioterapia (Parsons et al. 2008). El glioma pediatrico mas comun
es el astrocitoma pilocitico (grado | de la OMS), mientras que los gliomas difusos se
clasifican como de bajo grado (grado Il de la OMS) o de alto grado (grados Il y IV
de la OMS).

El glioblastoma multiforme (GBM) es el glioma mas comun y letal, con menos
de 16 meses de supervivencia. Los GBM primarios surgen de novo; los secundarios
evolucionan a partir de gliomas de grado Il o Il y tienen sintomas mas prolongados.
A pesar de sus diferencias ontologicas, los tumores de alto grado son
histolégicamente indistinguibles (Nikiforova y Hamilton 2011).

En los gliomas de bajo grado (I y II), un polimorfismo de un solo nucleétido
en el codon 132 del gen IDH1 cambia una arginina a histidina (R132H) en la
isoforma de la enzima IDH1, asi como en el residuo 172 analogo de la isoforma
IDH2. Ambas mutaciones estan asociadas a un mejor prondstico y respuesta
terapéutica (Fraser et al. 2018).

Las mutaciones de IDH1 e IDH2 se encuentran en astrocitomas,
oligodendrogliomas, glioblastomas secundarios y oligoastrocitomas de grado Il y I,
mientras que los gliomas difusos de grado Il y Il con genes IDH silvestres tienen
caracteristicas moleculares y comportamiento de glioblastomas (Wesseling y
Capper 2018)

La codeleciéon 1p/18q, debida a una translocacion centromérica, se utiliza
para distinguir los tumores oligodendrogliales. Ocurre en el 80-90% de los
oligodendrogliomas (grado II), en el 60% de los oligodendrogliomas anaplasicos
(grado IIl) y en el 30-50% de los oligoastrocitomas. Los tumores oligodendrogliales
con codelecion 1p/19q tienen mejor respuesta a la temozolamida combinada con
radioterapia (Nikiforova y Hamilton 2011).

La presencia de mutacion IDH y codelecion 1p/19q son caracteristicas de los
gliomas difusos de tipo oligodendroglioma. Por el contrario, la mutacion IDH sin

codelecion 1p/19q identifica los astrocitomas (Wesseling y Capper 2018).



El analisis del ADN gendmico mediante PCR en tiempo real determina el
ndmero de copias de cuatro genes relacionados con la codelecion 1p/19q.
NOTCH2, ubicado en 1pl12, participa en el crecimiento y la diferenciacion celular;
su pérdida esta asociada a mejor prondstico de oligodendrogliomas y GBM (Boulay
et al. 2007). E2F2, ubicado en 1p36.12, esta involucrado en el crecimiento tumoral;
su pérdida esta asociada a mejor pronostico de GBM (Nakahata et al. 2014).
PLAUR, ubicado en 19q13.31, codifica el receptor de la urocinasa activadora del
plasminégeno involucrado en la invasion del glioma (Chaturbedi et al. 2012); su
delecion es un factor de prondstico favorable. GLTSCR2, gen candidato a supresor
de tumores gliales, se encuentra en 19q13.33; su sobreexpresion induce apoptosis
mientras que su represion/delecion promueve el crecimiento tumoral de GBM y es
un factor prondstico negativo (Kim et al. 2008).

El gen MGMT codifica la O-6-metilguanina-ADN transferasa (MGMT), enzima
que desalquila las guaninas afectadas por agentes alquilantes como la
temozolomida y la radioterapia, protege del dafio del ADN y previene la muerte
celular. La hipermetilacion del promotor del gen MGMT reduce la expresiéon y, en
consecuencia, aumenta la eficacia de los agentes alquilantes en GBM y gliomas de
bajo grado (Everhard et al. 2006).

Polimorfismos de IDH1 e IDH2

Los polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs, por sus siglas en inglés) son
mutaciones correspondientes a cambios de un solo nucle6tido en la secuencia de
ADN, representan el 90% de los polimorfismos conocidos en la poblacion. Para que
una mutacion de tipo SNP sea considerada debe presentarse en al menos el 1% de
la poblacion (Ramirez-Bello et al. 2013).

Los SNPs son producidos cuando una base sustituye a otra; por ejemplo, una
adenina (A) reemplaza a una de las demas bases nucleotidicas: timina (T), citosina
(C) o guanina (G) presentes en la secuencia del ADN de un individuo. Estas
variaciones son de gran importancia para la diversidad entre los individuos, y
pueden conducir a la presencia de fenotipos, rasgos especificos y enfermedades.
Los SNPs pueden estar presenten en cualquier region del ADN, codificante 0 no

codificante. Los SNPs en las regiones codificantes pueden resultar en cambios en
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la secuencia de aminoacidos o generar un codon de paro que genera una proteina
trunca o de funcién disminuida, lo que puede llevar a patologias asociadas con la
proteina afectada.

En el caso de las regiones no codificantes, estudios recientes sugieren que
los SNPs regulan los niveles de transcripcion génica en lugar de alterar la secuencia
codificante de proteinas o la estructura de proteinas. Por lo tanto, los SNPs ubicados
en regiones no codificantes, involucradas en la regulacion de la expresion génica,
podrian estar estrechamente asociados al desarrollo de enfermedades (Sun vy col.,
2014).

En algunos tipos de tumores, como los gliomas de grado II-Ill o la leucemia
mieloide aguda, es frecuente la aparicibn de mutaciones soméaticas puntuales
recurrentes en algunos residuos de IDH1 (Arg132) e IDH2 (Argl72, Arg140).

El gen IDH codifica la isocitrato deshidrogenasa (IDH), enzima ampliamente
distribuida en el higado y en los musculos cardiaco y esquelético. La proteina IDH
presenta tres isoformas in vivo de las cuales dos son dependientes de NADP (IDH1
e IDH2) y una dependiente de NAD (IDH3).

IDH1 esta presente en el citoplasma y peroxisoma, manteniendo los procesos
del sistema antioxidante in vivo y la sintesis lipidica, mientras que, IDH2 e IDH3 se
encuentran presentes en la mitocondria.

En general, IDH estd involucrada en numerosos procesos celulares,
incluyendo la fosforilacién oxidativa mitocondrial, el metabolismo de glutamina, la
lipogénesis, la sensibilizacién a la glucosa y la regulacion del estado de 6Oxido-
reduccion celular. IDH cataliza la decarboxilacion oxidativa de isocitrato a alfa-
cetoglutarato (a-KG) y juega un rol importante en la reduccién de NADP* a NADPH
(Cohen et al. 2013; Salamanca 2020).

Como ya mencionamos, la IDH juega un papel clave en la regulacion del ciclo
del &cido tricarboxilico (TCA) en multiples tejidos y esta involucrada principalmente
en el metabolismo energético celular. Se han identificado mutaciones de IDH1 e
IDH2 en leucemia mieldgena aguda, gliomas de bajo grado y glioblastoma
secundario, en tanto que las mutaciones IDH2 no ocurren con frecuencia en

glioblastomas.
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Parsons et al. (Parsons et al. 2008) encontraron un vinculo entre los gliomas
y un SNP en cada gen de las isoformas de IDH1 e IDH2 mediante la secuenciacion
de exones de glioblastoma. Las mutaciones IDH1/2 son marcadores moleculares
tradicionales de gliomas que se deben a los SNPs rs121913499 y rs121913500 del
gen IDH1 y rs121913503 para el gen IDH2. En uno de cada cinco tumores el codon
132 del gen IDH1 correspondiente a arginina (R) cambia al de histidina (H). La
mutacion IDH1 R132H es la mas comun en los gliomas y el gen IDH2 tiene un
cambio analogo en el codon 172 que genera el cambio R172H, cuya frecuencia es
relativamente baja en glioblastomas (Parker y Metallo 2015; Siegal 2016;
Salamanca 2020).

Las mutaciones IDH1/2 estan presentes en 80-90% de los gliomas de grado
II'y Ill; son relativamente independientes y mutuamente excluyentes, con pocos
casos de mutaciones simultdneas. Se consideran de “ganancia de funcion” pues
catalizan la conversion de a-KG a D-2-hidroxiglutarato (2-HG). Las proteinas IDH1
mutante y silvestre forman heterodimeros, de forma que el a-KG citosdlico se
metaboliza a 2-HG. El 2-HG incrementa la proliferacion tumoral y la metastasis a
través de diferentes mecanismos que implican incremento del estrés oxidativo,
metilacion del ADN, activacion de ciertas vias de sefalizacion, estabilizacién de
HIF1a o incremento de angiogénesis (Parker y Metallo 2015; Siegal 2016;
Salamanca 2020).

La codelecion 1p/19q
Los tumores oligodendrogliales presentan frecuentemente pérdida de
heterocigocidad en el brazo corto del cromosoma 1 (1p) y el brazo largo del
cromosoma 19 (19q), manifestando la codelecion de 1p y 19q a través de la pérdida
del brazo cromosémico completo, un marcador genético de la mayoria de estos
tumores. Dada la alta especificidad de este patron de codelecidn, resulta atil como
marcador diagndstico y puede ayudar a diferenciar los oligodendrogliomas de otras
neoplasias morfolégicamente parecidas (Berrocal 2015).

Las pérdidas de 1p y 19q se detectan hasta en el 90% de los
oligodendrogliomas y el 50-70% de oligodendrogliomas anaplasicos, mientras que

en el 30-50% de oligoastrocitomas, el 20-30% de gliomas anaplasicos de grado lll,
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y menos del 10% de los gliomas astrociticos difusos, incluyendo el glioblastoma

multiforme (Berrocal 2015).

Impacto de la codelecion 1p/19q en el diagndstico

Una correlacion notable de los casos con codelecion 1p/19q es la respuesta
favorable a la quimioterapia en tumores oligodendrogliales con la codelecion. Tres
ensayos clinicos aleatorizados han demostrado que los pacientes con tumores con
codelecion 1p/19q viven mas tiempo cuando reciben radioterapia o quimioterapia
con farmacos alquilantes, o ambas (NIH; Berrocal 2015).

La mediana del tiempo de supervivencia de pacientes con una forma
altamente maligna de oligodendroglioma se duplica cuando se aflade quimioterapia
a laradioterapia; los pacientes la codelecién 1p/19q que reciben ambos tratamientos
combinados cuentan con una supervivencia de 14.7 afios, en comparacion con una
mediana de 7.3 afios en los que reciben solamente radiacién (NIH; Berrocal 2015).

Por otro lado, en los pacientes cuyos tumores tienen solamente una delecién
cromosOmica (sea 1p o 19q) o ninguna delecion, la supervivencia es similar si
reciben solamente radiacion que si reciben radiacion y quimioterapia: 2.6 afios, en
comparacion con 2.7 afios. Actualmente no se considera la codelecién 1p/19q un
factor predictivo de respuesta a un tipo especifico de terapia, sino que mejora la
respuesta terapéutica en general. Los mecanismos de esta mayor sensibilidad
terapéutica de los tumores con codelecion 1p/19q no estan claros (NIH; Berrocal
2015).

La codelecién 1p/19q se ha evaluado con ensayos basados en PCR o
hibridacién in situ fluorescente (FISH). Cuando la delecion ocurre es un
acontecimiento precoz en la génesis del glioma y puede observarse en la mayoria
de las células tumorales, incluso en las de aspecto astrocitario de los
oligoastrocitomas, aungque ocurre con mayor frecuencia en tumores con morfologia

oligodendroglial clasica (NIH; Berrocal 2015).
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Metilacion del promotor MGMT

El gen MGMT

Este gen, localizado en la region 26.3 del brazo g del cromosoma 10, es de
aproximadamente 20 kilobases de las que se transcribe un ARN mensajero de 4,678
pb, el cual es traducido en la proteina OS8-metilguanin-ADN-metiltransferasa
(MGMT), cuya funcién de reparacion del ADN participa en la defensa contra la
mutagénesis y la toxicidad de agentes alquilantes, que son carcinégenos potentes
que provocan mutacién, muerte celular y cancer (NCBI).

La MGMT cataliza la transferencia de grupos metilo de O®-alquilguanina y
otros restos metilados del ADN a su propia molécula, reparando las lesiones toxicas.
La metilacion del promotor de genes, como ya se ha mencionado, ha sido
ampliamente asociado con varios tipos de céancer, incluidos el cancer colorrectal, el

cancer de pulmon, el linfoma y el glioblastoma (NCBI).

Metilacion del ADN
La metilacion del ADN en dinucledtidos CpG es uno de los mecanismos
epigenéticos implicados en la regulacion de la expresién génica. Los patrones de
metilacion son especificos para cada especie y tipo de tejido. En el genoma de los
vertebrados esta modificacion epigenética de la molécula del ADN se caracteriza
por la adicién de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina para generar 5-
metilcitosina (5mC). La mayoria de las 5mC en el ADN de mamiferos estan
presentes en los dinucledtidos 3’'CpGS’ y en las cadenas complementarias en el
dinucledtido GpC. Las secuencias de dinucleétidos metiladas que no corresponden
al tipo CpG, como CpNpG, CpA y CpT, son de muy baja frecuencia (Rodriguez-
Dorantes et al. 2004).

En células somaticas humanas la 5mC constituye el 1% de las bases del ADN
y afecta un alto porcentaje de todos los dinucledtidos CpG en el genoma. La
presencia de 5mC produce un cambio conformacional en la cadena doble del ADN,
confiriendo una sefial especifica para otras moléculas que intervienen en la
regulacion de la expresion génica. El estado de metilacion de los residuos de
citosina puede conferir una variacion espacial y temporal a la estructura de la

cromatina, pues generalmente existe una correlacion inversa entre los niveles de
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metilacion del ADN y la expresion génica (Mesa-Cornejo et al. 2006; Ludwig y
Kornblum 2017).

Los dinucle6tidos CpG no estéan distribuidos uniformemente en el genoma
humano. En el 98% del genoma estan presentes en promedio una vez por cada 80
dinucledtidos, pero existen regiones de 200 pb a varias kilobases que tienen una
frecuencia cinco veces mayor de dinucleétidos CpG (> 60% de CG), denominadas
"islas CpG". El 60-90% de todas las secuencias CpG dispersas en el genoma estan
metiladas, mientras que no lo estan las de las islas CpG localizadas en la mayoria
de los genes de mantenimiento celular. Las islas CpG se localizan generalmente
entre la region central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcion, con
represion en la expresion del gen cuando se encuentran hipermetiladas (Rodriguez-
Dorantes et al. 2004; Chen et al. 2017).

El analisis computacional de la secuencia del genoma humano predice la
presencia de aproximadamente 29,000 islas CpG, y se ha demostrado que la gran
mayoria no estan metiladas en todas las etapas del desarrollo, ni en todos los tipos
de tejidos. La metilacién del ADN constituye un marcador epigenético que identifica
la cadena molde durante la replicacion del ADN y el origen parental de regiones con
impronta regula los transposones, la impronta genémica y la expresion génica. La
metilacion de elementos reguladores de genes tales como promotores,
potenciadores, aislantes y represores generalmente suprime su funcién. La
metilacion de regiones no codificantes, como la heterocromatina centromérica,
parece crucial para mantener la conformacion e integridad de los cromosomas.
También se ha sugerido que la metilacion constituye un mecanismo de defensa del
genoma contra los transposones (Berrocal 2015; Ludwig y Kornblum 2017).

La maquinaria implicada en la metilacion comprende diferentes proteinas
reguladoras incluyendo las ADN metiltransferasas, las desmetilasas putativas, las
proteinas de unidon a CpG metiladas, las enzimas modificadoras de histonas y los
complejos de remodelacion de la cromatina. La metilacién del ADN es de vital
importancia para mantener el silenciamiento génico en el desarrollo normal, la
impronta gendmica y la inactivacion del cromosoma X. En contraste, alteraciones

de la metilacion estan implicadas en algunas enfermedades humanas,
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especialmente las relacionadas con defectos en el desarrollo y con el proceso

neoplasico (Rodriguez-Dorantes et al. 2004; Mesa-Cornejo et al. 2006).

Impacto de la metilacion del promotor MGMT en el diagnéstico de gliomas

En general, se considera que la metilacion es un proceso unidireccional. Por eso,
cuando una secuencia CpG adquiere metilacién de novo, la modificacién se hace
estable y es heredada como un patrén de metilacion clonal. Por otra parte, la pérdida
de metilacion gendmica (hipometilacion) como evento primario se asocia
frecuentemente con el proceso neoplasico y es proporcional a la severidad de la
enfermedad (Rodriguez-Dorantes et al. 2004).

Los genomas de las células preneoplasicas, cancerosas y senescentes
comparten tres cambios importantes en los niveles de metilacibn como eventos
tempranos en el desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacion de la
heterocromatina conduce a inestabilidad gendmica e incrementa los eventos de
recombinacién mitética; segundo, la hipermetilacion de genes individuales;
finalmente, la hipermetilacion de las islas CpG de genes constitutivos y genes
supresores de tumores. Los dos niveles de metilacion pueden presentarse en forma
individual o simultanea. En general, la hipermetilacion esta involucrada con el
silenciamiento de genes y la hipometilacion con la sobreexpresion de ciertas
proteinas involucradas en los procesos de invasion y metastasis (Chen et al. 2017;
Ludwig y Kornblum 2017).

El gen que codifica MGMT, localizado en 10926, es uno de los marcadores
moleculares mas estudiados en neurooncologia por la asociacion entre la
hipermetilacion del promotor MGMT vy la respuesta a los agentes alquilantes. La
frecuencia de esta hipermetilacion en gliomas varia del 35% al 73% en los
glioblastomas, siendo de alrededor del 40% en los primarios y hasta 70% en los
secundarios; del 50% al 84% en los astrocitomas difusos de grado Il y del 43% al
93% en los astrocitomas difusos de grado Il (Berrocal 2015).

Las estrategias metodoldgicas para el andlisis del estado de metilacién de
las islas CpG han estado en constante evolucion y actualmente se cuenta con
diversas técnicas que comparten estandares universales, sensibilidad 6ptima y

reproducibilidad. El éxito de la mayoria de los meétodos depende de la
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transformacién quimica de las citosinas no metiladas a uracilos, por tratamiento con
bisulfito de sodio que no afecta la 5mC y marca de forma fidedigna e individual el
estado metilado o no metilado de los dinucledtidos CpG. La modificacion del ADN,
su amplificacién por PCR seguida de secuenciacion son las técnicas mas usadas

para este propaosito (Berrocal 2015; Chen et al. 2017; Ludwig y Kornblum 2017).

Modificacion del ADN con bisulfito de sodio (BisNa)

El estado de metilacion del promotor MGMT puede ser probado por PCR-metilacion
especifica (MS-PCR, por sus siglas en inglés), que se basa en la conversion de
bisulfito de las citosinas no metiladas en uracilos.

La conversion de bisulfito es el estandar de oro para el analisis de la
metilacion del ADN pues facilita la identificacion y cuantificacion de la metilacion con
resolucién de un solo nucleétido. El procedimiento quimico de desaminacion de
citosina por bisulfito de sodio ocurre en tres etapas. La primera etapa es la
sulfonacién, que consiste en la adicidon del grupo bisulfito al enlace doble 5-6 de la
citosina. La segunda consiste en la desaminacion hidrolitica de los derivados
citosina-bisulfito para dar paso a un derivado uracilo-bisulfito. La tercera etapa
corresponde a la desulfonacion alcalina, basada en la eliminacion del grupo
sulfonato por tratamiento alcalino para dar paso al uracilo. El bisulfito desamina
preferentemente citosina a uracilo en ADN de cadena sencilla, mientras que los
residuos 5mC no son desaminados por la conversion con bisulfito. Tras la
amplificacion por PCR, el uracilo se amplifica como timina, en tanto que los residuos
5mC permanecen como citosinas, lo que permite distinguir los nucleétidos CpG
metilados de los no metilados por la presencia de una citosina "C" frente a la timina
"T" mediante secuenciacion (Patterson et al. 2011).

El estado de metilacion del promotor MGMT ha sido asociado a la respuesta
positiva al tratamiento con agentes alquilantes, como la tezolomida, farmaco
ampliamente utilizado en el tratamiento de los gliomas de alto grado (Berrocal 2015;
Siegal 2016).
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Justificacion
El diagnostico de los gliomas incluye el analisis histopatologico y el andlisis de
marcadores moleculares. En Meéxico Unicamente se realiza el diagnostico
histopatologico.

En este trabajo nos propusimos desarrollar los métodos para el analisis de
tres biomarcadores basicos de los gliomas —la mutacion IDH1/2, la codelecion
1p/19q vy la metilacion del promotor MGMT- con la finalidad de poder ofrecerlos para
complementar el diagndstico histopatolégico de pacientes con gliomas.

Los avances presentados aqui estdn enmarcados en la etapa inicial del
protocolo de investigacion clinica denominado “Firma molecular de gliomas de alto
grado en poblacion mexicana en un centro de referencia” (Registro
CI/HRAEB/2019/047) propuesto por la Dra. Monica Sierra, neurooncéloga del
Hospital Regional de Alta especialidad del Bajio, y por el M. en C. Isaias Eduardo
Hernandez Verdin, el cual fue aprobado por los comités de ética e investigacion

correspondientes el 14 de agosto de 2019.

Objetivos

1. Desarrollar un procedimiento para fijar, preservar, transportar y procesar
fragmentos de las biopsias de gliomas resecadas quirirgicamente.
2. Disefiar y validar métodos moleculares confiables y reproducibles que
identifiquen:
a. Las mutaciones IDH1 e IDH2 relevantes, mediante PCR y secuenciacion.
b. La codelecion 1p/19q, mediante PCR.
c. El estado de metilacion del promotor del gen MGMT, mediante conversion
con bisulfito de sodio, MS-PCR y secuenciacion.
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Material y métodos

Obtencién del ADN de la sangre y biopsias de los pacientes con

gliomas

Obtuvimos la sangre venosa y los fragmentos de biopsias de gliomas resecadas
quirdrgicamente de cuatro pacientes con gliomas del HRAEB a través de la Dra.
Monica Sierra. Para la extraccién del ADN de sangre venosa, usada como control
interno, fue empleado el método de nuestro laboratorio (Pettet-Ruiz 2016) el cual
adaptamos para la extraccion del ADN de los fragmentos de biopsias, como

describimos a continuacion.

Fijacion, transporte y preservacion de los fragmentos de biopsia

Los fragmentos de las biopsias fueron introducidos en tubos con tapdn de rosca que
contenian 2 mL de fijador (PBS-EtOH 95% 1:1). Los fragmentos fijados y
almacenados a 4 °C son estables indefinidamente y fueron enviados al laboratorio

por paqueteria.

Homogenizacién de los fragmentos de biopsias

Los tamafios aproximados de los fragmentos de las biopsias de los gliomas de cada
paciente fueron los siguientes: VLV, 5x5x5 mm; MAN, 5x5x2 mm; RSG, 5x5x5 mm;
RHC, 5x5x3 mm.

Para la extraccion utilizamos guantes de nitrilo nuevos y limpiamos la zona
de trabajo, micropipetas, gradillas y material de trabajo con EtOH técnico al 70%.
Tomamos el fragmento de biopsia y lo colocamos dentro de un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL.

Homogeneizamos cada fragmento con un pistilo para tubo de microcentrifuga
limpio y estéril, presionando el fragmento al fondo del tubo y ejerciendo presion con
el pistilo. Para obtener el extracto crudo de la biopsia, al homogenado afiadimos
550 pL del buffer de lisis, compuesto por 500 pL de TES (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) y 50 uL de SDS al 10%.
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Protedlisis
A cada tubo con el extracto crudo afladimos 40 pL de proteinasa K (20 ng/uL) y
agitamos la mezcla con vortex por 30 s; mantuvimos los tubos hasta el dia siguiente

en un termoblock a 55 °C.

Extraccion de contaminantes hidrofobicos o anfipaticos
Afadimos 500 pL de cloroformo a cada tubo que luego agitamos en vortex por 30 s
e inmediatamente lo colocamos en la microcentrifuga Gm Lab Gilsood (Capsulefuge
PMC-880) y lo centrifugamos a 13,000 rpm por 15 min.

La centrifugacion separoé la fase acuosa superior de la fase organica inferior;
conservamos la fase acuosa, trasvasandola cuidadosamente por aspiracion a tubos
nuevos de 1.5 mL, cuidando de no acarrear la interfase. Descartamos los tubos con

cloroformo en un recipiente para residuos organicos.

Precipitacion de contaminantes de la fase acuosa

A cada tubo con la fase acuosa afiadimos 150 pL de NaCl 5 M y agitamos
vigorosamente con la mano hasta observar la formacién de espuma. Centrifugamos
a 13,000 rpm por 15 min, luego aspiramos cuidadosamente los sobrenadantes y los
transferimos a tubos nuevos de 1.5 mL. Descartamos los tubos con residuos

organicos en un recipiente con Cloralex al 5%.

Precipitacion y lavado del ADN
A cada tubo afiadimos 500 pL de isopropanol a -20 °C y lo agitamos suavemente
por inversion; lo mantuvimos a -20 °C toda la noche y luego lo centrifugamos a
13,000 rpm por 15 min para sedimentar el ADN. Descartamos cuidadosamente el
sobrenadante por aspiracion y lo depositamos en un recipiente con Cloralex al 5%.
Al tubo con la pastilla de ADN afiadimos 700 uL de EtOH al 70% frio, le dimos
un pulso de 5 s en el vértex y lo centrifugamos a 13,000 rpm por 15 min. Cuidando
de conservar la pastilla, aspiramos cuidadosamente el sobrenadante y lo
descartamos en un recipiente con Cloralex al 5%. Repetimos el lavado de la pastilla

dos veces mas.
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Eliminaciéon del EtOH del ADN lavado
Colocamos los tubos con las pastillas de ADN destapados en el termoblock a 55 °C
por 5-10 min, cuidando de no secarlos demasiado.

Disolucion del ADN purificado
Disolvimos la pastilla de ADN con 100 pL de TE y dejamos reposar los tubos al

menos 30 min a temperatura ambiente y les dimos vortex por 10 s.

Concentracion y pureza del ADN

Para determinar la relacion Azso/Az2s0 y la concentracion del ADN utilizamos el
espectrofotometro Epoch (BioTek). Consideramos que el rango aceptable de
valores de Azs0/A2s0 €s 1.8-2.0. Sellamos los tubos con ADN puro con Parafilm y los
conservamos a -20 °C.

Polimorfismos de IDH1 e IDH2

Disefio de iniciadores
Para el disefio de los iniciadores utilizamos las secuencias de referencia de
GenBank (NCBI) NG_023319.2 para IDH1 y la secuencia NG_023302.1 para IDH2.
Para la busqueda de iniciadores que amplificaran las regiones de interés utilizamos
el programa PrimerBlast (NCBI).

Una vez seleccionados los posibles iniciadores, los analizamos utilizando la
herramienta Oligo Analyzer (IDT gene) para evaluar sus caracteristicas,
especificidad y carencia de estructuras secundarias. Finalmente seleccionamos una

pareja de iniciadores para cada gen (Tabla 1).
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Tabla 1. Iniciadores empleados para generar los amplicones IDH1, IDH2, E2F2, NOTCH2, PLAUR, GLTSCR2 y MGMT

Gen Oligonucleétido Secuencia 5’-3’ Amplicon (pb)
IDH1 IDH1F GGTTGAGGAGTTCAAGTTGA
194

IDH1R TCACATTATTGCCAACATGAC

IDH2 IDH2F GAAGATGTGGAAAAGTCCCAATGG o

187

IDH2R GTGCCCAGGTCAGTGGAT
E2F2F GGAGGTTTTCAACAAACATTGA

E2F2 124
E2F2R ACCGACCCTAGCATCATG
NOTCH2F TGTCTGCTCACCAGGATTC

NOTCH2 72
NOTCH2R CCAAAGTGATAGGGCTGAA
PLAURF ATTGCCGTGTGGAAGAGT

PLAUR 140
PLAURR TGAGGAAGGTTTCTCAATCA
GLTSCR2F CCCCAAATGAAAAACTCTTCTTC

GLTSCR2 95
GLTSCR2R CTAACAATGAATAACCGCCATTC
MGMTaF GGTAAATTAAGGTATAGAGTTT

MGMT 200
MGMTaR AAACCCAAAAAAAACAAAATAT
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Optimizacion de la PCR

Para preparar las mezclas de PCR diluimos las muestras de ADN de cada paciente
hasta obtener 20 ng/uL en agua MilliQ estéril. Con cada mezcla de PCR preparamos
dos tubos, uno con ADN (problema) y otro sin ADN (control negativo). La Tabla 2

muestra la composicion de las mezclas individuales de PCR.

Tabla 2. Mezclas individuales de PCR para todos los amplicones

Componente L
Agua MilliQ estéril 19.0
Buffer de PCR 10x 2.5
dNTPs 10 mM c/u 0.5

Iniciadores F/R (10 uM c/u) | 0.75

Taqg ADN polimerasa 1 U/uL | 0.5

ADN (20 ng/pL) 1.0

Total | 25.0

F, iniciador forward.

R, iniciador reverse.

Para asegurar las condiciones Optimas de amplificacién llevamos a cabo
pruebas con un gradiente de temperatura de 55 °C a 65 °C y un gradiente de

concentracion de MgClz de 1.5 a 3.0 mM.

Programas de termociclado |IDH1, IDH2, Codelecion 1p/19q y MGMT

Los programas del termociclador para generar todos los amplicones consistieron en
1) un ciclo desnaturalizacién a 94 °C 5 min; 2) 30-40 ciclos de amplificacién con
desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, annealing por 30 s (56 °C para IDH1, 60 °C para
IDH2, 55 °C para 1p/19q y 55 °C para MGMT); 3) extension final a 72 °C por 10 min;
4) conservacion a 25 °C por tiempo indefinido. Para los amplicones IDH1, IDH2 y
1p/19q los ciclos de amplificacion fueron 30 y para el amplicon MGMT fueron 40.

PCR IDH1

Anadimos 1 yL de ADN (20 ng/uL) o de agua a las mezclas problema y control
negativo, respectivamente. A ambos tubos dimos un pulso en voértex, los
centrifugamos a 7,000 rpm por 10 s, los colocamos en el termociclador y los

incubamos con el programa IDH1 por 30 ciclos.
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PCR IDH2
Preparamos las mezclas de PCR de IDH2 igual que las de IDH1, excepto por los

iniciadores.

Electroforesis en geles SB-agarosa al 2%
Una vez finalizados los programas de PCR en el termociclador, aplicamos muestras
de las mezclas de PCR en un gel de agarosa al 2% con amortiguador de borato de
sodio (SB) (Brody et al. 2004). Corrimos el gel a 90 V durante 90 min y lo tefiimos
con EtBr (1 pg/mL) durante 45 min.

Después de la tincion revelamos el gel en el fotodocumentador (Bio-Rad, Gel

Doc XR) con luz UV y registramos la imagen.

Purificacion de los amplicones IDH1 e IDH2

Una vez confirmada la amplificacién, purificamos los productos de PCR.
Transferimos 19 pL de cada mezcla de PCR amplificada a tubos de microcentrifuga
de 1.5 mL; a cada uno anadimos 1.9 pL de acetato de sodio 3 My 57 yL de EtOH
grado biologia molecular, agitamos los tubos 10 s en vértex y los guardamos a -20
°C.

El dia siguiente descongelamos las mezclas a temperatura ambiente,
centrifugamos los tubos a 13,000 rpm por 15 min a 4 °C, aspiramos cuidadosamente
el sobrenadante y lo descartamos en un recipiente con Cloralex al 2%; a cada tubo
anadimos 700 pL de EtOH al 70% frio y le dimos vértex por 10 s para que la pastilla
se desprendiera; centrifugamos nuevamente a 15,000 rpm por 15 min a 4 °C y
descartamos el sobrenadante por aspiracion cuidadosa. Colocamos los tubos en un
termoblock a 55 °C por el tiempo suficiente para evaporar el residuo de EtOH.

Para disolver los productos de PCR afiadimos 50 yL de agua MilliQ estéril y
dejamos reposar la mezcla 30 min a temperatura ambiente. Para determinar la
pureza y concentracion de los productos de PCR utilizamos un espectrofotometro
Epoch (BioTek) en el que medimos la relacion Azeo/Azs0, tomando en cuenta que el
rango aceptable es 1.8-2.0.
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Secuenciacion y analisis de los amplicones IDH1 e IDH2
Rotulamos los tubos, ajustamos la concentracion de ADN a 50 ng/pL y los enviamos
al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA)
para su secuenciacién con el método de Sanger (Yu et al. 2017).

Una vez recibidas, comparamos las secuencias obtenidas con las de los alelos
silvestres y mutantes en busqueda de SNPs y analizamos los cromatogramas

secuenciacion para identificar los alelos y su estado homacigo o heterdcigo.

Codelecién 1p/19q

Disefio de iniciadores

Para el disefio y eleccion de los iniciadores utilizamos las secuencias de referencia
de GenBank NM_024408.4 para NOTCH2; NM_004091.4 para EZ2F2;
NM_002659.4 para PLAUR; AF182076.1 para GLTSCR2. Para la busqueda y
seleccién de iniciadores que delimiten las areas de interés utilizamos el programa
PrimerBlast (NCBI).

Una vez seleccionados los iniciadores potenciales, los analizamos con Oligo
Analyzer para evaluar sus caracteristicas, especificidad y ausencia de estructuras
secundarias. Finalmente seleccionamos una pareja de iniciadores para cada gen
(Tabla 2).

PCR de los amplicones E2F2, NOTCH2, PLAUR, y GLTSCR2

Para las reacciones de PCR preparamos diluciones del ADN de cada paciente con
20 ng/pL en agua MilliQ estéril. Utilizamos guantes de nitrilo nuevos y
descongelamos los reactivos de PCR por inmersion de los tubos en hielo picado.
De cada mezcla de PCR preparamos dos tubos con buffer de PCR 1x, MgClz2 1.5
mM, dNTPs 0.2 mM (c/u), iniciadores 0.3 mM (c/u). Afladimos 1 pL de ADN (20
ng/pL) a la mezcla problema y 1 pL de agua a la mezcla de control negativo; dimos
un pulso en vortex por 5 s a ambos tubos y los centriftugamos a 7,000 rpm por 10 s.
Luego los colocamos en el termociclador con el programa “Codelecion 1p/19q” por

30 ciclos.

24



Para el amplicon E2F2 utilizamos la pareja de iniciadores E2F2F/R, para el
amplicon NOTCH2 la pareja NOTCH2F/R, para el amplicon PLAUR la pareja
PLAURF/R y para el amplicon GLTSCR2 la pareja GLTSR2F/R.

Electroforesis en geles SB-agarosa al 2%
Una vez finalizados los programas de PCR en el termociclador, aplicamos muestras
de las mezclas de PCR en un gel de agarosa al 2% con borato de sodio (Brody et

al. 2004), como lo hicimos para las mezclas de IDH1 e IDH2.

Estado de metilacién del promotor MGMT

Disefio de iniciadores

Para el disefio de los iniciadores utilizamos la secuencia del gen MGMT de GenBank
(Acceso NM _002412.5). Para la busqueda de iniciadores que amplificaran las
regiones de interés utilizamos el programa Methprimer (NCBI).

Analizamos los posibles iniciadores con Oligo Analyzer para evaluar sus
caracteristicas, especificidad y ausencia de estructuras secundarias. Finalmente
seleccionamos una pareja de iniciadores para amplificar una regién del gen MGMT
(Tabla 2).

Concentracion y desnaturalizacion del ADN

Utilizamos 1-10 pg de cada muestra de ADN de glioma contenidos en 18 pL y los
colocamos en tubos de PCR de 200 pL. Llevamos cada tubo al termociclador con el
programa “PreBisNa” (Tabla 3); después del paso inicial de 3 min a 94 °C pausamos
el programa, inmediatamente después afiadimos 2 yL de NaOH 3 M a cada tubo y

continuamos el programa de termociclado.

Tabla 3. Programa de termociclado PreBisNa
Etapa °C | Tiempo | Ciclos

Desnaturalizacion inicial 94| 3 min 1

Desnaturalizacion (NaOH) | 37 | 25 min 1

Conservacion 25 o0 1
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Conversion de residuos de citosina a uracilo

Una vez finalizado el programa pasamos los 20 yL de cada tubo a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL y le afiadimos 380 uL de la solucion de conversion fresca
(agua MilliQ estéril 690 pL, 0.52 g de bisulfito de sodio, 175 pL de NaOH 2 M, 125
pL de hidroquinona 1 M, 10 pL de CTAB 200 mM); dimos un pulso de 5 s en el
vortex y distribuimos los 400 uL de cada tubo a cuatro tubos de PCR de 200 uL (100
pL/tubo).

Una vez distribuidos los volumenes de cada muestra, colocamos los tubos en el
termociclador con el programa BisNa (Tabla 4); al finalizar el programa reunimos el

contenido de cada grupo de muestras en un tubo de 2 mL.

Tabla 4. Programa de termociclado BisNa

Etapa °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 30s 1
Reaccion 58 20 min 3
Desnaturalizacion 95 10s
Reaccion 58 20 min 1
Conservacion 21 0 1

Purificacion del ADN modificado con nanoparticulas superparamagnéticas
recubiertas de silica
A cada tubo con 100 pL de la mezcla de ADN modificado afiadimos 250 yL de TES
y 25 uL de SDS al 10% y le dimos un pulso en el vortex; luego afiadimos a cada
tubo 500 uL de cloroformo y los mezclamos con voértex hasta observar un contenido
homogéneo; colocamos los tubos en la microcentrifuga y los centrifugamos a 13,000
rom por 15 min; recuperamos cuidadosamente el sobrenadante por aspiracion
(~200 pL) evitando acarrear residuos de la interfase y lo pasamos a un nuevo tubo
de microcentrifuga de 2 mL.

Con las particulas magnéticas del kit Magnesil (Promega®) obtuvimos
rendimientos muy bajos o nulos del ADN modificado (datos no mostrados). En

cambio, con las nanoparticulas superparamagnéticas recubiertas de silica
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sintetizadas por el Dr. José Luis Sanchez en la Division de Materiales Avanzados
del IPICYT (en adelante llamadas NP-DMA), la Dra. Lucia Orellana comprobé en
nuestro laboratorio que las NP-DMA recuperan 8.3 veces mas ADN puro que las
particulas de Magnesil. Este procedimiento facilita la purificacion del ADN
modificado, pues no requiere centrifugacion sino solo la aplicaciéon del iman para
atrapar las NP-DMA con el ADN puro unido a ellas.

Preparamos tubos de microcentrifuga de 2 mL con 200 pL del sobrenadante
de la mezcla con ADN modificado y a cada uno afadimos 800 yL de NaCl 5 M.
Dimos vortex por 10 s a la mezcla con NP-DMA (142.8 mg/mL) para suspender las
nanoparticulas e inmediatamente afnadimos 15 uL de la suspension a cada tubo.
Dejamos reposar los tubos 5 min a temperatura ambiente y nuevamente los
mezclamos por vortex.

Colocamos los tubos en un soporte magnético (Figura 5). La atraccion
magnética de las NP-DMA es instantdnea. Aspiramos cuidadosamente vy
descartamos el contenido de cada tubo sin tocar las NP-DMA adheridas
magnéticamente a la pared. Mientras las NP-DMA seguian adheridas
magnéticamente a la pared a cada tubo afiadimos 100 puL de EtOH al 70%,
colocamos los tubos fuera del soporte magnético y les dimos vértex. Colocamos
nuevamente los tubos en el soporte magnético, descartamos el EtOH al 70% por
aspiracion cuidadosa lavamos otras dos veces con 100 pL de EtOH al 70%.

Con las tapas de los tubos abiertas en el soporte magnético, dejamos secar
al aire las NP-DMA por 5 min. Luego afiadimos 100 uL de agua MilliQ a cada tubo,
les dimos vortex por 5 s y los colocamos en un termoblock a 65 °C por 15 min.

Finalmente llevamos los tubos al soporte magnético, donde la separacion de
las NP-DMA fue instantanea. Aspiramos cuidadosamente el liquido donde se
encontraba disuelto el ADN modificado, procurando no tocar ni acarrear las NP-
DMA.
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Figura 5. Uso de nanoparticulas superparamagnéticas (NP-DMA) para purificar el ADN del
amplicon MGMT modificado

(A) Aspecto de las mezclas con NP-DMA y ADN modificado en presencia de NacCl
1M. (B) Aspecto de las mezclas con las manchas oscuras de las NP-DMA
concentradas y adheridas a cada iman de la gradilla (incluidas dentro un circulo
rojo), lo cual permite separarlas inmediatamente y lavarlas repetidamente sin tener

gue centrifugarlas.

Desulfonacion de los residuos de uracilo

A cada tubo con 100 pyL anadimos 3 uL de NaOH 10 M; los mezclamos con vortex
y los colocamos en el termoblock a 37 °C por 20 min para desulfonar los residuos
de uracilo. Luego neutralizamos el pH con 3 uL de HCI 10 M y mantuvimos los tubos

otros 10 min en el termoblock a 37 °C.
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Purificacion del ADN modificado
Anadimos 800 pL de solucion de NaCl 5 M a cada tubo, suspendimos las NP-DMA
mediante vortex por 10 s y afiadimos 15 uL de NP-DMA (114 mg/mL) a cada tubo y
les dimos vortex. Dejamos reposar los tubos 5 min a temperatura ambiente y
nuevamente mezclamos por vortex.

Colocamos los tubos en una gradilla magnética (i.e., con imanes individuales
fijos para cada tubo) en la que la separacién de las NP-DMA es instantanea.
Aspiramos y descartamos cuidadosamente el contenido de cada tubo sin tocar las
NP-DMA adheridas magnéticamente a la pared. A cada tubo con NP-DMA
afiadimos 100 pL de EtOH al 70%, colocamos los tubos fuera de la gradilla
magnética y les dimos vortex.

Nuevamente colocamos los tubos en la gradilla magnética, descartamos el
EtOH por aspiracion cuidadosa, los colocamos nuevamente en la gradilla magnética
y descartamos todo el volumen por aspiracion.

Con los tubos en el soporte magnético con las tapas abiertas, dejamos secar
al aire las NP-DMA por 5 min. Luego afadimos 50 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM, pH 8.0) a cada tubo, dimos vértex por 5 s y los mantuvimos en un termoblock
a 65 °C por 15 min.

Finalmente colocamos los tubos en la gradilla magnética, donde la adhesion
de las NP-DMA a la pared de los tubos en la zona del imén fue instantanea y
entonces aspiramos cuidadosamente el liguido donde se encontraba disuelto el

ADN modificado, procurando no tocar ni acarrear las NP-DMA.

Calidad y concentracién del ADN modificado
Para determinar la pureza y concentracion del ADN medimos la relacion Azeo/Azso
tomando en cuenta que el rango aceptable es 1.8-2.0. Rotulamos los tubos con ADN

puro, los sellamos con Parafilm y los conservamos a -20 °C.

PCR del amplicon MGMT
Para cada mezcla de PCR preparamos dos tubos con los iniciadores MGMTaF/R
con las secuencias sefialadas en la Tabla 2. Ahadimos 2 uL de ADN (20 ng/uL) a

cada tubo, a ambos les dimos un pulso en vértex por 5 s y los centrifugamos a 7,000
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rom por 10 s. Luego los colocamos en el termociclador, en el que corrimos el

programa MGMTa por 40 ciclos.

Electroforesis en geles SB-agarosa al 2%
Una vez finalizados los programas del termociclador, aplicamos muestras de las
mezclas de PCR en un gel de agarosa al 2% como lo hicimos para las mezclas de

los amplicones IDH1 e IDH2 y de la codelecion 1p/19q.

Purificacion de los productos de PCR

Una vez confirmada la amplificacion, purificamos los productos de PCR.
Transferimos 19 pL de cada mezcla de PCR amplificada a tubos de microcentrifuga
de 1.5 mL a los que anadimos 1.9 uL de acetato de sodio 3 M y 57 uL de EtOH
grado biologia molecular. Aplicamos un pulso de vortex de 10 s y guardamos los
tubos a -20 °C.

Al dia siguiente descongelamos las mezclas por inmersion de los tubos en
hielo y los centrifugamos a 13,000 rpm por 15 min a 4 °C; luego aspiramos
cuidadosamente el sobrenadante y lo descartamos en un recipiente con Cloralex al
2%. A cada pastilla afadimos 700 pL de EtOH al 70% frio y dimos vortex por 10 s
para desprender la pastilla, centrifugamos nuevamente a 15,000 rpm por 15 min a
4 °C y descartamos el sobrenadante por aspiracion cuidadosa. Colocamos los tubos
con pastillas de ADN de los productos de PCR lavados en un termoblock a 55 °C
por 5 min para eliminar los restos de EtOH.

Para disolver los productos de PCR anadimos 50 uL de agua MilliQ estéril y
esperamos 30 min a temperatura ambiente. Determinamos la pureza y

concentracion de los productos de PCR con el espectrofotémetro Epoch (BioTek).

Secuenciacion y anélisis

Ajustamos la concentracion de los productos de PCR a 50 ng/uL y los enviamos al
LANBAMA para su secuenciacién. Una vez recibidas las secuencias, las alineamos
y analizamos los cambios en las islas CpGs del promotor del gen MGMT, para

determinar el grado de metilacion.
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Resultados

Obtencién del ADN de lasangrey las biopsias de los pacientes con

gliomas

Extracto crudo de los fragmentos de biopsia

Después de homogenizar cada fragmento de biopsia afiadimos el buffer de lisis y
mantuvimos la mezcla a 55 °C toda la noche para obtener el extracto crudo como
un liguido homogéneo ligeramente opaco, sin particulas visibles.

Extraccion con cloroformo
Después de afadir cloroformo al extracto crudo y centrifugar las mezclas, se
separaron tres fases: organica, interfase y acuosa (Figura 6).

La fase orgéanica, localizada en la parte inferior del tubo, de apariencia
transparente y color amarillo o ligeramente blanquecino, incluye los contaminantes
disueltos en cloroformo.

La interfase, localizada en la parte media del tubo, incluye restos del tejido
de color marron.

La fase acuosa, translicida, contiene el material genético y otros
componentes solubles. La recuperamos cuidadosamente por aspiraciéon sin

contaminantes de la interfase y la trasvasamos a un tubo nuevo.

Eliminacion de contaminantes de la fase acuosa
La adicion de NaCl enturbié la fase acuosa (Figura 7). Una vez centrifugada esta
mezcla, los contaminantes precipitados se empacaron en el fondo del tubo (Figura

8) y los sobrenadantes fueron trasvasados a tubos nuevos.

ADN precipitado
La adicién de isopropanol a la fase acuosa provocd la formacion de pequefias

madejas blanquecinas de ADN precipitado (Figura 9).

ADN lavado
Las madejas de ADN fueron sedimentadas y lavadas tres veces por centrifugacion
con EtOH 70%.
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Purezay rendimiento del ADN

Elintervalo de valores de la relacion Azso/A2s0 del ADN de los fragmentos de biopsias
fue 1.8-1.9 (Tabla 5). El intervalo del rendimiento fue de 104.1-237.9 ug para los
fragmentos de biopsias y de 5.3-9.3 pg para las muestras de sangre. El ADN
obtenido de ambas fuentes fue por tanto de calidad y en cantidad suficiente para

analizar los biomarcadores.

Tabla 5. Rendimiento del ADN de las muestras de gliomas (100 pL) y sangre (50 pL) de
los pacientes

Paciente | Fuente AzcolAzeo APN
(promedio) | ng/uL | Rendimiento (ug)

VLV Glioma 1.9 1220.2 122.0
Sangre 1.8 250.2 7.5

MAN Glioma 1.9 1041.4 104.1
Sangre 1.8 291.7 8.8

RSG Glioma 1.9 1253.6 125.4
Sangre 1.8 175.1 5.3

RHC Glioma 1.9 2378.6 237.9
Sangre 1.9 311.3 9.3
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Figura 6. Fase organica, interfase y fase acuosa de los extractos crudos de fragmentos de
glioma mezclados con cloroformo

Figura 7. Contaminantes precipitados de la fase acuosa de fragmentos de glioma
Turbiedad observada en las muestras inmediatamente después de afiadir NaCl 5

M.
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Figura 8. Contaminantes de la fase acuosa sedimentados por centrifugacion
Una vez centrifugados, los contaminantes se empacaron en el fondo y los sobrenadantes
fueron aspirados cuidadosamente para precipitar el ADN disuelto en la fase acuosa.

Figura 9. ADN de la fase acuosa precipitado con isopropanol
Las madejas de ADN precipitado se encuentran dentro de los circulos rojos superpuestos
a la imagen de cada tubo.
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Identificacidon de los polimorfismos de IDH1 e IDH2

Las secuencias de los iniciadores empleados para generar los amplicones IDH1 e
IDH2 se enlistan en la Tabla 2.

Las condiciones usadas para generar la banda Unica de 194 pb del amplicon
IDH1 fueron MgCl2 1.5 mM y annealing a 56 °C; en tanto que las condiciones para
generar la banda Unica de 187 pb del amplicon IDH2 fueron MgCl2 1.5 mM y
annealing a 60 °C.

A partir del ADN de los gliomas y la sangre de los cuatro pacientes fue
amplificada una banda Unica y nitida correspondiente al amplicon IDH1 de 194 pb
(Figuras 10 y 11) y otra correspondiente al amplicén IDH2 de 187 pb (Figuras 10 y
12).

La Tabla 6 muestra la relacion Azso/Azs0 y la concentracion de los productos
de PCR purificados.

Analizamos un total de 16 secuencias nucleotidicas de los amplicones IDH.
Ocho del amplicén IDH1 (cuatro forward, cuatro reverse) y ocho del amplicon IDH2
(cuatro forward, cuatro reverse). El alineamiento confirmé la identidad del amplicon
de 194 pb del gen IDH1 (Figura 13A) y la del amplicon de 187 pb del gen IDH2
(Figura 13B).

El andlisis de las secuencias y de los cromatogramas respectivos demostro
gue basta emplear un iniciador (forward o reverse) para la secuenciacion y el

analisis de cada amplicon.
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Tabla 6. Rendimiento de los amplicones IDH1 e IDH2 generados a partir del ADN de los
gliomas y la sangre de los pacientes

Amplicon | Paciente | Fuente | Aze0/A2s0 Concentracion | Rendimiento
(ng/uL) (ng)
IDH1 VLV Glioma 1.8 56.4 2.8
Sangre 1.8 73.2 3.7
MAN Glioma 1.8 79.0 4.0
Sangre 1.8 71.7 3.6
RSG Glioma 1.8 90.6 4.5
Sangre 1.8 62.0 3.1
RHC Glioma 1.8 50.5 2.5
Sangre 1.8 70.1 3.5
IDH2 VLV Glioma 1.8 50.5 2.5
Sangre 1.8 51.5 2.6
MAN Glioma 1.9 77.6 3.9
Sangre 1.8 50.6 2.5
RSG Glioma 1.8 52.5 2.6
Sangre 1.8 54.1 2.7
RHC Glioma 1.8 60.2 3.0
Sangre 1.8 55.4 2.8

En dos pacientes encontramos mutaciones puntuales en los amplicones
IDH1. La primera correspondid al SNP rs121913499 (R132H). En la segunda, no
registrada en GenBank, cambioé la tercera base del codon 146 por C en lugarde T
(GGT — GGCQC). Esta mutacion es sindénima, pues ambos tripletes, el del alelo
silvestre y el del mutante, codifican cisteina. Las secuencias de los amplicones IDH1
de los otros dos pacientes correspondieron a la secuencia del alelo IDH1 silvestre y
las de los amplicones IDH2 de los cuatro pacientes correspondieron a la secuencia

del alelo silvestre (Tabla 7).
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Tabla 7. Polimorfismos de los genes IDH1 e IDH2 identificados en los gliomas

Paciente | Gen SNP Tipo
IDH1 No Silvestre
VLV
IDH2 No Silvestre
IDH1 No Silvestre
MAN :
IDH2 No Silvestre
RSG IDH1 | rs121913499 | Homocigoto mutante
IDH2 No Silvestre
IDH1 NR @ Homocigoto
RHC :
IDH2 No Silvestre

2 NR, No registrado en GenBank. Se trata de una mutacion del gen IDH2, que porta
el codon GGT en lugar del GGC (silvestre) en el triplete 146; la mutacion es
sinbnima, pues ambos tripletes codifican cisteina.
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Figura 10. Gel de agarosa al 2% con los amplicones IDH1 (194 pb) e IDH2 (187 pb)
generados a partir del glioma del paciente VLV

38



MAN RSG RHC MAN RSG RHC

 IDH1
Glioma

Figura 11. Gel de agarosa al 2% con los amplicones IDH1 (194 pb), generados a partir del
ADN de los gliomas y la sangre de los pacientes MAN, RSG y RHC,
respectivamente

MAN RSG RHC MAN RSG RHC

-IDH2
Glioma

Figura 12. Gel de agarosa al 2% con los amplicones IDH2 (187 pb), generados a partir del
ADN de los gliomas y la sangre de los pacientes MAN, RSG y RHC,
respectivamente
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Figura 13. Alineamiento de las secuencias de los amplicones IDH1 e IDH2 de los cuatro pacientes
(A) Secuencias de los amplicones IDH1. (B) Secuencias de los amplicones IDH1. Las letras rojas indican las bases de la
secuencia silvestre y las azules los polimorfismos.
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Codelecion 1p/19q
Las secuencias de los iniciadores empleados para generar los amplicones E2F2,
NOTCH2, PLAUR y GLTSCR2 se enlistan en la Tabla 2.

A partir de ADN del glioma y la sangre de los cuatro pacientes obtuvimos
bandas Unicas y nitidas con los tamafios esperados para los cuatro amplicones: 124
pb del amplicon E2F2, 72 pb del amplicon NOTCH2, 140 pb del amplicon PLAUR y
95 pb del amplicon GLTSCR2 (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Geles de agarosa al 2% de los amplicones implicados en la codeleciéon 1p/19q
generados a partir de la sangre de los pacientes
Los amplicones NOTCH2 (72 pb) y E2F2 (124 pb) corresponden al brazo 1p y los

amplicones PLAUR (140) y GLTSCR2 (95 pb) al brazo 19q. En cada imagen se
encuentra, de izquierda a derecha, la escalera de 100 pb seguida de las mezclas
de PCR para el ADN de sangre de los pacientes VLV, MAN, RSG, RHC y el control
negativo (sin ADN).
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Figura 15. Geles de agarosa al 2% de los amplicones implicados en la codeleciéon 1p/19q,
generados a partir del ADN de los cuatro gliomas
Los amplicones NOTCH2 (72 pb) y E2F2 (124 pb) corresponden al brazo 1p y los

amplicones PLAUR (140) y GLTSCR2 (95 pb) al brazo 19q. En cada imagen se
encuentra, de izquierda a derecha, la escalera de 100 pb seguida de las mezclas
de PCR para el ADN de los gliomas de los pacientes VLV, MAN, RSG, RHC vy el

control negativo.
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Metilacion del promotor MGMT

Amplificacion de la region de interés

En las mezclas de PCR con ADN de los cuatro gliomas observamos una banda
nitida, intensa y Unica de alrededor de 200 pb, esperada para el amplicon del
promotor MGMT (Figura 16).

Rendimiento de los amplicones MGMT
El rango de concentraciones del ADN de los amplicones MGMT fue 37.5-247.1

ng/pL y la relacion Azso/Azso = 1.8 en todas las muestras (Tabla 8).

Tabla 8. Azso/Azs0, cOncentracion y rendimiento de los amplicones MGMT generados a
partir de ADN de los gliomas (30 yL)

Concentracion | Rendimiento
ID A260/A280
(ng/pL) (ng)
VLV 1.8 247.1 7.4
MAN 1.8 93.8 2.8
RSG 1.8 67.8 2.0
RHC 1.8 375 11

Rendimiento del ADN modificado del amplicbn MGMT
A partir de mezclas con 10 pg de los amplicones MGMT de los gliomas, el rango de
rendimiento del amplicon MGMT modificado fue 1.5-2.2 ug (Tabla 9).
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Tabla 9. Rendimiento del ADN de los amplicones MGMT modificados

Muestra volumen Az60/A280 Concentracion ADN
wb) (ng/uL) (Hg)
Inicial
VLV 18 1.8 555.5 10
MAN 18 18 555.5 10
RSG 18 1.8 555.5 10
RHC 18 1.8 555.5 10
Modificado
VLV 30 2.0 55.2 17
MAN 30 2.0 71.9 292
RSG 30 2.0 53.8 16
RHC 30 2.0 48.9 15

Secuenciacion y analisis
La Tabla 10 muestra los porcentajes de metilacion del promotor MGMT
determinados en los cuatro gliomas. Se considera que hay hipermetilacion si el 30%

0 mas (= 9/28) de las islas GpC estan metiladas.

Tabla 10. Metilacion de las 28 islas CpG de los amplicones MGMT de los gliomas

Islas CpGs | Islas CpGs
) _ _ Estado de
Paciente | metiladas | no metiladas o
metilacion
n % n %
VLV 13 46 15 54 | Hipermetilado
MAN 17 61 11 39 | Hipermetilado
RSG 13 46 15 54 | Hipermetilado
RHC 3 11 25 89 | Hipometilado
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Figura 16. Gel de agarosa al 2% de los amplicones MGMT generados a partir de los
gliomas

El carril de la izquierda muestra las bandas de la escalera de 100 pb, seguido por los

carriles con ADN de los pacientes VLV, MAN, RSG, RHC, control positivo y control

negativo.
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Discusion
Los métodos desarrollados en este trabajo y aplicados a las biopsias de cuatro
pacientes con gliomas son validos, reproducibles y confiables y serviran para
complementar el diagndstico histopatolégico y mejorar el prondstico y tratamiento
de los pacientes con gliomas.

La fijacion de las biopsias con el medio empleado permite preservar,
transportar y procesar las muestras para extraer el ADN. Los métodos de extraccion
de la sangre y de los fragmentos de biopsias de gliomas fijados permitieron obtener
ADN adecuado y suficiente para el andlisis de los biomarcadores de interés, a saber:
1) los SNPs caracteristicos de los genes IDH1 e IDH2; 2) la amplificacion de las
regiones de los genes de los brazos 1p y 19q involucrados en la codelecion 1p/19q;
y 3) el estado de metilacion del promotor del gen MGMT.

La secuenciacion permitid identificar la presencia/ausencia del SNP
rs121913499 del gen IDH1. La ausencia de ambas mutaciones esta asociada a
GBM, en tanto que su presencia se considera de buen prondstico (Huang et al.
2019).

El andlisis de la secuencia del amplicon IDH2 del paciente RHC permitio
identificar un nuevo SNP que consiste en una mutacién sinénima del gen IDH2 que
porta el coddn GGT en lugar de GGC (silvestre) en el triplete 146, los cuales
codifican para cisteina.

La identificacion de los SNPs de interés de los genes IDH1/2 mediante la
técnica de ARMS-PCR podria acortar el tiempo de entrega de los resultados ya que
bastaria con correr el programa de termo ciclado y confirmacién por electroforesis
en gel de agarosa y evitamos la espera de resultados de secuenciacion (Etlik et al.
2011).

La codelecion 1p/19q no se encontrd en ninguno de los cuatro pacientes. La
amplificacion de los genes implicados mediante PCR en tiempo real para la
deteccién inmediata de la codelecion acortaria sustancialmente el tiempo de entrega

de los resultados y podria darles un enfoque cuantitativo (de Dios 2013).
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El analisis de los resultados de la PCR de punto final para la codelecion
1p/19g es inmediato, pero el de las mutaciones IDH1/2 y la metilacion del promotor
del gen MGMT depende de la entrega de los resultados de secuenciacién de los
amplicones correspondientes.

La determinacion del estado de metilacion del promotor del gen MGMT es
una herramienta complementaria para el tratamiento, que pudimos llevar a cabo
gracias a las bases del método montadas por el M. en C. Isaias Eduardo Hernandez
Verdin y a la eficiencia de las NP-DMA para purificar el ADN modificado. En tres de
los cuatro pacientes con gliomas que tienen el promotor hipermetilado se espera
una respuesta favorable al tratamiento con tezolomida. Llama la atencién que la
proporcion de gliomas con hipermetilacion en la pequefia muestra incluida en este
trabajo sea tan alta (75%), pues usualmente ocurre en apenas un poco mas del 30%
de los gliomas (Berrocal 2015; Siegal 2016).

La utilidad del amplicén del promotor del gen MGMT empleado para la
deteccion de islas CpG es limitada porque la regién de interés es rica en guanina y
dificulta la amplificacion completa del area; ademas, el disefio de los iniciadores es
complejo porque la gran cantidad de pares GC dificulta su especificidad (Siegal
2016). El ensayo de otras técnicas y el uso de iniciadores adicionales para aumentar
el nimero de islas CpGs podrian mejorar el analisis de este biomarcador.

Los resultados de este trabajo nos animan a ofrecer el servicio de
identificacion de los tres biomarcadores para ampliar las bases del prondstico y

tratamiento de pacientes con gliomas.
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Anexo.

Secuencias de los amplicones

Amplicones IDH1

Paciente Fuente

VLV Sangre
Glioma
MAN Sangre
Glioma
RSG Sangre
Glioma
RHC Sangre
Glioma

Secuencia
CAATACAAATGAGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCT
GCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGCT
TATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
GGGACCCCAAATGGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATC
TGCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGC
TTATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
GGTGACCCCCAAATGGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTA
TCTGCAAAAATCATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCA
TGCTTATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAACAACTTGAACTCCTCAACCA
AA
GGTATCTTAATGGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCT
GCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGCT
TATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
CTGACACAATGGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCTG
CAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCEGTCATGCTT
ATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
TTTTTCACAAATGAGCACCATACGAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTAT
CTGCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCHTCATG
CTTATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
TTAACCCAAAATGGCACCATACGAATATTCTGGGTGGEACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATC
TGCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGC
TTATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA
TTTATACAATGGCACATACGAATATTCTGGGTGGTACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCTGC
AAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTCATGCTTA
TGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGAA

En la biopsia del paciente RSG encontramos el SNP rs121913499, que cambia el
codén 132 CET (arginina) por CBT (histidina).

En la biopsia del paciente RHC encontramos un SNP sin6nimo no registrado

que codifica cisteina con un cambio en el codon 146 de GGT por GGC).

54



Amplicones IDH2

Paciente Fuente

VLV Glioma
Sangre
MAN Glioma
Sangre
RSG Glioma
Sangre
RHC Glioma
Sangre

Secuencia

TGGTATCCTGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACCA
TGGTCATCCTGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACA
TGGTCATCCTGGGGGGGCTGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACCA
TGGTATCGTGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGTC
CCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGGG
TGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACT
TGGTATCCTGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACCA
TGGGTATCATGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACT
TGGGCATCATGGGGGGGATGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGT
CCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGG
GTGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCAC
TGGTATCATGGGGGGGCTGTCTTCCGGGAGCCATCATCTGCAAAAACATCCCACGCCTAGTC
CCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGGG
TGGAGAGGGGATCCACTGACCTGGGCACCA

Las 4 parejas de secuencias son idénticas lo cual corresponde a alelos de tipo

silvestre en el gen IDH2 de cada paciente.
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Amplicones MGMT

Paciente
VLV

MAN

RSG

RHC

Sentido
F

Secuencia
GGGACTTCTAAGCGCGTGCGCATATGAAGGGACGAATTTTTTATGTAAAAGAGTTTAGGGT
AGCGGCGATGACAGGAAGTTATGATCGGTGTGTTGGTAATTAGTGAGGATGCGTAGATTGT
TTTAGGTTTGGCGTCGTCGTATTGGGTATGCGTTGATTTGGTCGGGTGGGAATATTTTGTT
TTTTTTGGGTTTAA
GGTAAATTAAGGTATAGAGTTTCAGGCGGAAGTTGGGAAGGCGTCGTTCGGTTTGTATTGG
TCGAAGGGTTATTCGGGTTAGGCGTACAGGGTATCGGTCGTTGTCGGAGGAGTAGGAAACA
AGGGGTGCGGAATTAAGGTGGTGGTAATAATGGGATAGAGAGTATCAGAGTGTGATATTGT
AGCTGAAAGCAC
CTAGCCTAATTTGCGGGTGCGAACACGATCAGACGAATTTTTTAGGTAAAAAGAGTTTAGG
GTAGCGGCGATGACGGAGGATTAGGGTCGGTGTGTTGGTGTTTAGTGAGGATGCGTAGATT
GTTTTAGGTTTGGCGTCGTCGTATTGGGTATGCGTTGATTCGGTCGGGTGGGAATATTTTG
TTTTTTTTGGGTTT
GGTAAATTAAGGTATAGAGTTTCAGGCGGAAGTTGGGAAGGCGTCGTTCGGTTTGTATCGG
TCGAAGGGTTATTCGGGTCAGGCGTATAGGGTAGCGGCGTTGTCGGAGGACCCCCCGGGTC
GGCGGTCGGGAGTTTACGTGGTGGTACTAATGGTAGTAGAGAGTAGCTGAGTGTGCTATGT
ACGTGCAAAATAAC
CGGATGACCATCCGCAGTGTAGAGTATGTATCGGACGATGTGTTATTACGTTTGAAAGAGC
AGTATAGGGTAGCGGCGTTGTCAGGAGGATTAGGGTCGGTGTGTTGGTGTTTAGTGAGGAT
GCGTAGATTGTTTTAGGTTTGGTGTCGTCGTATTGGGTATGCGTTGATTTGGTTGGGTGGG
AATATTTTGTTTTTTTTGGGTTT
GGTAAATTAAGGTATAGAGTTTTAGGCGGAAGTTGGGAAGGCGTCGTTCGGTTTGTATCGG
TCGAAGGGTTATTCGGGTTAGGCGTATAGGGTAGCGGCGTTGTCGGAGGATTAGGGTACGG
CGTGTTGGTGTTTAGTGTGGTATGCTTATGATGAGTATAGAGTTCTGCAGTGTTCCTGAAG
TTACAAGATAATTCCAAAC
CCCAACCGAGACCAGCGCATGCTTGCACGTAATATAGTAGTTTTTTCCTGTTAAAAGAGTA
TAGGGAGTGGTGATGTTGGAGGATTAGGGCTGGTGTGTTGGTGTTTAGTGAGGATGTGTAG
ATTGTTTTAGGTTTGGTGCTGCTGTATTGGGTATGTGTTGATTTGGTTGGGTGGGAATATT
TTGTTTTTTTTGGGTTTA
TGGGTAAATTAAGGTATAGAGTTTTAGGTGGAAGTTGGGAAGGTGTTGTTTGGTTTGTATT
GGTTGAAGGGTTATCTGGGTTAGGTGTATAGGGTACTGCTGTTGCTGGAGGATTAAGGCGG
TGTGTTGGTGTTTAGGATTGGTAAATTGATAAATAGAGGTTCTGTGTGTTTTTATACCTGT
ATTATAACCCCC

F, forward. R, reverse.

En amatrillo resaltamos las islas metiladas de cada secuencia.
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Abstract

Tumors of the central nervous system (CNS) are due to the abnormal growth of celis in the brain or spinal cord that can
become malignant and spread by metastases. Gliomas are the most fraquent malignant tumors of the CNS, charactarized
by their heterogeneity and invasivenass. The high lethality of giiomas is due, among other causes, to the low efficacy of
current treatments. The few biomarkers effective for the classification, prognosis, and treatment of the various types of gliomas
are a useful tool for their management. New markers are currently being sought to make a more accurate diagnosis and for
their potential as therapeutic targets. In this review, we describe the traditional biomarkers and other biomarkers that could
be used to improve the diagnosis, prognosis, and treatment of gliomas.
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