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RESUMEN

mas laborioso y complejo en la amplificacion de ADN median-
te PCR cuando se utiliza el procedimiento con fenol-clorofor-
mo. Comparamos este método de extraccion extenso, lento y caro
con otras dos técnicas basadas en el uso de resina Chelex-100. Es-
ta resina quelante ha sido utilizada para la extraccion de ADN de di-
ferentes tejidos para su uso con la PCR. Estos procedimientos son

| a extraccion de ADN de tejido tumoral puede ser el proceso

simples, rapidos y no requieren multiples pasos. En este trabajo
comparamos la extraccion de ADN procedente de 30 carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello utilizando la precipitacion con sol-
ventes organicos, resina Chelex-100 con y sin procesamiento previo
con proteinasa K. Los resultados evidencian que el procedimiento
con proteinasa K y resina Chelex-100 es un método tan eficaz co-
mo la precipitacién con fenol-cloroformo.

PALABRAS CLAVE: Tumores de cabeza y cuello. Factores de crecimiento fibroblastico. Extraccién de ADN. Amplificacion
de oncogenes. Reaccion en cadena de polimerasa. Resina Chelex-100.

ABSTRACT

DNA EXTRACTION USING CHELEX RESIN FOR THE ONCOGENIC AMPLIFICATION ANALYSIS
IN NEAD AND NECK TUMOURS

complex step in amplifying DNA by PCR when phenol-cho-
roform procedure is used. We compare this lengthy, slow
and expensive extraction method with other two based in the use of
Chelex-100 resin. This chelating resin has been applied for extrac-
ting DNA from different tissues to use with the PCR. These procedu-

D NA extraction from tissues can be the most laborious and

res are simple, rapid and do not require multiple steps. In this study
we compared DNA extraction from 30 head and neck squamous cell
carcinomas (HNSCC) using organic solvent precipitation, Chelex
100 resin with and without proteinase K pretreatment. The results
show that proteinase K-Chelex 100 procedure is as efficient as the
phenol-chloroform one.

KEY WORDS: Head and neck cancer. Fibroblastic growth factors. DNA extraction. Oncogene amplification. Polymerase chain
reaction. Chelex 100-resin.
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INTRODUCCION

Actualmente el conocimiento de las alteraciones
moleculares en la carcinogénesis ha permitido obte-
ner informacion sobre la posible evolucion y prondsti-
co de los tumores. El mejor conocimiento de las ca-
racteristicas genéticas tumorales se relaciona
directamente con el avance de las técnicas de la bio-
logia molecular. La aplicacién de la técnica de la re-
accion en cadena de polimerasa (PCR) permite de-
tectar secuencias especificas de amplificacion de
ADN sin la necesidad de fragmentos de alto peso
molecular, realizandolo con alta especificidad y resul-
tando un método 6ptimo para el procesamiento de
una gran cantidad de muestras simultaneamente. Es-
tas muestras de ADN pueden proceder de pequenas
cantidades de tumor (piezas quirtrgicas, biopsias,
muestras en parafina, tejidos procedentes de pun-
cién-aspiracion). Complementariamente, es deseable
aplicar un método de extraccion de ADN cémodo y
simple, que evite la contaminacion de las muestras;
éste es un posible inconveniente del método de pre-
cipitacion con fenol-cloroformo. Existen técnicas de
extraccion de ADN, como la incubacién con SDS'? o
la sonicacién?®, las cuales son rapidas y de facil apli-
cacion, pero que requieren grandes cantidades de te-
jido. En este trabajo hemos utilizado resina Chelex-
100, una resina quelante de cationes aplicada para la
extraccion de ADN, con y sin digestién previa con
proteinasa K, y estos procedimientos han sido com-
parados con los resultados de la purificacién con sol-
ventes organicos y precipitacion con etanol. Aunque
existen estudios previos sobre la utilidad de la extrac-
cién de ADN con resina Chelex-100%°, los estudios
sobre la aplicacién clinica son escasos™. Hemos rea-
lizado este trabajo analizando la tasa de amplifica-
cion de los oncogenes INT2 y HST1, los cuales per-
tenecen a la familia de los factores de crecimiento
fibroblasticos. Estos se relacionan con los procesos
de angiogénesis tumoral, presentes en el desarrollo
de metastasis ganglionares en los carcinomas epi-
dermoides de cabeza y cuello™.

MATERIAL Y METODOS
Muestras y tumorales y extraccion de ADN

Muestras tumorales procedentes de 30 carcino-
mas epidermoides de cabeza y cuello fueron obteni-
das durante la reseccién quirdrgica del tumor. De la
pieza quirargica se obtuvo una porcién de tejido tu-
moral sin areas necréticas, que inmediatamente se
congel6 y almacené en nitrogeno liquido a -70° C
hasta la extraccion de ADN. Las muestras tumora-

les son cortadas y procesadas siguiendo los si-
guientes métodos de extraccion (A-C):

Método A

Extraccion del ADN segun el clasico método de
precipitacion con fenol-cloroformo'? siguiendo los si-
guientes pasos. En primer término, la muestra tu-
moral todavia sin descongelar, con un tamafio me-
dio de 10x10 mm, es cortada minuciosamente en
pequefas piezas. Después es homogeneizada me-
diante agitacion en 5 ml de buffer de extraccion
(Tris-HCI 0,2 M pH 8,0, EDTA 0,025 M, NaCIl 0,1 M
and SDS 0,2%). A continuaciéon se afiade 10 ul de
ARNasa (10 mg/ml; Boehringer Mannheim) y la
mezcla se incuba a 37°C durante una hora con
agitacion continua. El siguiente paso consiste en
afiadir 20 ul de proteinasa K (25 mg/ml; Boehringer
Mannheim) e incubar la mezcla y agitarla en cons-
tante agitacion durante 5 horas a 37°C. Este paso
se repite en 2 ocasiones. Después de esto, la solu-
cion se deja enfriar a temperatura ambiente, afa-
diéndole un volumen equivalente de fenol equilibra-
do con Tris-HCI 0,5 M pH 8,0. A continuacion, la
solucién se centrifuga durante 15 minutos a 2500
revoluciones por minuto (rpm), formandose una fa-
se organica inferior y una fase liquida superior. La
fase liquida se separa a un tubo, donde se le afia-
de un volumen equivalente de isoamilalcohol-fenol-
cloroformo. Esta mezcla se centrifuga durante 15
minutos a 2500 rpm. El sobrenadante obtenido se
diluye en 2 volimenes de isopropanol a -20°C. En
este paso el ADN precipita y se extrae. EIl ADN
precipitado se lava en etanol al 70%. Finalmente la
hebra de ADN se seca y disuelve en 500 ul de
Tris-EDTA 10:1, guardando la solucién a -20°C.

Método B

Una muestra de tejido (de aproximadamente
1x1x1 mm) se introduce en un tubo de Eppendorf y
se mezcla en 500 ul de una solucién de resina Che-
lex-100 al 10%. Esta se prepara previamente disol-
viendo la resina a la proporcion resefiada en agua
ésteril desionizada a 60°C y removiéndola. Se afia-
de a la solucion 15 ul de proteinasa K (Boehringer
Mannheim) a una proporcion de 10 mg/ml, incuban-
do la mezcla a 55°C en agitacion continua durante
una hora. A continuacion, la mezcla se introduce du-
rante 15 minutos a 100°C para intensificar la desna-
turalizacion de las proteinas. Los tubos que contie-
nen el ADN extraido y la resina Chelex en unién con
las proteinas degradadas se almacenan a 4°C o
—20°C. Antes de utilizarlo se agita en un voértex y se
centrifuga a 10.000 rpm durante 10 segundos para
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depositar la masa que forman la resina y las protei-
nas. Posteriormente, se vuelve a centrifugar el tubo
durante 10 minutos para diferenciar la porcién super-
ficial en la que se encontrara el ADN vy la inferior
que incluye a la resina Chelex-100, las proteinas
desnaturalizadas y otros elementos.

Para la utilizacion en la PCR, se toman 2 pul del
sobrenadante por cada 10 ul de volumen final de
la mezcla para la PCR.

Método C

Este método utiliza el mismo protocolo, pero no
se afiade la proteinasa K en la mezcla de tejido y
resina Chelex-100.

Cebadores de oligonucledtidos y analisis PCR.
La mezcla para la PCR contiene 0,2-0,5 ug de ADN,
10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KClI,
0,2 mM de cada dNTP, 1 uM de cada cebador, 1
MMy 1 U de Taq polimerasa (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Germany) en un volumen total de 50 pl,
depositandose sobre la mezcla 50 pl de aceite mi-
neral. El proceso de realizaciéon de la PCR incluye: 1
minuto a cada una de las siguientes temperaturas,
94°C, 56°C y 72°C, teniendo lugar 30 ciclos y un ci-
clo final a 72°C durante 7 minutos. Dos diferentes ti-
pos de cebadores, uno para los genes a estudiar,
INT2 y HST1, u otro para el gen que se utiliza como
control en el estudio (tirosina hidroxilasa), se introdu-
cen en la mezcla de la reaccion de PCR
diferencial™. En nuestro estudio hemos utilizado el
gen de la tirosina hidroxilasa (TH) por estar localiza-
do en el mismo cromosoma que los oncogenes ana-
lizados. Las cadenas de los cebadores fueron dise-
fladas de secuencias gendmicas procedentes del
GenBank. Los cebadores para el oncogén INT2 (nu-
mero de acceso GenBank NM005247) eran 5- TGG
AGG TGG GCA TTG TGG- 3’y 5- ACC GCT ACT
CCG TCA GCG - 3'. El fragmento amplificado cons-
taba de 128 pares de bases (pb). Por su parte, los
cebadores de oncogén HST1 (nUmero de acceso
GenBank MN002007) eran 5- TGA GCA TCT TGC
GCG TGG- 3’ and 5- GCC ACG AGC CTG CTA
GCC - 3’, amplificando un fragmento de ADN de
136 pb. Los cebadores del gen TH (nimero de ac-
ceso GenBank D00269) eran 5- GCC CCA GCT
GCA TCC TAC- 3’ and 5- CTT GGC AGA CAC
CTG GGG - 3’, dando lugar en la reacciéon a un
fragmento de 188 pb. Los cebadores fueron obteni-
dos del laboratorio MWG-Biotech (Mannheim, Ger-
many). Muestras de tejido normal (amigdalas) obte-
nidas de pacientes no fumadores fueron utilizados
como controles negativos. Como controles positivos
se utilizaron una mezcla de ADN procedente de teji-
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dos normales con cantidades crecientes de secuen-
cias amplificadas de los oncogenes a estudio, lo que
simulaba diferentes grados de amplificacion.

Electroforesis y cuantificacion de los resultados
de la PCR. Después de la PCR, 10 ul de cada
muestra fue sometida a electroforesis sobre geles
formados por agarosa NuSieve al 3% (FMC, Roc-
kland, ME) durante 1,5 horas a 65 V en una solu-
cién tampén 40 mM Tris-Acetate, 2 mM EDTA. Los
geles se tefiian con bromuro de etidio, y las image-
nes a la luz ultravioleta eran captadas mediante
una camara digital y almacenadas en un ordena-
dor. Las bandas que se ponian de manifiesto en
los geles eran cuantificadas mediante sistemas de
analisis densitométrico computerizado (Kodak Digi-
tal Science 10, Eastman Software, Billerica, MA).
De esta forma se obtenian ratios de amplificacion
de los oncogenes INT2 y HST1 en comparacion
con el gen control, TH. Los resultados de la densi-
tometria y la calidad de la reaccién (presencia de
ausencia de bandas no esperadas) se inspecciona-
ban tomando como referencia los marcadores de
pesos moleculares que se introducian en los geles.

RESULTADOS

La amplificaciéon de la PCR de fragmentos de
128 pb correspondientes al oncogén INT2, a frag-
mentos de 136 pb del oncogén HST1 y de fragmen-
tos de 188pb pertenecientes al gen de la TH se
analizaron utilizando los 3 métodos anteriormente
descritos en las 30 muestras tumorales. En el anali-
sis de los geles fueron evaluadas la presencia de
bandas no especificas y los ratios de amplificacion
INT2/TH y HST1/TH. Experimentalmente, la amplifi-
cacion génica se define como el incremento del ra-
tio gen diana/gen control mayor de 2, en compara-
cion con las proporciones en tejidos normales,
tomados como controles negativos. Atendiendo al
clasico método A como referencia, 17 (56,6%) de
las 30 muestras presentaban amplificaciéon del on-
cogén INT2 (ratio INT2: TH entre 2 y 15,6). Para el
oncogén HST1, 15 de las muestras mostraban am-
plificacion (50%) (ratio HST7: TH entre 2,5y 12,4).

Utilizando el método B se hallaron resultados
equivalentes a los hallados con el clasico protoco-
lo de precipitacién con solventes organicos. Estos
resultados se objetivaron cuantitativa y cualitativa-
mente. La tasa de amplificacion media con del on-
cogeén INT2 fue de 3,75 en las muestras tratadas
con el método A, mientras que fue de 3,78 en
aquellas en las que se us6 el protocolo con resina
Chelex y proteinasa K (Tabla 1). En el estudio del
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Figura 1. PCR diferencial de la amplificacion del oncogén HST1
para varios tumores utilizando los 3 métodos a estudio. El
analisis densitométrico de las imagenes muestra resultados
equivalentes, pero cualitativamente en las muestras en las que
se empled el método C aparecen bandas inespecificas.

oncogén HST1, el tratamiento con fenol-cloroformo
obtuvo una tasa media de amplificacion de 3,37,
mientras que al usar la técnica con la resina y di-
gestion con proteinasa K la tasa media de amplifi-
cacion media era de 3,44 (Tabla 1). Desde el pun-
to de vista cualitativo no se hallaron diferencias
remarcables, sin que tuviese lugar la aparicion de
bandas inespecificas (Figuras 1y 2).

La tercera técnica empleada, tratamiento con re-
sina Chelex-100 sin digestion con proteinasa K, es
mas sencilla y rapida que las otras dos, pero no se
obtuvieron resultados tan satisfactorios para los 2
genes estudiados como con las anteriores. Hemos
hallado la presencia de bandas inespecificas y gran
variabilidad en las tasa de amplificacion en compara-
cion con lo resultados obtenidos con los otros méto-
dos (Figuras 1y 2). Para el oncogén INT2 la amplifi-
cacion media encontrada era de 3,44, mientras que
para el oncogén HST1 la tasa media de amplifica-
cion era de 3,23. Estos resultados muestran una
menor eficacia frente a los métodos previos (Tabla
1). Esta variabilidad es mas evidente en el caso de

==

1330 1mE

Figura 2. Imagen de muestras tumorales estudiadas para la
amplificacién del oncogén INT2 comparando los métodos By C.
Cuantitativamente se aprecia una menor proporcion de
amplificacién INT2/TH cuando previamente no se ha tratado la
muestra con proteinasa K, evidenciandose algunas bandas
inespecificas en el gel de agarosa.

las muestras con mayores tasas de amplificacién. La
calidad de los geles cuando se utilizaba el método C
era menor que la de aquellos en los que se habia
empleado cualquiera de los otros 2 procedimientos.
Esto se relacionaba a la presencia de bandas ines-
pecificas de variable intensidad que hacia ambigua
y dificultosa la interpretacion de los resultados.

DISCUSION

Aunque la precipitacion con fenol-cloroformo pro-
porciona fragmentos de ADN de alto peso molecular,
adecuado para complejas investigaciones de biologia
molecular, este método requiere multiples pasos len-
tos y costosos. Este proceso puede hacerse dificulto-
so para realizarse a gran escala en la practica clini-
ca™. Actualmente una de las principales aplicaciones
de este método es en la PCR, la cual tiene la capaci-
dad de poder realizarse en pequefias muestras y ob-
tener adecuados resultados con pequefios fragmen-
tos de ADN>7%. En la practica clinica el objetivo de la
aplicacion del método de la PCR es la busqueda de
caracteristicas moleculares en el ADN relacionandolo
con el pronostico. Con éste se persigue aplicar trata-
mientos lo mas adecuados posibles a cada uno de
los pacientes. En estas situaciones el tamano de la
muestra a estudiar conviene que sea pequefo, proce-
dente de una biopsia o incluso de muestras obtenidas
mediante puncion-aspiracion®. El objetivo de este es-
tudio es el comparar la eficacia de los métodos de ex-
traccion de ADN utilizando resina Chelex-100 en com-
paracién con el clasico procedimiento de precipitacion
con solventes organicos. La resina Chelex actua co-
mo una resina quelante de iones metalicos polivalen-
tes, que actuarian como catalizadores en la ruptura
de ADN a altas temperaturas pudiendo inhibir la
PCR™®, Estudios previos muestran que el uso de la
resina Chelex sin proteinasa K proporciona una ade-
cuada cantidad de ADN para amplificar’. Sin embar-
go, estos estudios también indican algunos limites
considerando el tamario de los productos que pueden
ser amplificados. Podria ser posible amplificar frag-
mentos de hasta 650 pb en muestras tratadas solo
con la resina Chelex-100, y fragmentos de hasta
1000 pb en las que se ha utilizado la resina y diges-
tion con proteinasa K. Todos los fragmentos de ADN
que se amplifican en este trabajo tienen un pequefo
tamafo (128-188 pb), por lo que la aplicacién de los
métodos basados en la resina Chelex-100 no presen-
tan esta dificultad técnica. Algunos estudios han pues-
to de manifiesto un descenso en la amplificacion de
fragmentos mayores de 600 pb cuando se utilizan
muestras almacenadas con proteinasa K, quizas debi-
do a una mayor ruptura del ADN™.
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Tabla 1: Ratios de amplificacion de las muestras estudiadas con cada uno de los 3 métodos. Los aste-
riscos (*) indican aquellas muestras que evidenciaron la presencia de bandas inespecificas. El 1 repre-
senta los casos que mostraban amplificacion y el 0 los casos en los que no se evidencié. En el caso
del oncogén INT2 se encontraron bandas inespecificas al utilizar el método C en 24 casos (80%), mien-

n° de caso

101
110
M
112
13
114
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

Media

tras que éstas estaban presentes en 21 de los casos para el oncogén HST1 (70%)

Amplificacion

- O o

o o o

o o -~ o o

AMPLIFICACION INT-2
Método A Método B
15.6 15.8
1.64 1.67
2 2
5.3 5.2
3.1 3
4.7 4.81
5.6 5.66
1.76 1.77
1.85 1.89
4.9 5
1.2 1.2
1.45 143
1.36 1.35
2.18 2.2
7 7.2
34 3.43
7.52 7.57
8 8.21
1.84 1.86
4.4 43
1.36 1.37
1.69 1.74
3.15 323
1.63 1.67
1.58 1.56

9 8.94
1.26 1.31
3.7 3.78
2.7 2.8
1.64 1.69
3.75 3.78
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Método C

187
158
o
42"
2.89*
442
5.11*
168
1.75*
461*

1.24*
1.33*
221
6.51"
3.05*
6.4
8.68*
1.8
3.74*
1.32
1.6*
267"
1.59*
1.54
8.1*
1.27
3.41*
2.4
1.62*

3.44

Amplificacion

o o

124
1.52
1.8
54
2.6
3.9
4.6
1.51
2.24
5.1
1.51
1.62
1.5
1.65
7.8
29
6.57
6.1
1.75
3.6
1.42
1.65
1.69
1.59
1.32
7.8
1.38
41
25
1.84

3.37

AMPLIFICACION HST-1

Método A Método B

12.56
1.56
1.79
5.61
2.63
3.98
4.71
1.5
23
5.26
1.54
1.65
1.53
1.68
7.95
3
6.61
6.31
1.78
3.68
1.47
1.7
1.7
1.6
1.35

14
4.07
2.64
1.83

3.44

Método C

11.8*
158
1.7
5.21*
267
372
4.66*
144
2.1*
4.86*
15
1.64*
15
161
6.84*
2.86*
6.49*
565"
1.72*
3.35*
144
164
e
156*
129
7.4
136
3.86*
DA
178

3.23
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Las equivalencias en los resultados entre el
método A y B, si bien no se habian descrito en la
muestras de tejido en fresco, si habian sido des-
critas en células sanguineas''®, materiales de es-
tudio forense*®'*?* muestras microbiolégicas**, te-
jidos sélidos*#, tejidos parafinados®, muestras de
tumores cervicales’ e incluso de saliva humana?.

CONCLUSIONES

Hemos comprobado que para la utilizacién de
resina Chelex-100 se precisan menores cantidades

de tejido, equivalentes a muestras de tejido, lo cual
generalmente no es posible cuando se procesan las
muestras con el método A. Ademas, la laboriosidad
del proceso y los multiples pasos hacen que este
protocolo no sea adecuado para su aplicacion ruti-
naria y simultanea a una gran cantidad de casos.
Atendiendo a los hallazgos obtenidos hemos encon-
trado una fuerte correlacién cuantitativa y cualitativa
entre los métodos A y B, que permite realizar los
estudios de amplificacién de una forma eficaz y agil.

Financiado por el Fondo de Investigaciones Sa-
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