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RESUMEN Antecedentes: los estudios de asociacion
entre casos y controles en la busqueda de polimorfis-
mos de una sola base (SNPs) se han utilizado amplia-
mente en ensayos genéticos. El método de pirosecuen-
ciacion se basa en la cuantificacion del pirofosfato que
selibera como resultado de laincorporacion de nucl ed-
tidos en un templado amplificado. Tiene las ventajas de
su exactitud, flexibilidad, automatizacion y rapidez cuan-
do se compara con €l método de reaccion en cadena de
lapolimerasa con el depolimorfismo delongitud defrag-
mentos amplificados (PCR-RFLP). Objetivo: desarro-
[lar un protocolo para la determinacion del polimorfismo
de la posicion -31 del gen de la interleucina-18 (1L-1)
empleando la tecnologia de pirosecuenciacion. Méodos:
se estudiaron 162 pacientes (F:M = 0.93) que fueron
enrolados en el Hospital Universitario “ Dr. José Eleu-
terio Gonzalez’ . De los pacientes estudiados, 123
(75.9%) presentaban dispepsia no ulcerosay 39 (24.1%)
tenian cancer gastrico confirmado histol 6gicamente. El
polimorfismo en la posicién -31 se determin por € mé-
todo de PCR-RFLP y por pirosecuenciacion. Se emplea-
ron las mismas secuencias de iniciadores para la PCR-
RFLP y para la pirosecuenciacion. Para la PCR-RFLP
se empled laendonucleasa derestriccién Aluly parala
pirosecuenciacion se disefid un iniciador de secuencia
especifico. Resultados: delas muestras estudiadas, 157
(96.9%) fueron claramente genotipificadas por el mé-
todo de pirosecuenciacién y los resultados fueron los
mismos por el méodo de PCR-RFLP. En cinco (3.1%)
muestrasno se obtuvo el mismo resultado tanto por RFLP
como por pirosecuenciacion: dos de ellas fueron TT y
dosfueron CT por el método de secuenciaciony lascua-
tro fueron C/C por el método de PCR-RFLP. La muestra

SUMMARY Background: Single nucleotide polymor-
phism association studiesamong cases and controls have
been widely used for genetic analysis. The pyrosequen-
cing method is based on indirect luminometric quantifi-
cation of the pyrophosphate that is released as a result
of nucleotide incorporation onto an amplified template.
It has the advantages of accuracy, flexibility, automati-
zation and speed when compared with PCR-RFLP me-
thod. Aim: To develop a protocol for allele frequency
determination using pyrosequencing technology in the
detection of the polymorphism at position -31 of thein-
terleukin-1f (IL-1p) gene. Methods: 162 patients (F/M
= 0.93) who were enrolled at the Hospital Universitario
Dr “ José Eleuterio Gonzalez’ werestudied. 123 patients
had non-ulcer dyspepsia and 39 had histologically con-
firmed gastric cancer (GC). The polymorphismof IL-13
-31 was determined by both RFLP and pyrosequencig
methods. PCR-RFLP method used Alul restriction en-
donuclease. The same specific primersfor PCR-RFLP
and pyrosequencing were used for initial amplifica-
tion and an additional biotinylated specific primer was
designed for sequencing. Results: 157 (96.9%) sam-
ples were clearly typed by the pyrosequencing method
and the results were in accordance with the results of
the PCR-RFLP method. The results of 5 samples (3.1%)
were not in accordance between both methods. Two of
them were T/T and 2 were C/T by sequencing method
and all four were C/C by RFLP. Another sample was C/
C by sequencing and T/T by RFLP. Conclusion: The
pyrosequencing method is not only suitable for the IL-
15 -31 genotyping but is a fast and unexpensive way of
genotyping since requires smaller amounts of DNA, and
required significantly less time in the generation of re-
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restante fue C/C por e método de secuenciaciony T/T
por el método de RFLP. Conclusion: la pirosecuencia-
cién es una técnica adecuada para la genotipificacion
del genIL-1p, yaqueesrapido y econdmico en conside-
racion de la cantidad de ADN empleada y |os reactivos
necesarios para la obtencién de resultados. El protoco-
lo desarrollado es (til para la tipificacion del polimor-
fismo-31 delalL-18.

Palabras clave: citocinas, pirosecuenciacion, secuen-
ciacion, Helicobacter pylori, cancer gastrico, interleu-
cina-1p.

ANTECEDENTES

Los estudios entre casos y controles son ampliamente
utilizados en la busqueda de marcadores genéticos para
diferentes enfermedades. Un gran nimero deindividuos
debe ser investigado para definir unaasociacion, lo cua
resultalaborioso y requiere de periodos de tiempo pro-
longados.

Entre los marcadores genéticos se han estudiado |os po-
limorfismos de unasolabase (SNPs), loscualesson €l tipo
més comun de polimorfismo en e genoma humano, con
una frecuencia aproximada de uno por cada kilobase.

Un buen gemplo de los SNPs es un polimorfismo
bialélico en laposicién -31 en el promotor del gen dela
IL-1B, el cual hasido asociado con el desarrollo de can-
cer gastrico en paci entes caucasi cos, asi éti cos, portugue-
sesy mexicanos.>® Estaasociacion se haexplicado prin-
cipalmente porque la 1L-1f es un potente inhibidor de
la secrecién de &cido en el estomago, |o cual promueve
el desarrollo de condiciones preneoplésicas y/o cancer
gastrico.2Una de las razones por las que es importante
determinar el papel de estos polimorfismos en cancer
gastrico es porque se ha reportado que la incidencia de
cancer géstrico en México va en aumento.”

Actualmente existen varios métodos disponibles para
lagenotipificacion de SNPs: métodos basadosen laspro-
piedades fisicoquimicas de |os al el os, métodos basados
en lahibridacién, amplificacién o ligacién de una sonda
alelo especificay métodos basados en la secuenciacion
0 minisecuenciacion de un iniciador adyacente al sitio
del SNPR, tal como el método de pirosecuenciacion.®

Lasecuenciacion del ADN hasido latécnicamésexac-
tay que haproporcionado mayor informacion apesar de
su empleo limitado en diagnostico. La limitacion se ha
debido principalmente a la complejidad del empleo de
estas técnicas.®® La pirosecuenciacion es una técnica

sults than the RFLP technique. The protocol developed
is useful for the typing of the IL-13 -31 polymorphism.

Key words: Cytokines, pyrosequencing, segquencing,
Helicobacter pylori, gastric cancer, interleukin-1p.

queno requiere de laelaboracion deun gel y que sebasa
en laincorporacion interactiva de nucledtidos especifi-
cos durante la extension por una polimerasa guiada por
un iniciador de secuenciacién.®*° Empleando una mez-
clade cuatro enzimas, el método se basa en ladeteccion
luminométrica de pirofosfato que es liberado una vez
gue se incorpora un nucledtido, con sefiales de luz pro-
porcionales a nimero de nucledtidos incorporados.®*®
En el caso de latécnicade PCR-RFLP, como en el caso
de la pirosecuenciacion se requiere una reaccion de
PCR. Sin embargo, vez obtenido y visualizado el pro-
ducto de PCR éste debe de ser digerido con una enzi-
ma de restriccion que especificamente ataca el sitio
donde esta el SNP. Ladigestion dacomo resultado pro-
ductos de diferente tamafio dependiendo del genotipo
del paciente y éstos tienen que ser visualizados en un
gel de agarosa, 1o cual no es siempre sencillo.

EL objetivo de este trabajo fue desarrollar un proto-
colo paraladeterminacién del polimorfismo de la posi-
cion -31 del gen delainterleucina-1B empleando latec-
nologia de pirosecuenciacion por comparacion de los
resultados obtenidos con estatecnol ogiacon losresulta
dos obtenidos con la técnica de polimorfismo de longi-
tud de fragmentos amplificados (PCR-RFLP).

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un protoco-
lo para la determinacion del polimorfismo de la posi-
cion -31 del gen delainterleucina-13 empleando latec-
nologia de pirosecuenciacion.

MATERIAL Y METODOS
Poblacién de estudio
Ciento sesenta y dos pacientes (F/M = 0.93, 18-92

anos) fueron invitados a participar en el Hospital Uni-
versitario “ Dr. José Eleuterio Gonzéalez” . Delos pacien-
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tes incluidos, 123 tenian dispepsia no ulcerosay 39 te-
nian cancer gastrico demostrado histol 6gicamente.

Extraccion del ADN gendémico humano

El ADN gendmico humano se extragjo de 250 pL de
sangre completa, la cual se suspendié en amortiguador
delisis(100 mM Tris-HCI [pH 8.0], EDTA 5 mM, dode-
cil sulfato desodio [SDS] 0.2%, NaCl 200mM). EIADN
Se extrajo dos veces en un volumen de una mezcla de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se pre-
Cipit6 con etanol a 100% y se lavé dos veces con etanol
al 70%. El ADN sedejo secar al airey seresuspendi6 en
200 pL de amortiguador Tris-EDTA.

Deteccion del polimorfismo en la posicion -31 del
gen IL-1B por la técnica de PCR-RFLP

ParalaPCR seemplearonlosiniciadores. F: 5'- CCAC-
CAATACTCTTTTTCCCCTTTCC-3' y R: 5-GATT-
GGCTGAAGAGAATCCCAGAGC-3'. Se prepararon
mezclas de reaccion con una concentracion 25 pmolar de
cadainiciador, 100 ng de ADN gendmico, cada desoxi-
nucledsido trifosfato (Qiagen, Santa Clarita, CA) auna
concentracion de 100 uM,y 1 U de Tag ADN polimera-
sa(PromegaMadison, WI). Lasreacciones sellevaron a
cabo en un termociclador automatizado (Perkin-Elmer
Corporation, Wellesley, MA) con 94 °C por 5 min; 40
ciclosde 94 °C por 305,55 °C por 1 miny 72 °C por 1
min, seguido de 72 °C por 5 min.

Los productos de PCR fueron digeridos con la endo-
nucleasa de restriccion Alul (New England Biolabs) y
los fragmentos de ADN obtenidos resolvieron por elec-
troforesis en gel de agarosa a 2.5%. Las imégenes de
los geles fueron capturadas empleando el equipo Eagle
eyell Still Video System (Strategene, La Jolla, CA).

Produccion de los productos de PCR por pirose-
cuenciacion

Losproductosamplificadosdel andlisisde PCR-RFLP
se emplearon como ADN blanco para una segunda am-
plificacion con el iniciador F empleado previamente y
el iniciador R biotinilado con las condiciones de PCR
descritas para el método de PCR-RFLP.

Pirosecuenciacion

Para la pirosecuenciacion,®* los productos de PCR
biotinilados (25 pL) seinmovilizaron en unasuspension

de perlas de sefarosa cubiertas con estreptavidina en
amortiguador de union. Las muestras seincubaron por 5
min en agitacion constante a 1,400 rpm y después de la
inmovilizacion, los complejos perlas-templados se su-
mergieron en amortiguador de lavado (AL) y de la
NaOH 0.5 M. Las muestras se lavaron en AL y las per-
las se afadieron a 45 uL de amortiguador de aparea-
miento que contenia el iniciador de secuenciacion di-
seflado especialmente para este experimento en una
concentracion 15 pmol, (5'- TCCTACTTCTGCTTTT-
GA-3'). El apareamiento se llevo a cabo a 80 °C por 2
min y los templados se degjaron a temperatura ambiente
mientras se prepard la mezcla de reaccion parala secuen-
ciacion.

Se llevé a cabo la transferencia de los complegjos per-
las-templados empleando € dispositivo a PSQ 96 Sam-
ple Prep Sation (Pyroseguencing AB). Lapirosecuencia-
cion detiempo real sellevo acabo en el pirosecuenciador
PSQ S\P 96 (Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweden).

RESULTADOS
I dentificacion de las posiciones polimor ficas

La genotipificacion por € método de PCR-RFLP se
[levd acabo y los genotipos fueron claramente identifi-
cados.

Lagenotipificacion del polimorfismo en IL-13-31 se
[levd a cabo también por pirosecuenciacion y por este
método los genotipos fueron claramente identificados
con los pirogramas obtenidos (Figura 1).

Los resultados de tipificacion de PCR-RFLPy piro-
secuenciacion fueron registrados y tabulados (Cuadro
1) (Kappa = 0.9953). Entre todas las muestras tipifica
das, 157 (96.9%) tuvieron el mismo resultado por €l
método de pirosecuenciacion y por € método de PCR-
RFLP.

En cinco (3.1%) muestras no se obtuvieron los mismos
resultados por |os dos métodos. Dos de dlas fueron T/T y
dos fueron C/T por € método de pirosecuenciacion. Las
cuatro muestras fueron C/C por € método de PCR-RFLP.
Una muestra mas fue C/C por el método de secuencia-
ciény setipificd como T/T por €l método de PCR-RFLP.

DISCUSION

El polimorfismo bialélico en laposicion -31 del gen IL-
1B ha sido asociado a desarrollo de cancer géstrico en
poblaciones asi ticas, caucasicas, portuguesas 'y en po-
blacién mexicana.*¢ La consistencia en esta asociacion
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Figura 1. Ejemplo de algunos pirogramas obtenidos: A) genotipo
CC, B) genotipo TT y C) genotipo TC.

ha hecho evidente que este polimorfismo representauna
importante oportunidad deidentificar individuosenries-
go a desarrollo de cancer gastrico.

El desarrollo de métodos rpidos, accesibles y con
capacidad de tipificar una gran cantidad de individuos
es conveniente no solo para la deteccion de este poli-
morfismo, sino también para la identificacion de otros
marcadores genéticos en estudios de casos y controles.

Las técnicas tradicionales de la biologia molecular
son laboriosas, requieren un tiempo prolongado de pro-
ceso y ademés presentan algunas dificultades en lain-
terpretacion deresultados. ParticularmentelaPCR-RFLP
requiere de preparacion de mezclas de reaccién parauna
amplificacién inicial seguida de la preparacion de mez-
clas paraladigestion con endonucl easas derestricciony
corrimiento en gel de agarosa. La manipul acién excesi-
vay lanecesidad de visualizacion de productos amplifi-
cados y productos de digestion en geles de agarosa son
unaexplicacion potencial paraladiscordanciaobserva
daen cinco (3.1%) muestras.

L atécnicade pirosecuenciaci én es automatizada lue-
go de la obtencion de un producto amplificado y la de-
teccion de la sefia de luz se realiza mediante un instru-
mento que eliminael inconveniente deladeteccion Optica
humana.! Ofrece, ademas, importantes ventajas tales
como larapidez y un bajo costo, y si bien esnecesario la
inversiéninicial enlacomprade un equipo, el bajo con-
sumo de reactivosy laversatilidad del equipo permiten
amortiguar a corto plazo lainversion inicial. Si toma-
mos en cuenta que el costo de una prueba de RFLP
seria de alrededor de 20 ddlares tomando en cuenta
tiempo y reactivos, mientras que una prueba de piro-
secuenciacion seria de alrededor de cinco dolares, €l
precio del equipo de pirosecuenciacion que es de cer-
ca de 50,000 ddlares podria amortiguarse en poco
tiempo si se toma en cuenta la automatizacion de la
prueba con la consecuente reduccién en el nUmero

CUADRO 1
RESULTADOS DE LA GENOTIPIFICACION DEL
POLIMORFISMO IL-1B -31 POR LOS METODOS DE PIROSECUENCIACION Y POR EL METODO DE PCR-RFLP

Genotipo encontrados por

Genotipo encontrados por

Genotipo encontrados por

RFLPy pirosecuenciacion RFLP (n=5) pirosecuenciacion (n = 5)
(n=157)
cic 57 (36.3) 4 (80) 1(20)
cT 77 (49) 0(0) 2 (40)?
T 23 (14.6) 1(20) 2 (40)?

! Tipificado como TT por PCR-RFLP. 2 Tipificado como C/C por el método de PCR-RFLP.



14

Protocol o de pirosecuenciacion paralatipificacion del polimorfismo -31 del gen de lainterleucina-13

de repeticionesy su posible uso en otro tipo de ana-
lisis de SNPs.

Entre los métodos empleados para la deteccion de
polimorfismos genéticos, se han empleado diversastéc-
nicas, entre ellas, lasecuenciacion hasido utilizadacomo
esténdar de oro. Estatécnica generalmente serealizaen
productos de més de 100 pares de bases, lo cual hace
que este técnica sea costosay complicadaen su proceso.
Por el contrario, en e método de pirosecuenciacion se
pueden secuenciar productos de aproximadamente 10
pares de bases entre | as cuales se encuentra el polimor-
fismo de interés, lo cual disminuye sustancialmente |os
costos, simplifica el proceso y hace estatécnica de gran
utilidad en el andlisis de un gran nimero de muestras,
tal como en los estudios de asociacion de casos y con-
troles. 51t

En este trabajo se desarroll6 un método paraladetec-
ciondel polimorfismo-31 del genIL-1B y losresultados
muestran que este método podra ser utilizado con segu-
ridad en latipificacion de este geny otros genes paralos
cuales los métodos pueden ser desarrollados.

Se ha demostrado en diversas poblaciones del mun-
do, incluyendo la poblacién mexicana, que existen fac-
tores genéticos que definen un mayor riesgo al desarro-
[lo de cancer géstrico.?®8

El desarrollo de métodos que faciliten el andlisis de
estos marcadores moleculares con aplicacién de tecno-
logia de vanguardia, y con molestias minimas para los
pacientes en la obtencion de las muestras seré de gran
utilidad para estudiar y conocer mejor las caracteristi-
cas genéticas de la poblacion, no sdlo en € estudio del

cancer gastrico, sino de muchas otras enfermedades es-
tudiadas por la gastroenterologiay la hepatologia.
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